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RESUMO
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As células-tronco (CTs) caracterizam-se por possuirem a capacidade de se autorrenovar e de dar
origem a um ou mais tipos celulares diferenciados. Nos Gltimos anos, diversos trabalhos mostraram a
existéncia de CTs em tecidos adultos, tornando-as uma alternativa interessante para uso em terapias
celulares. Contudo, para melhor utilizar as CTs, é preciso primeiramente compreender como ocorre a
diferenciacdo em um tipo celular especifico e, principalmente, como é regulada a expressdo génica
durante este processo. Em 2009, Ingolia e colaboradores apresentaram uma nova técnica conhecida
como ribosome profiling, a qual consiste no isolamento e sequenciamento em larga escala dos
fragmentos de RNA associados e protegidos pelos ribossomos, os quais tém um tamanho aproximado de
30 nucleotideos (conhecido com footprint ribossomal). Ao mapear as sequéncias obtidas, é possivel
obter informacBes ndo apenas sobre quais sequéncias estdo sendo traduzidas, mas também sobre a
cinética da traducgdo e sua extensiva rede de regulagdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi aplicar a
técnica de ribosome profiling ao estudo do processo de diferenciacdo de CTs adultas. Como modelo de
estudo, foram utilizadas CTs obtidas de tecido adiposo antes (t=0) e ap6s a indugdo para diferenciacéo
adipogénica por 3 dias (t=72h). O primeiro passo do trabalho foi a adaptacéo do protocolo de ribosome
profiling para o estudo de CTs adultas, o qual consiste na lise celular, digestdo do lisado com uma RNA
nuclease (a qual ird degradar o RNA exposto, preservando os fragmentos protegidos pelo ribossomo),
ultracentifrugacdo do homogenato sobre colchdo de sacarose 1 M para sedimentacdo dos ribossomos,
extracdo de RNA e isolamento dos fragmentos de 30 nucleotideos. Também foi feita extracdo do RNA
poliA. As amostras foram sequenciadas (SOLiD™) e os dados obtidos foram triados e mapeados contra
um banco de dados de RNAm, utilizando-se a ferramenta CLC Genomics Workbench. Foram
identificados mais de 8.000 transcritos para as amostras de ribosome profiling e mais de 17.000 para as
de poliA. Ao calcular o fold change entre as condigdes t=0 e t=72h, foi possivel verificar que mais de
50% dos genes foram detectados como diferencialmente expressos apenas por ribosome profiling.
Observou-se que genes relacionados com vias de diferenciacdo adipogénica e de metabolismo de
lipideos encontravam-se regulados positivamente em ambas as amostras de RNA. Por outro lado,
observou-se que vias de regulacdo do citoesqueleto de actina e de adesdo focal estavam reguladas
negativamente apenas nas amostras de ribosome profiling. Isso é interessante, uma vez que a inibigdo
destas vias ja foi descrita como importante para o processo de adipogénese. Além disso, foi observada
uma forte reducdo na eficiéncia de traducdo de genes relacionados com a traducdo ap6s 72 horas de
inducéo para diferenciagdo. Os resultados obtidos no presente trabalho reforcam as evidéncias de que 0s
mecanismos de regulacdo pos-transcricionais e traducionais tém um papel muito importante na regulacéo
da diferenciacdo celular de CTs, sendo que a técnica de ribosome profiling permitiu obter informacées
mais detalhadas de como este processo pode estar acontecendo.

Palavras-chave: Células-tronco adultas, diferenciacdo, ribosome profiling, regulacdo pos-
transcricional
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ABSTRACT
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Stem cells (SC) are characterized by their capacity of both self-renewing and giving rise to
new differentiated cells. SC are found in adult tissues, which are considered a putative source for cell
therapy. However, little is known about the mechanisms involved in the trigger of SCs differentiation
into a specific cell type. Understanding adult SCs differentiation process is a fundamental step to
better use and to take advantage of their potential. In 2009, Ingolia and collaborators presented a new
methodology of transcriptome analysis named ribosome profiling, which consists on the isolation and
deep-sequencing of the mMRNA fragments enclosed by ribosomes. When lysed cells are submitted to
nuclease digestion, unprotected mMRNA is degraded, while fragments within ribosomes are preserved
and have a known footprint of 30 nucleotides. Sequencing these ribosome-protected fragments results
in a high-precision measurement of in vivo translation, providing precise information about translation
Kinetics and its extensive regulation. The objective of this work was to apply the ribosome profiling
methodology to the study of adipogenic differentiation in adult SCs. SCs were isolated from human
adipose tissue from three donors and were cultured in a control medium (t=0) and induced to
adipogenic differentiation for 72 hours (t=72h). The first step was to adapt and optimize the ribosome
profiling protocol to the SC model, which consists in cell lysis, cell lysate digestion by nuclease (to
degrade unprotected RNA, preserving ribosome-protected fragments), ultracentrifugation over a 1M
sucrose cushion to pellet ribosomes, RNA extraction and 30 nucleotides fragments isolation. poliA
RNA was also isolated. Samples were submitted to deep-sequencing (SOLiD™) and the reads
obtained were trimmed and mapped onto the reference MRNA database using the CLC Genomics
Workbench. Over 8000 transcripts were identified in ribosome profiling samples and over 17000 in
poliA samples. Fold change analysis between t=0 and t=72h of both RNA samples showed that
differential expression of more than 50% of the genes was identified only by ribosome profiling.
Pathways related to adipogenesis and lipid metabolism were upregulated in both RNA samples.
However, regulation of the actin cytoskeleton and focal adhesion proteins were downregulated only in
ribosome profiling samples. Interestingly, downregulation of these pathways was already described as
an important phenomenon to cell adipogenesis. Besides, we observed a strong reduction of
translational efficiency of genes involved in translation at t=72h. Our results reinforce previous data,
suggesting that posttranscriptional and translational regulation play a fundamental role in the
regulation of SC differentiation process and that ribosome profiling is an important tool to better
understand this process.

Keywords: Adult stem cells, differentiation, ribosome profiling, post-transcriptional
regulation.
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1. INTRODUCAO

1.1. As células-tronco

As células-tronco (CTs) caracterizam-se por possuirem a capacidade de se
autorrenovar e de dar origem a um ou mais tipos celulares diferenciados (Spangrude et al.,
1988; Weissman, 2000; Fuchs e Chen, 2013). De acordo com seu potencial de diferenciacao,
as CTs podem ser classificadas em: totipotentes, as quais possuem a capacidade de formar
todos os tipos de tecidos embrionarios e extra-embrionarios; pluripotentes, que podem formar
todos os tipos celulares embrionérios; multipotentes, as quais ddo origem a um determinado
grupo de linhagens celulares; oligopotentes, com capacidade de formar uma gama mais
restrita de linhagens celulares; e unipotentes, as quais formam apenas um tipo de células

maduras (Wagers e Weissman, 2004).

1.1.1. Os principais tipos de CTs

Existem trés tipos principais de CTs: as embrionarias, as induzidas e as adultas. Em
mamiferos, as CTs embrionarias sdo células pluripotentes obtidas a partir de embrides na fase
de blastocisto (Figura 1.1 A). Nesta fase, o embrido é formado por uma camada externa
chamada de trofoectoderme, a qual ira formar os anexos embrionéarios, e uma massa celular
interna, que dar4 origem ao embrido. E a partir da massa celular interna que sdo obtidas as
CTs embrionarias, as quais sdo capazes de dar origem a todos os tecidos do organismo
(Sherman, 1975; Fuchs e Segre, 2000). A pluripotencialidade das CTs embrionarias as torna
uma alternativa interessante na busca por tratamentos para diversas doencas humanas, como
modelo de estudo na busca por novas drogas, além da possibilidade de auxiliar em pesquisas
sobre defeitos de nascimento, infertilidade e perdas gestacionais (Thomson et al., 1998).
Contudo, a utilizacdo de CTs embrionérias ainda esbarra no problema da rejeigdo tecidual
(Takahashi e Yamanaka, 2006) e do risco de formacdo de tumores, devido a sua a alta
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo (Ben-David et al., 2012).

Em 2006, os pesquisadores Kazutoshi Takahashi e Shinaya Yamanaka apresentaram
uma nova fonte para obtencdo de CTs pluripotentes (Figura 1.1 B). Através do uso de quatro
fatores de transcri¢do (Oct3/4, Sox2, c-Myc e KIf-4), foi obtida uma linhagem pluripotente a
partir de células adultas diferenciadas, chamadas CTs pluripotentes induzidas (induced
pluripotent stem cells, iPSCs) (Takahashi e Yamanaka, 2006). Neste primeiro trabalho, foram

utilizados fibroblastos embrionarios e adultos de camundongo como fonte de celulas
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diferenciadas. Mas, em 2007, o mesmo grupo obteve iPSCs a partir de células adultas
humanas (Takahashi et al., 2007). Assim, a pluripotencialidade das iPSCs e o fato de serem
geradas a partir de células adultas levantaram a possibilidade de regeneracdo de todos 0s
tecidos do organismo a partir de células somaticas do proprio paciente (Yamanaka, 2009; Li
et al., 2013). Em cultura, também ja foi observado que as iPSCs possuem a capacidade de dar
origem a trofoblastos, o que é interessante para estudos sobre o desenvolvimento dos anexos
embrionarios (Mali et al., 2008; Chen et al., 2013 b). Contudo, a baixa eficiéncia de
reprogramacao das células adultas e o risco de formacdo de teratoma ainda sdo alguns dos
problemas enfrentados (Takahashi et al., 2007; Li et al., 2013). O método classico de
reprogramagao envolve o uso de retrovirus ou lentivirus, que sdo responsaveis pela insercdo
dos genes de reprogramacdo no DNA de células somaticas (Takahashi e Yamanaka, 2006;
Takahashi et al., 2007). Embora estes transgenes sejam silenciados, a possibilidade de
reativacdo destes fatores leva a um aumento consideravel do risco de formacéo de teratoma,
principalmente devido a reativagdo de c-Myc (Okita et al., 2007). Além disso, como o
genoma possui multiplos sitios de integracdo, os transgenes podem ser inseridos dentro de
outros genes, levando a sua ativacdo (Yamanaka, 2009). Mas, diversos grupos vém avangando
nesta area, principalmente através da busca por alternativas ao uso de retrovirus para insercéo

dos fatores de reprogramacéo (Yoshioka et al., 2013).

A CTs embrionarias B iPSCs C CTs adultas
Isoladas da Isolamento de células Precursores circulantes
R massa celular SOmAicEs Transfe_cgao Medula Derivadas
interna do e \ retrO\QraI bssea de tecido
Jblastocisto $ @ N !
: ’

Indugéo da \ l /
C@ CTs l pluripoténcia CTs
C —— adultas
J i s
&8 3

.' Aplicagéo
Mesoderme Trofoblasto & autéloga
EndodermeM esodermeEctoderme Endoderme  Ectoderme !} ?

Figura 1.1. Os diferentes tipos de CTs. Existem trés tipos principais de CTs. As embrionarias (A)
sdo obtidas a partir da massa celular interna do blastocisto e sdo pluripotentes, podendo dar origem a
todos os tecidos do organismo. Outra forma de obter células pluripotentes é através da reprogramacao
de células soméaticas diferenciadas, as iPSCs (B). No esquema, esta representado um dos métodos
classicos de reprogramacao celular, atraves do uso de retrovirus. Ja as CTs adultas (C), obtidas a partir
de tecidos adultos, sdo multipotentes e permitem a aplicacdo autdloga (adaptado de Leeper et al.,
2010).

Além das células pluripotentes (embrionarias ou induzidas), nas ultimas décadas, uma

nova fonte de CTs tem sido estudada: os tecidos adultos (Figura 1.1 C). Diversos trabalhos
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demonstraram a existéncia de CTs em diferentes tecidos adultos, como medula dssea
(Spangrude et al., 1988), sangue de corddo umbilical (Erices et al., 2000), tecido adiposo
(Zuk et al., 2002), polpa dentéria (Gronthos et al., 2000), pele e foliculos pilosos (Blanpain et
al., 2004; Wong et al., 2006). As CTs adultas s@o células quiescentes capazes de responder a
sinais do meio ambiente em que se encontram e manter sua autorrenovacdo, dando origem a
novas CTs, ou entrar em um processo de diferenciacdo. Elas constituem um verdadeiro
reservatorio e promovem a regeneracdo tecidual quando necessario, possuindo um papel
fundamental na homeostase do organismo (Fuchs e Segre, 2000). Na maioria dos tecidos, a
capacidade de autorrenovacdo das CTs esta diretamente relacionada com a capacidade de
regeneracdo do tecido. Quando esta capacidade de autorrenovacdo das CTs é esgotada, seja
por senescéncia natural, seja por danos fisicos ou genéticos, em geral, inicia-se um processo
de atrofia ou envelhecimento tecidual (Fuchs e Chen, 2013).

Por outro lado, diversos trabalhos demonstraram que algumas CTs adultas possuem a
capacidade de dar origem ndo apenas aos fenétipos do préprio tecido onde se encontram, mas
também a outros tipos celulares, um fendmeno conhecido como transdiferenciacao (Erices et
al., 2000; Wagers e Weissman, 2004; Wong et al., 2006; Rebelatto et al., 2008). Esta
capacidade das CTs adultas de darem origem a diversos tipos celulares as tornou uma
alternativa interessante na busca por novas fontes de material para uso em futuras terapias de
regeneracdo (Fuchs e Segre, 2000; Weissman, 2000; Signer e Morrison, 2013). Uma das
principais vantagens do uso de CTs adultas é a possibilidade de realizacdo de transplantes
autologos, evitando o risco de rejeicdo (Slack, 2001). Quanto a potencialidade, as CTs
embrionarias e as iPSCs caracterizam-se por possuirem uma maior gama de fen6tipos do que
as adultas, o que seria interessante para terapia celular, pois aumentaria a diversidade de
tecidos que poderiam ser regenerados. Por outro lado, a menor capacidade de diferenciacdo
(menor potencialidade) e de proliferacdo das CTs adultas faz com que o risco de formacéo de
tumores seja menor, fazendo com que a aplicacdo destas células em terapias seja considerada
mais segura (revisado por Herberts et al., 2011).

1.1.2. As CTs obtidas de tecido adiposo

O tecido adiposo é um tipo de tecido conjuntivo formado a partir da mesoderme que
possui diferentes fungdes no organismo adulto, como reserva energética, preenchimento,
protecdo térmica e mecénica, além de participar do sistema enddcrino, com a secre¢do de
diferentes citocinas e fatores de crescimento (Trayhurn e Beattie, 2001). Em trabalho

publicado em 2001, Zuk e colaboradores demonstraram a existéncia de células multipotentes
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no tecido adiposo, as quais poderiam ser facilmente isoladas a partir de lipoaspirados. Estas
células, que possuiam uma morfologia fibroblastoide, puderam ser expandidas in vitro,
mantidas em cultivo por um longo periodo de tempo e possuiam a capacidade de dar origem
as linhagens condrogénica, osteogénica, adipogénica e miogénica (Zuk et al., 2001). Embora
estes resultados sugerissem a presenca de CTs no tecido adiposo, ainda havia duvidas sobre se
esta multipotencialidade ndo se devia a presenca de multiplos progenitores no tecido ou
mesmo de CTs de outros tecidos (como de sangue periférico). Mas, em 2002, 0 mesmo grupo
realizou ensaios de clonagem que corroboraram a hipotese de existéncia de CTs
multipotentes, capazes de dar origem a pelo menos trés linhagens mesodermais (osteogénica,
condrogénica e adipogénica) (Zuk et al., 2002). Estudos subsequentes demonstraram que,
além da capacidade de se diferenciar em uma variedade de fenotipos celulares, as CTs obtidas
de tecido adiposo também podem desempenhar um papel paracrino, através da secrecdo de
citocinas (Baer e Geiger, 2012), como fatores angiogénicos e antiapoptéticos (Rehman et al.,
2004), fator de crescimento de hepatdcitos (hepatocyte growth factor, HGF), fatores
hematopoiéticos e proinflamatérios (Kilroy et al., 2007), aumentando ainda mais o seu
potencial de uso.

Embora o processo de isolamento das CTs de tecido adiposo tenha sido relativamente
bem estabelecido, sua localiza¢do in situ ainda ndo pdde ser precisamente determinada. Os
diferentes estudos realizados apontam para uma localizacdo perivascular, onde as CTs
coexistiriam com células endoteliais e pericitos (Baer e Geiger, 2012). Uma das dificuldades
encontradas € a falta de um marcador Unico para identificar esta populacdo. Acredita-se que
esta dificuldade se deva a dois motivos principais: (1) a existéncia de subpopulacdes de CTs
no tecido adiposo e (2) ao fato de que as CTs isoladas mudam seu perfil de expressao proteica
durante o cultivo in vitro (Varma et al., 2007; Baer e Geiger, 2012). Quanto ao primeiro
ponto, diferentes estudos apontam que a populacdo de CTs obtida do tecido adiposo &, sim,
heterogénea, podendo haver a presenca de outras CTs com menor potencialidade, de
subpopulacdes de progenitores e mesmo a presenca de células diferenciadas, como células de
musculo liso e pericitos. Esta heterogeneidade, entretanto, pode ser reduzida ao longo das
passagens de cultivo (Baer e Geiger, 2012). Quanto ao segundo ponto, em estudo publicado
em 2007, Varma e colaboradores demonstraram que, logo ap6s o isolamento, as CTs
derivadas de tecido adiposo séo positivas para CD34 (fortemente), CD117 e HLA-DR, mas
apresentam baixa expressdo de CD105 e, especialmente, CD166. Mas, apds passagem por um
periodo de cultivo, foi detectada uma queda na expressdo de CD34 e CD117 e aumento nas de
CD105 e CD166 (Varma et al., 2007). O tempo de cultivo parece ser importante para reduzir

a heterogeneidade da populacdo celular isolada do tecido adiposo (Baer e Geiger, 2012),
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sendo que, apds 2 ou 3 passagens, as celulas apresentam um perfil de expressdo mais
homogéneo, sendo positivas para CD10, CD13, CD29, CD44, CD49e, CD73, CD90, CD105 e
CD166, e negativas para CD11b, CD14, CD31 e HLA-DR (Gronthos et al., 2001).

Como modelo de estudo, as CTs obtidas de tecido adiposo possuem algumas
vantagens. Primeiramente, elas sdo obtidas com relativa facilidade, podendo ser isoladas de
material que é normalmente descartado em cirurgias que envolvem dermolipectomia. A
lipossuccdo é um procedimento bem tolerado e seguro, através do qual uma grande
quantidade de CTs pode ser obtida (Rebelatto et al., 2008; Baer e Geiger, 2012). O processo
de isolamento desta populacdo celular também é considerado bastante simples e eficiente. De
maneira geral, o tecido adiposo é digerido enzimaticamente, submetido a centrifugacGes e
incubado com solugdes salinas para lise de células sanguineas, sendo que o critério final para
obtencdo das CTs € sua capacidade de adesdo ao plastico (Zuk et al., 2001; Rebelatto et al.,
2008; Baer e Geiger, 2012). A eficiéncia de isolamento destas células chega a 100%,
enquanto que outras fontes, como o sangue de corddo umbilical, tém eficiéncia de cerca de
30% (Rebelatto et al., 2008). As condi¢bes de cultivo também seguem os padrdes basicos
tanto em relagcdo aos meios de cultura utilizados quanto a manipulacdo do material (Zuk et al.,
2001; Zuk et al., 2002; Rebelatto et al., 2008).

Nos ultimos anos, varios grupos vém explorando diferentes possibilidades de
aplicacdo das CTs derivadas de tecido adiposo através da andlise do seu potencial de
diferenciacéo e de sua atividade paracrina (Rehman et al., 2004; Kilroy et al., 2007; Rebelatto
et al., 2008; Rajashekhar et al., 2014). Em alguns estudos preliminares in vivo, ja foram
identificados efeitos positivos da aplicacdo de CTs derivadas de tecido adiposo no tratamento
de doengas, como retinopatia causada por diabete (Rajashekhar et al., 2014) e na
revascularizacdo e recuperacdo de membros que sofreram isquemia (Bura et al., 2014).
Assim, como perspectiva para uso em futuras terapias celulares, as CTs obtidas de tecido
adiposo representam de fato uma alternativa interessante, uma vez que sdo obtidas com
relativa facilidade e em grande quantidade, sdo capazes de originar diferentes fenotipos
celulares, possuem atividade paracrina, permitem a realizacdo de transplantes aut6logos e nao

envolvem problemas éticos (Zuk et al., 2001; Baer e Geiger, 2012).

1.1.3. Diferenciacdo de CTs

Para dar origem a diferentes fen6tipos, as CTs passam por um processo conhecido
como diferenciacdo celular, durante o qual ocorre uma série de mudancas no perfil de

expressdo de proteinas em resposta a estimulos recebidos. In vitro, o comprometimento
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das CTs com uma linhagem celular esta, portanto, fortemente influenciado pelo meio de
cultura utilizado (Liu et al., 2009; Augello e De Bari, 2010). Assim, diversos trabalhos
exploraram o uso de diferentes composicdes a fim de obter a diferenciacdo de CTs nos
mais diversos fenotipos (Pittenger et al., 1999; Augello e De Bari, 2010). Um dos
principais elementos utilizados sdo os fatores de crescimento, como IGF (insulin-like
growth factor, fator de crescimento semelhante a insulina), FGFs (fibroblast growth
factors, fator de crescimento de fibroblasto), EGF (epidermal growth factor, fator de
crescimento epidermal), PDGF (platelet-derived growth factor, fator de crescimento
derivado de plaquetas), VEGF (vascular endothelial growth factor, fator de crescimento
endotelial vascular) e a superfamilia do TGF-p (transforming growth factor-g, fator de
crescimento de transformagdo P). Estes fatores atuam como sinais regulatorios que
interagem com vias de transducdo de sinal especificas, as quais controlam fatores de
transcricdo da célula (revisado por Liu et al., 2009). Além dos fatores de crescimento,
outras substancias tém papéis criticos na determinacdo do comprometimento das CTs com
uma linhagem celular. Por exemplo, a incubagdo de CTs adultas de origem mesodermal
(como € o caso das derivadas de tecido adiposo) com dexametasona, insulina, 3-isobutil 1-
metilxantina e indometacina leva a adipogénese. ApOs este tratamento, as células
acumulam vacuolos ricos em lipideos (tipicos de adipdcitos) e expressam genes
caracteristicos como PPARy (peroxisome proliferator-activated receptors, receptores
ativados por proliferador de peroxissomos), lipase de lipoproteina, proteina de ligacdo a
acido graxo aP2, além de um amplo espectro de genes associados ao metabolismo de
lipideos (Pittenger et al., 1999; Liu et al. 2007).

O processo de diferenciagdo também pode ser estimulado pela interacdo da célula com a
matriz extracelular. Além de servir como arcabouco estrutural, a matriz extracelular participa da
regulacdo de muitos aspectos do comportamento celular, como proliferacdo, crescimento,
sobrevivéncia, modificacbes morfoldgicas, migracéo e diferenciacdo (Daley et al., 2008). Para
CTs adultas de origem mesodermal, por exemplo, 0 uso de matrizes mais rigidas ou que
permitem que a célula adquira uma morfologia mais alongada favorece a osteogénese; enquanto
que composic¢Oes mais flexiveis ou que permitem uma morfologia mais arredondada estimulam
0 processo adipogénico (McBeath et al., 2004; Engler et al., 2006).

Contudo, apesar de ja serem conhecidos diversos meios de cultura e matrizes capazes
de promover a diferenciacdo das CTs, para fazer um melhor uso destas células em terapias
celulares e engenharia de tecidos, é importante entender os mecanismos celulares e
moleculares que conduzem o comprometimento inicial e o processo de diferenciagédo (Liu et

al., 2007).
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1.2. Estudo da regulacgdo da expressao génica

Durante a diferenciacdo celular, ocorre uma significativa mudanga no perfil de
expressao de proteinas, levando a mudancas fenotipicas e de funcédo. Por isso, 0 conhecimento
de como a expressdo génica ocorre e como €é regulada é um passo fundamental no estudo do

processo de diferenciagéo.

1.2.1. Transcricao

A expressdo génica envolve quatro processos celulares principais: transcricao,
controle da vida média do RNAm, traducdo e degradacdo de proteinas (Schwanhéusser et
al., 2011). A transcricdo de regides codificantes é promovida pela enzima RNA-polimerase
I e consiste na sintese de uma molécula de RNAm tendo como molde o genoma e possui
trés etapas principais: iniciacdo, elongacdo e terminacdo. O ponto inicial da transcricdo é
marcado pela presenca de uma sequéncia especial de nucleotideos chamada de promotor, a
qual serve como plataforma para montagem do complexo de pré-iniciacdo, promovendo o
inicio da transcricdo. Este fendmeno de iniciacdo depende da acdo coordenada de uma série
de fatores e cofatores (revisado por Thomas e Chiang, 2006), dentre os quais estdo 0s
fatores de transcri¢do, os quais se ligam ao promotor ou a sequéncias no DNA conhecidas
como ativadores (enhancers) e atuam na regulacdo da taxa de sintese de um ou de um grupo
determinado de RNAm (revisado por Spitz e Furlong, 2012).

Muitos fatores de transcricao ja foram descritos como importantes tanto para manutengéo
da pluripotencialidade de CTs quanto para o processo de diferenciacdo. Dentre os fatores de
transcricdo importantes para manutencdo da pluripotencialidade, estdo Oct3/4, Sox 2 e Nanog
(Takahashi e Yamanaka, 2006). Em relacdo ao processo de diferenciacdo, foram identificados
fatores como CBFA-1/Runx2 e Osterix, fundamentais para regulagdo da transcricdo na
diferenciacdo osteogénica, e Sox-9, para condrogénese (revisado por Augello e De Bari, 2010).
No caso da adipogénese, um evento critico é a fosforilacdo de C/EBPB, que ativa sua fungdo de
ligagdo ao DNA. Uma vez ativado, este fator estimula a transcricdo de PPARy e C/EBPy, outros

fatores transcricionais importantes para formacéo do adipécito (revisado por Tang e Lane, 2012).

1.2.2. Elementos de ligacéo ao RNA e estabilidade

O segundo ponto que determina a maior ou menor expressdo de um gene é a regulacao

da vida média do RNAm. A taxa de degradacéo de transcritos pode ser regulada em resposta a
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estimulos recebidos, levando a um aumento ou reducdo de sua abundancia, a fim de suprir as
necessidades da célula por proteinas individuais. Além disso, no citoplasma de uma célula
eucarittica, as moleculas de RNAm estéo sujeitas a diferentes sistemas de vigilancia, que atuam
principalmente na eliminacio de RNAmM que poderiam gerar proteinas potencialmente
defeituosas (Wu e Brewer, 2012). O nonstop mRNA decay (decaimento de RNAm sem parada),
por exemplo, € um mecanismo de vigilancia que promove a degradacdo de sequéncias de
RNAm que ndo possuem codon de parada (Frischmeyer et al., 2002). J& 0 no-go mRNA decay
(decaimento de RNAm néo ir) foi observado em leveduras e € ativado quando ocorre o blogqueio
da passagem do ribossomo durante a elongacdo traducional (Doma e Parker, 2006). O
nonsense-mediated decay (NMD, decaimento mediado por falta de sentido), por sua vez, atua
na eliminacdo de moléculas de RNAmM que contém cddons de parada prematuros, evitando,
assim, a traducdo de proteinas com potencial atividade deletéria para a célula (Mendell et al.,
2004). Além disso, alguns destes sistemas de decaimento de RNA funcionam também na
regulacdo da expressdo de genes fisioldgicos. No Staufenl-mediated decay (decaimento
mediado por Staufenl, SMD), por exemplo, a proteina Staufen-1 se liga a regido 3’UTR de seus
transcritos-alvo e recruta parte da maquinaria de NMD para promover sua degradacdo. Em
trabalho publicado em 2012, Cho e colaboradores verificaram que este mecanismo é importante
para 0 processo de adipogénese, sendo que sua expressdo e atividade aumentam durante o
processo de diferenciacdo, enquanto as do NMD diminuem. Dentre os alvos do SMD, esta o
RNAmM de KLF2, uma proteina que atua inibindo a adipogénese (Cho et al., 2012).

Assim como Staufenl, os demais mecanismos de regulacdo da expressdo génica
envolvem elementos de ligagdo ao RNA, o0s quais sdo capazes de recrutar ou excluir
maquinarias de degradacdo, reduzindo ou aumentando a estabilidade da molécula de RNAm,
além de poder determinar sua localizacdo e influenciar na sua taxa de traducdo. Existem dois
grupos principais de elementos de ligacdo ao RNAm: as proteinas de ligacdo ao RNA (RNA-
binding proteins, RBPs) e os RNAs ndo codificantes (revisado por Wu e Brewer, 2012). As
RBPs interagem com 0 RNA e podem tanto atuar diretamente sobre ele ou recrutar a acdo de
outras proteinas ou complexos proteicos. Em 2013, através de estudos de interatoma, 555
RBPs foram identificadas em CTs embrionarias, das quais 294 sdo preferencialmente
expressas nestas células quando comparado a fenotipos diferenciados. Dentro deste grupo,
estd L1td1l, uma RBP que ja foi descrita como tendo papel fundamental na manutencéo da
pluripotencialidade em CTs embrionarias humanas (Kwon et al., 2013).

Os RNAs néo codificantes, por sua vez, possuem a capacidade de parear com outros
acidos nucleicos e recrutar a acdo de diferentes complexos proteicos que interagem com 0 RNA.

Dentro deste grupo estdo os microRNAs (mMiRNAS), 0s quais se associam a um complexo de
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silenciamento (MiRISC) e podem atuar tanto bloqueando a traducéo quanto levando o RNAmM a
degradacdo (revisado por Bartel, 2009; Wu e Brewer, 2012). No contexto das CTs, ja foi
identificado que uma série de pequenos RNAs tem papel fundamental tanto na manutencdo da
pluripotencialidade quanto no processo de diferenciacdo. O miRNA27b, por exemplo, é um
repressor da diferenciacdo adipogénica, sendo que sua expressdo é reduzida durante este
processo. Acredita-se que este miRNA atue diretamente através da ligagdo a regido 3’UTR de
PPARY, reduzindo sua atividade (Karbiener et al., 2009). Além disso, este mesmo miRNA
parece ser importante para a atividade imunomodulatéria de CTs derivadas de tecido adiposo
(Chen et al., 2013 a). Outra classe de RNAs ndo-codificantes associados a regulacdo de RNAmM
¢ a dos grandes RNAs intergénicos nao codificantes (large intergenic non-coding RNA,
lincRNA). Ainda ndo hd um consenso sobre a forma de atuacdo destas moléculas, mas acredita-
se gque possam atuar em diferentes niveis da expressdo génica (Ulitsky e Bartel, 2013). Em
trabalho publicado em 2011, Guttman e colaboradores identificaram 137 lincRNAs envolvidos
na regulacdo da expressdo génica de CTs embrionarias, dos quais 26 estariam relacionados a
manutenc¢éo da pluripotencialidade (Guttman et al., 2011).

Em geral, os elementos de ligacdo ao RNA reconhecem sequéncias e/ou estruturas
localizadas nas regides nao codificantes do transcrito. Alguns grupos de RNAm, inclusive, tém
sua taxa de expressao regulada de forma coordenada devido a presenca de elementos comuns
(por exemplo, regides ricas em AU ou em GU) na sequéncia nédo traduzida que funcionam
como plataforma para ligacdo de moléculas regulatorias (Wu e Brewer, 2012). Em trabalho
desenvolvido por nosso grupo, em 2013, foi identificado que, apds a inducédo para diferenciacédo
adipogénica de CTs derivadas de tecido adiposo, muitos transcritos apresentavam mudancas
(aumento ou reducdo) no tamanho da regido 3’UTR, possivelmente influenciando na
estabilidade do RNAmM ou na sua associa¢do com polissomos (Spangenberg et al., 2013).

Conforme descrito, muitos dos elementos de ligacdo ao RNA atuam através do
recrutamento de complexos de degradacdo de RNA. Um dos principais sinais que levam a
degradacdo de transcritos é a auséncia da cauda poliA. Assim, um dos principais sistemas de
degradacdo de RNAm é o decaimento dependente de deadenilacdo. Neste sistema, as
deadenilases Pan2-Pan-3 promovem a remogé&o inicial da cauda poliA, seguidas da agdo do
complexo Ccr4-Not. Na proxima etapa, ocorre a acdo de exonucleases, as quais podem atuar
em ambas as dire¢cdes. O complexo proteico chamado exossomo é o principal responsavel
pela degradagdo 3’-5°. J& a a¢do no sentido 5°-3’ ¢ iniciada pela atuacdo de um complexo de
decapeamento (que tem como enzimas principais Dcpl-Dcp2), o qual promove a remogéo do
cap da extremidade 5°, seguido da acdo de exorribonucleases mediadas por Xrnl, as quais

degradam o RNAm na direcdo 5°-3’. Antagonicamente a acdo das deadenilases, existem
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proteinas conhecidas como poliA polimerases, que promovem o aumento do tamanho da
cauda poliA, aumentando a estabilidade da molécula e estimulando sua traducdo. Além disso,
existe outro sistema de decaimento independente de deadenilagdo mediado por
endorribonucleases, as quais frequentemente tém como alvo moléculas de RNAmM
traducionalmente ativas (Figura 1.2) (revisado por Kong e Lasko, 2012; Wu e Brewer, 2012).
No citoplasma de eucariontes ainda sdo encontradas regides onde muitos destes
complexos de manutencdo e degradacdo de RNA se concentram, como os granulos de stress e
de processamento (P bodies). Estudos sugerem que estas duas estruturas interagem na atuagéo
da manutencdo do RNAm, sendo que os granulos de stress teriam como papel principal a
triagem, selecdo e remodelamento de RNPm (ribonucleoproteinas), enquanto que os P bodies
seriam 0s principais responsaveis pela degradacdo do RNAm (Kedersha et al., 2005). Em
trabalho desenvolvido pelo nosso grupo, vem sendo estudada a composicdo destas estruturas
em CTs derivadas de tecido adiposo e 0 seu possivel papel na manutencdo da

multipotencialidade e do processo de diferenciacao.

DECAIMENTO DEPENpENTE DE DECAIMENTO INDEPENDENTE DE
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Figura 1.2. Vias de decaimento de RNA em células de mamiferos. Uma das principais vias de
decaimento de RNA é a dependente do encurtamento da cauda poliA. Esta via tem inicio com a acdo
de enzimas deadenilase, seguida da degradacdo exonucleolitica no sentido 5’-3° (iniciada por um
processo de decapeamento) ou 3°-5’. Por outro lado, existe também um processo de decaimento que
independente de deadenilacéo e que tem como ponto de partida a acdo de endonucleases (adaptado de
Wu e Brewer, 2012).
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1.2.3. Traducéo e modificagdes pds-traducionais

Além de atuar na estabilidade do RNAm, os elementos de ligacdo ao RNA também
atuam na regulacdo da traducdo, outro ponto importante para determinacdo do nivel de
expressao de um gene. A regulacdo traducional também permite controlar a distribuicédo
espacial e temporal das proteinas sintetizadas, podendo determinar sua localizacdo na célula e
0 momento em que sera produzida de forma altamente dindmica. Assim como o processo de
transcricdo, a traducdo de um RNAmM pode ser dividida em trés subprocessos: iniciagéo,
elongacdo e terminacdo. O principal ponto de regulacdo da traducdo € a etapa de iniciagéo.
Em geral, o recrutamento do ribossomo pelo RNAm depende da intera¢do do 5’-cap com uma
série de fatores de iniciacdo. Assim, existem proteinas regulatérias que funcionam como
inibidores competitivos dos fatores de iniciacdo entre si, e outras que atuam impedindo a
ligacdo destes fatores ao cap. Outra forma de regulacdo se da pela presenca de quadros de
leitura na regido 5° (upstream open reading frames, UORFsS), antes da sequéncia codificante
em si. Estas UORFs recrutam a subunidade menor do ribossomo, condicionando a leitura da
ORF principal a um novo processo de escaneamento, cuja eficiéncia ird depender da distancia
entre a UORF e a ORF principal, da presenca de estruturas secundarias, entre outros. Calcula-
se que, em humanos, cerca de metade dos transcritos tenham uORFs. Além da iniciacdo, as
etapas seguintes da traducdo também podem ser reguladas, principalmente através do
impedimento da montagem total do ribossomo (juncdo da subunidade maior) e de bloqueio da
elongacdo (revisado por Kong e Lasko, 2012).

Outra forma de regulacdo da expressao génica é a modulacéo da velocidade de traducao.
Além de influenciar a taxa de sintese da proteina, o controle da velocidade também parece ser
importante para o correto dobramento do peptideo e para determinar a sua localizacdo (Zhang et
al., 2009; Ingolia et al., 2011). Ainda ndo hd& um consenso sobre 0s mecanismos que
determinam a velocidade com a qual o ribossomo consegue ler um RNAmM e sintetizar a cadeia
polipeptidica, sendo que os estudos realizados apontam para diferentes formas de regulacéo. Os
principais estudos indicam que existe uma tendéncia de reducdo da velocidade de traducéo
guando ha a ocorréncia de codons raros, que pareiam com RNA transportadores (RNAt) de
baixa abundancia, sendo que esta modulacdo no ritmo de sintese seria importante para o correto
dobramento da proteina (Zhang et al., 2009). Por outro lado, outros estudos apontaram que
existem sim regides consenso que determinam uma menor velocidade de traducgdo, mas que isto
ndo estaria relacionado a presenca de cddons raros (Ingolia et al., 2011). Outra hipétese
apresentada é que a velocidade de traducdo pode ser modulada pela interacdo do préprio

peptideo nascente com o canal de saida do ribossomo (Lu e Deutsch, 2008).
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A maior ou menor abundancia de uma proteina pode ainda ser determinada pela
manutencdo de sua estabilidade, que pode ser regulada através de modificacdes pos-
traducionais. Estas modificacOes sdo eventos de processamento covalentes que modificam as
propriedades de uma proteina através de clivagem proteolitica ou pela adicdo de um grupo
modificador a um ou mais aminoacidos. Além de regular a vida média, estas modificacdes
podem ainda determinar a atividade, a localizacdo e a capacidade de interacdo da proteina
(Mann e Jensen, 2003). No caso da diferenciacdo adipogénica, por exemplo, a estabilidade e a
atividade do fator de transcricdto PPARy sdo reguladas por eventos de fosforilagéo,
ubiquitinacdo, sumoilacdo e adicdo de grupamento O-GIcNAc (O-linked N-
acetylglucosamine, N-acetilglicosamina em ligacdo O-glicosidica) a sua cadeia polipeptidica
(revisado por Floyd e Stephens, 2012).

1.3. Ferramentas de analise de expressado génica

A expressao génica € um processo altamente complexo e dindmico, possuindo varios
possiveis pontos de regulacdo. O conhecimento do perfil de expressdo génica de uma célula é,
portanto, de extrema importancia para entender sua fisiologia e regulacdo (Ingolia et al.,
2012). Nesta perspectiva, foram desenvolvidas diferentes técnicas a fim de monitorar quais
genes estdo sendo expressos nas mais diversas situages. Dois dos principais métodos sdo 0s
microarranjos de DNA/RNA e o sequenciamento em larga escala RNA-seq. Os microarranjos
consistem em laminas de vidro onde sondas especificas para diferentes genes sdo impressas
de forma individualizada e organizada. Este arranjo é utilizado para incubacdo com a amostra
de RNA que se deseja analisar marcada com fluoroforos, o que permite a identificagdo dos
pontos (e, portanto, dos genes) em que ha hibridizacdo. Tendo em vista que centenas e até
milhares de sondas poderiam ser colocadas em uma lamina, isto permitiu a andlise
relativamente rapida e simultdnea de uma grande quantidade de genes (Brown e Botstein,
1999). Uma das desvantagens desta técnica, contudo, € que ela se limita a um rol de genes
conhecidos, sendo pouco sensivel a polimorfismos. J& o sequenciamento em larga escala de
RNA (RNA-seq) se caracteriza por solucionar estas limitagdes, permitindo a identificacdo de
novas sequéncias. O RNA-seq consiste na producdo de uma biblioteca de DNA (cDNA) a
partir de uma amostra de RNAmM e no sequenciamento em larga escala deste material
(Mortazavi et al.,, 2008). Entretanto, tanto o RNA-seq quanto os microarranjos tinham
inicialmente como mateéria prima todo o RNAm existente na célula. Assim, as variacfes no
nivel de expressdo dos genes detectados estavam majoritariamente relacionadas a regulacéo

em nivel transcricional (Ingolia et al., 2012).
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Mas, conforme descrito anteriormente, a expressdo génica é um processo complexo que
possui uma série de pontos criticos regulatérios tanto em nivel transcricional quanto pds-
transcricional, o que torna a relacgdlo RNAm-proteina também complexa. Em 2004, Tian e
colaboradores utilizaram analises por microarranjos e protebmica quantitativa a fim de avaliar a
correlacdo entre os niveis de RNAm e proteinas em células de linhagem hematopoiética e em
células isoladas do figado de camundongos. Neste trabalho, foi constatado que apenas 40% das
alteracbes em nivel de expressdo de uma proteina estéo relacionadas a alteragdes na abundancia de
RNAmM (Tian et al., 2004). Em 2011, Schwanhdusser e colaboradores compararam as taxas de
expressdo e renovacdo de RNAmM e proteinas em fibroblastos de camundongo, usando marcacéo
com isotopos estaveis na cultura celular (stable isotope labelling by amino acids in cell culture,
SILAC). Neste trabalho, também foi constatado que apenas 40% da variabilidade nos niveis de
proteinas seriam explicados pelos niveis de RNAm, sendo que a maior parte da regulacdo pos-
transcricional se daria pela modulacdo da taxa de traducdo e uma menor parte seria devido a
estabilidade do RNAm. Ainda neste trabalho, verificou-se que, embora a estabilidade de proteinas
seja fundamental para a manutengdo de sua abundancia, esta forma de regulagdo tem um papel
modesto dentro do cenario global de regulacdo dos niveis de proteinas (Schwanhausser et al.,
2011). Em ambos os trabalhos, fica evidente, portanto, o importante papel da regulacdo pds-
transcricional na modulacéo do nivel de expressdo proteica (Tian et al., 2004; Schwanhdusser et
al., 2011). Assim, a busca por técnicas que contemplem este aspecto da expressdo génica tornou-se
um campo bastante importante. Nesta perspectiva, foi desenvolvida uma técnica conhecida como
polysome profiling, a qual consiste no isolamento e sequenciamento do RNAmM que se encontra
associado aos polissomos, através de um gradiente de sacarose. Em trabalho anterior realizado em
nosso laboratério, foi utilizada a técnica de polysome profiling para avaliacdo do perfil de
expressdo génica de CTs derivadas de tecido adiposo durante a diferenciacdo adipogénica. Ao
comparar os resultados obtidos ap6s o sequenciamento de RNAm total e da fracdo associada a
polissomos, foi possivel perceber que cerca de 60% dos genes diferencialmente expressos
apresentavam algum nivel de regulagdo pés-transcricional (Figura 1.3) (Spangenberg et al., 2013).

Contudo, a separacdo da fracdo polissomal como um todo ndo é capaz de revelar a
intensidade de traducdo de um determinado transcrito. Isso poderia ser feito através da analise
em separado das diferentes fracOes do gradiente polissomal. Entretanto, este protocolo
enfrentaria algumas dificuldades técnicas, como o elevado nimero de fragches a serem
analisadas e o fato de que é dificil obter uma separacdo com precisdo dos transcritos que
possuem poucos ribossomos associados (Ingolia, 2014). Além disso, complexos
ribonucleoproteicos pesados ndo comprometidos com a tradugdo cossedimentam com 0s

polissomos, dificultando a separagdo dos RNAm que estdo efetivamente sendo traduzidos
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(Holetz et al., 2007). Outra desvantagem da técnica de polysome profiling é a impossibilidade
de indicar a posi¢do exata dos ribossomos no RNAm, uma informagdo importante para

estudos de regides de pausa e outras formas de regulacéo traducional (Ingolia, 2014).

® ambos: 42,26%

® apenas polissomal: 13,37%

" apenas total: 43,88%
inverso: 0,49%

Ambos
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polissomal
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Apenas total

Figura 1.3. Analise da expressdo génica diferencial de CTs derivadas de tecido adiposo durante
adipogénese por RNA total e polissomal. Apds trés dias de indugdo para diferenciacdo adipogénica,
0 RNA total e o polissomal foram coletados e submetidos a RNA-seq. O gréafico destaca o percentual
de genes que apresentaram mudanca de expressdo em cada uma de quatro categorias: mudanca apenas
na fracdo polissomal, mudanga apenas na fracdo de RNA total, mudanca concordante entre as duas
fracdes e mudanca discordante entra as duas fragdes (adaptado de Spangenberg et al., 2013).

Assim, uma nova proposta para isolamento do RNAm efetivamente associado a
ribossomos foi apresentada em 2009 por Ingolia e colaboradores. Esta técnica baseia-se no
fato de que os ribossomos associam-se a0 RNAm envolvendo e protegendo uma sequéncia de
cerca de 30 nucleotideos (conhecida como footprint do ribossomo). Ao submeter o contetdo
citoplasmatico a digestdo por endonuclease, 0 RNA que se encontra exposto é degradado,
enquanto que esta regido protegida é preservada (Steitz, 1969). O isolamento destas
sequéncias e seu posterior sequenciamento em larga escala permite-nos ter uma visdo geral
das sequéncias de RNAmM que efetivamente estdo associadas a polissomos e que,
provavelmente, estdo sendo traduzidas pela célula em um determinado momento (Figura 1.4).
As sequéncias obtidas revelam as footprints deixadas pelos ribossomos e, ao serem mapeadas,
permitem identificar exatamente quais regides do transcrito estdo sendo traduzidas (Figura
1.5). Assim, o ribosome profiling ndo apenas fornece informagdes sobre quais genes estdo
sendo mais ou menos expressos, mas também traz informacdes sobre a cinética traducional

(Ingolia et al., 2009; Ingolia et al., 2011; Ingolia et al., 2012).
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Figura 1.4. Esquematizacdo do protocolo de ribosome profiling. Apoés lise celular, o contetdo
citoplasmético é submetido a digestdo com uma endonuclease, a qual ir4 degradar o RNA que se
encontra exposto. Os fragmentos envolvidos pelo ribossomo, que possuem, em média, 30
nucleotideos, serdo protegidos e podem ser isolados com base no tamanho. Por fim, estes fragmentos
purificados podem ser sequenciados (larga escala) e mapeados contra o genoma de referéncia

(adaptado de Ingolia, 2014).
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Figura 1.5. Dados obtidos por ribosome profiling. A partir do mapeamento das sequéncias obtidas
por ribosome profiling, é possivel identificar a posicdo dos ribossomos na molécula de RNA e
verificar, por exemplo, regides onde a velocidade de tradugdo € menor (adaptado de Ingolia, 2014).

No primeiro trabalho publicado, em 2009, a técnica de ribosome profiling foi aplicada
ao estudo de leveduras em condi¢bes nutritivas normais e reduzidas (starvation). O
mapeamento das footprints ribossomais permitiu a verificacdo do quadro de leitura que estava
sendo traduzido, o que é interessante para estudos de mudanca programada de quadro de
leitura (programmed frameshifting) e de leitura através do cddon de parada (readthrough of
stop codon). Além disso, outros fendmenos como splincing alternativo, UORFs e iniciacdo em
cddons diferentes de AUG também puderam ser detectados. Também foi possivel verificar a
ocorréncia de regides de maior densidade de ribossomos, onde a velocidade de passagem do
ribossomo seria mais lenta, o que é muito interessante para estudos de pausa traducional e de
modulacdo da sintese e do dobramento de proteinas. A partir de medidas de taxas de traducéo,
foi possivel, por exemplo, verificar que um terco dos genes tinha sua expressdo regulada em
nivel traducional mediante diferentes condi¢cdes de disponibilidade de nutrientes (Ingolia et
al., 2009). Em 2011, o mesmo grupo publicou um novo trabalho utilizando ribosome
profiling, desta vez tendo como modelo de estudo CTs embrionarias de camundongos. Ao
analisar as regiGes de pausa, verificou-se a presenca de peptideos consenso (glutamato ou
aspartato no sitio A do ribossomo, precedido por uma prolina ou glicina e outra prolina) que
poderiam determinar a menor velocidade de elongacéo, sugerindo que este fendmeno nao

estaria relacionado a presenca de codons raros. Através do uso de harringtonine, uma droga
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que bloqueia os ribossomos na fase de iniciagdo (sem afetar a elongacdo), foram feitas
inferéncias sobre a cinética traducional, sendo que foi calculado que o ribossomo avanca a
uma velocidade de 5,6 aminoécidos por segundo. Outro fendmeno que pbde ser observado
pelo ribosome profiling foi a ocorréncia de sitios alternativos de entrada de ribossomos e
formacéo de possiveis peptideos truncados ou mesmo de diferentes isoformas de proteinas.
Também foi analisada a ocorréncia de uORFs, as quais podem impedir ou ndo a traducdo da
OREF principal, agindo como um importante elemento de regulagdo. Dentre os transcritos que
apresentavam UORFs estdo Oct4 e Nanog, dois fatores de transcricdo responsaveis pela
manutencdo da pluripotencialidade. Além disso, foi constatado que, durante a diferenciacéo
destas células para formacdo de corpos embridides, houve uma redugdo da traducdo das
UORFs. Isso pode estar relacionado a uma mudanga no cenario de traducdo, havendo um
aumento do sistema de iniciacdo independente de cap, o que prejudicaria a leitura de UOFRs
(Ingolia et al., 2011).

Outro elemento de regulacdo que pdde ser estudado por esta técnica sdo os lincRNAs.
Inicialmente, foram detectadas footprints ribossomais nestes elementos, sugerindo que eles
poderiam estar sendo traduzidos (Ingolia et al., 2011). Contudo, a analise do padrdo de
ocupacdo dos ribossomos nestas moléculas demonstrou que este era diferente do observado
em ORFs de verdadeiros RNAmM e mais semelhante ao de outros RNAs ndo codificantes,
sugerindo que ndo haveria tradugdo (Guttman et al., 2013). A metodologia de ribosome
profiling também ja foi adaptada para estudo de traducdo na mitocondria (Rooijers et al.,
2013) e também em outros organismos, como Arabidopsis thaliana (Juntawong et al., 2014),
Drosophila melanogaster (Dunn et al., 2013), Trypanosoma brucei (Vasquez et al., 2014),

entre outros, confirmando o potencial uso desta ferramenta.
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2. JUSTIFICATIVA

As CTs adultas sdo uma das grandes apostas da Medicina Regenerativa para aplicagao
em futuros tratamentos de diversas doencas e lesdes sofridas pelo ser humano e outros
animais. O uso destas células encontradas em tecidos adultos tem a vantagem de permitir a
realizacdo de transplantes autélogos, o que reduz o risco de rejeicdo. Contudo, é preciso
primeiramente conhecer melhor como ocorre a diferenciacéo e a proliferacdo das CTs, a fim
de que possamos monitorar estes processos, aumentando a eficacia de futuros tratamentos. O
conhecimento preciso das mudancas de expressdo génica nas diferentes etapas de
diferenciacdo, 0 mapeamento de quais proteinas sdo ou deixam de ser expressas a cada etapa e
de como este processo € regulado sdo de fundamental importancia para a correta manipulagéo
e utilizacdo destas células. Assim, a busca e aperfeicoamento de novas técnicas que nos
permitam fazer este acompanhamento mostram-se como um passo fundamental para um
melhor aproveitamento do potencial das CTs. Conforme citado anteriormente, trabalho
anterior realizado em nosso laboratério com a técnica polysome profiling revelou que 60%
dos genes diferencialmente expressos durante o processo de adipogénese de CTs derivadas de
tecido adiposo apresentavam algum nivel de regulacdo pds-transcricional (Spangenberg et al.,
2013). Assim, a aplicacdo da técnica de ribosome profiling, por sua vez, permitira ndo apenas
a avaliacdo de quais genes estdo sendo mais ou menos expressos, mas também fornecera

indicios de como este processo estaria sendo regulado.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estabelecimento do protocolo de ribosome profiling para o estudo de CTs obtidas de
tecido adiposo humano e aplicacdo desta técnica para anélise do processo de diferenciacdo
deste tipo celular em adipdcitos.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Estabelecer o protocolo de ribosome profiling aplicado ao estudo de CTs obtidas de

tecido adiposo

- Estabelecer culturas de CTs adultas obtidas de tecido adiposo;

- Estabelecer o protocolo de lise de CTs adultas obtidas de tecido adiposo;

- Estabelecer o protocolo de digestdo do RNAmM com endonuclease (tempo de incubacdo e
concentracdo da enzima);

- Estabelecer o protocolo de isolamento e purificagdo dos fragmentos de RNAm associados e
protegidos por ribossomos.

3.2.2. Analise do tradutoma de CTs obtidas de tecido adiposo durante a diferenciacéo

adipogénica por ribosome profiling

- Aplicar a metodologia estabelecida de ribosome profiling a CTs obtidas de tecido adiposo
no tempo 0 e ap0s 72 horas de inducdo para diferenciacao adipogénica;

- Sequenciar os fragmentos de RNA isolados pela técnica de ribosome profiling e de extracao
de RNA poliA;

- Mapear e analisar as sequéncias identificadas;

- Analisar a expressdo génica diferencial entre as células no tempo 0 e apds 72 horas de
inducdo a partir de dados de poliA e de ribosome profiling;

- Analisar a eficiéncia traducional dos transcritos no tempo 0 e ap6s 72 horas de inducao;

- Comparar os resultados obtidos pelo sequenciamento das amostras de RNA poliA e de

ribosome profiling com os dados obtidos por proteémica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Modelo de estudo

Neste trabalho, foram utilizadas CTs adultas humanas obtidas de tecido adiposo, cuja
coleta foi realizada no Instituto de Medicina e Cirurgia do Parana por uma equipe colaboradora
do Nucleo de Tecnologia Celular, da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUC-PR). O
tecido adiposo utilizado foi obtido a partir de trés doadores (n=3) submetidos a cirurgia bariatrica
seguida de dermolipectomia na regido abdominal. A coleta foi feita com o consentimento dos
doadores, que foram esclarecidos quanto aos objetivos do projeto de pesquisa, de acordo com
normas para pesquisa envolvendo seres humanos e com a aprovacdo do comité de ética da

Fundacdo Oswaldo Cruz (protocolo nimero 419/07, aprovado em 10 de outubro de 2007).

4.1.1. Isolamento das CTs de tecido adiposo humano

O procedimento para isolamento da CTs a partir de tecido adiposo foi padronizado
previamente por Rebelatto e colaboradores em 2008. Primeiramente, 100 mL do tecido adiposo
coletado foram lavados em solugdo salina tamponada por fosfato estéril (PBS, Gibco, Invitrogen),
a fim de remover residuos contaminantes e heméacias. Em seguida, o tecido foi digerido com
colagenase tipo | (1 mg/mL, Invitrogen) sob agitacdo constante, por 30 minutos a 37° C. O
material digerido foi filtrado duas vezes, primeiro em membrana de nylon de 100 um e, em
seguida, de 40 um (BD Biosciences), a fim de eliminar fragmentos néo digeridos. O conjunto foi
centrifugado a 800 x g por 10 minutos e os eritrdcitos contaminantes foram removidos através de
incubacdo por 5 minutos com tampao de lise eritrocitico pH 7,3. As células estromais coletadas
foram lavadas, plaqueadas em densidade de 1x10° células’cm?® em meio contendo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12, Gibco), 10% de soro fetal bovino
(SFB), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) e mantidas a 37° C e 5% de dioxido
de carbono (CO,). Apbs 24 horas, as células ndo aderentes foram removidas e o0 meio de cultura
passou a ser trocado duas vezes por semana. Quando foi atingida uma confluéncia de 80%-90%,
as células foram desaderidas através de incubacdo com tripsins/EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) (0,25%, Invitrogen) e replaqueadas em passagem 1.

As células obtidas a partir deste protocolo foram previamente caracterizadas quanto ao
perfil de expressdo de antigenos de superficie através de citometria de fluxo (FACS Calibur, BD
Biosciences) (Rebelatto et al., 2008). Elas foram positivas para CD105, CD90, CD73, CD166,
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CD29 e CD44, e apresentaram baixa expressdo (menos de 2% de células positivas) de CD14,

CD45 e CD31, moléculas caracteristicamente expressas por células de linhagem hematopoética.
4.1.2. Cultivo das CTs obtidas de tecido adiposo e induc¢éo para diferenciacéo adipogénica

As CTs isoladas de tecido adiposo foram cultivadas em garrafas de 150 cm? (TTP),
com meio de cultivo composto por DMEM-F12, 15% de SFB (Gibco®), penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), e mantidas a 37° C e 5% de CO, (estufa umida, HEPA
Class 100, Thermo Scientific). A troca de meio era realizada duas vezes por semana e a
passagem de células era feita quando estas atingiam 70% a 80% de confluéncia. Para
passagem, as células foram lavadas duas vezes com solucdo salina balanceada sem sais de
calcio e magnésio (BSS-CMF) e incubadas com tripsina (0,05%) (Sigma) por 5 minutos a 37°
C. A acdo da enzima foi, entdo, inibida com meio de cultura contendo SFB (15%) (Gibco).
Apos centrifugagdo (700 x g, 8° C, 5 minutos), as células foram ressuspendidas em meio de
cultivo e replaqueadas a uma densidade de 1x10° a 3x10° células por cm?.

Para os ensaios de diferenciacdo adipogénica, foram utilizadas células em passagem 5.
A inducdo foi feita com meio de cultivo contendo esta mesma composicao basica acrescido de
indometacina (200 uM), 3-isobutil 1-metilxantina (IBMX, 500 uM), insulina (1 pg/mL) e
dexametasona (1 uM) (todos Sigma). A inducdo adipogénica foi iniciada quando as células
apresentavam 40% a 60% de confluéncia e mantida por 72 horas (t=72h). Segundo estudos
anteriores, este periodo de inducdo de 72h parece ser o tempo minimo necessario para
desencadear o processo de adipogénese, uma vez que a inducdo por periodos mais curtos
resultou na obtencdo de um menor percentual de adip6citos maduros (Spangenberg et al. 2013).

Além disso, parte das células de cada um dos trés pacientes foi cultivada em placas de 24
pocos e tratada com meio de diferenciacdo adipogénica por 14 dias, a fim de avaliar sua
capacidade de diferenciacdo. Ao final deste periodo, as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido (em PBS) por 30 minutos e armazenadas em PBS para posterior marcagdo com

vermelho Nilo.
4.1.3. Marcagao com vermelho Nilo

O vermelho Nilo é um marcador que, ao se associar a lipideos neutros, como
colesterol esterificado e triacilglicerideos (presentes em inclusdes lipidicas, tipicas de
adipocitos), emite fluorescéncia em comprimentos de onda proximos ao amarelo-verde. Para

marcacéo, as celulas fixadas foram lavadas com PBS por duas vezes e incubadas com uma
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solugédo de vermelho Nilo (estoque a 1 mg/mL dissolvido em dimetil sulfoxido; solucdo de
uso a 1 pg/mL, diluida em PBS) por 30 minutos a 4° C. Em seguida, foram lavadas com PBS
e incubadas com 4’6’diamidino-2-fenilindol dihidroclorido (DAPI, 1:1000) por 20 minutos
em temperatura ambiente. Por fim, as células foram lavadas por trés vezes com PBS e
analisadas ao microscopio 6ptico de fluorescéncia (TE300, Nikon). Para quantificacdo do
percentual de células que sofreram diferenciacdo, foram registradas imagens de 10 campos
aleatorios da placa de cultura e feita contagem o ndmero de células (nimero de nucleos)

negativos e positivos para marcacao com vermelho Nilo.

4.2. Padronizagdo da metodologia de ribosome profiling para CTs obtidas de tecido adiposo

4.2.1. Lise celular

A primeira etapa do trabalho de padronizagdo consistiu no estabelecimento de um
protocolo de lise celular, capaz de promover a permeabilizacdo da membrana plasmaética, sem
gue a membrana nuclear fosse rompida. Desta forma, o contetdo citoplasmatico (inclusive os
polissomos) seria liberado sem contaminacdo com DNA e RNA nucleares. Para isso, foram
testadas quatro soluces de lise, obtidas a partir de dados disponiveis na literatura (Tabela 4.1)
(Goldenberg et al., 1985; Alves et al., 2010; Ingolia et al., 2011; Spangenberg et al., 2013).

Tabela 4.1. Solugdes de lise.
Solucéo Composicéo Fonte
1 Tris HCI pH 7,4 (20 mM), cloreto de magnesio (MgCl,) Ingolia et al., 2011
(15 mM), cloreto de sodio (NaCl) (250 mM),
cicloheximida (100 pg/mL), Triton X-100 (0,5%),
ditiotreitol (DTT) (1 mM), DNase (24 U/mL)

2 Tris HCI pH 7,4 (15 mM), MgCl, (15 mM), NaCl (300 Spangenberg et al., 2013
mM), cicloheximida (100 pg/mL), Triton X-100 (1%),
heparina (20 pg/mL)

3 Tris HCI pH 7,4 (10 mM), MgCl, (5 mM), NaCl (10 Goldenberg et al., 1985;

mM), cicloheximida (100 pg/mL), Triton™ X-100 Alves et al., 2010
(0,5%), B-mercaptoetanol (5 mM), heparina (20 pg/mL)

4 Tris HCI pH 7,4 (10 mM), MgCl, (5 mM), NaCl (10 Goldenberg et al., 1985;
mM), cicloheximida (100 pg/mL), Nonidet™ P-40 Alves et al., 2010
(0,25%), B-mercaptoetanol (5 mM), heparina (20 pug/mL)

Para este procedimento, o meio de cultura foi retirado e as células foram desaderidas
através de tratamento com tripsina, conforme descrito anteriormente. Em seguida, foram
lavadas duas vezes com solugdo salina tamponada por fosfato (PBS) (pH 7,4), centrifugadas e
o0 sobrenadante foi descartado. As células foram, entdo, ressuspendidas nos diferentes tampdes
de lise e incubadas em gelo por 10 minutos. O lisado foi centrifugado a 12000 x g, 4° C, por
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10 minutos a fim de decantar os nucleos e restos celulares. O sobrenadante (que contém 0s
polissomos) foi coletado e mantido em gelo para andlise.

A avaliacdo do procedimento de lise foi feita de duas formas. Primeiramente, foi feita
eletroforese em gel de agarose 1% para verificacdo da obtencdo de RNA integro. Em seguida,
foi avaliada a quantidade de RNA obtida com cada uma das solugdes. Para isso, 0 RNA foi
extraido com TRIzol® Reagent (Invitrogen), conforme especificacbes do fabricante, e a
concentracdo de RNA foi analisada por espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000).

4.2.2. Digestdo com endonuclease

A proxima etapa do processo consistiu no tratamento do lisado com RNase. Para este
trabalho, optou-se pelo uso da nuclease Benzonase®. Para inibir a acdo da enzima, foi
utilizado um inibidor recombinante de RNase (RNase OUT™, Invitrogen). Foram testadas
diferentes concentracGes da enzima e diferentes momentos de aplicacGes desta a fim de
avaliar a metodologia mais adequada para que o RNA desprotegido fosse degradado,
preservando-se os fragmentos que se encontram associados a ribossomos. As quatro

condicdes testadas encontram-se descritas na tabela 4.2.

Tabela 4.2. Condic@es para aplicagdo da endonuclease.

Condicdo Descricéo
1 Aplicacio de 250 unidades de Benzonase® (para 10° células) diretamente sobre
o lisado celular, inibicdo com RNase OUT™ e ultracentrifugacdo do lisado
celular sobre colchdo de sacarose 1 M
2 Aplicagdo de 500 unidades de Benzonase® (para 10° células) diretamente sobre
o0 lisado celular, inibicho com RNase OUT™ e ultracentrifuga¢do do lisado
celular sobre colchdo de sacarose 1 M

3 Ultracentrifugacéo do lisado celular sobre colch&o de sacarose 2 M, aplicagdo de
250 unidades de Benzonase® (para 10° células) e inibigdo com RNase OUT™
4 Ultracentrifugacdo do lisado celular sobre colch&o de sacarose 2 M, aplicagéo de

500 unidades de Benzonase® (para 10° células) e inibi¢do com RNase OUT™

As amostras obtidas pelos diferentes protocolos foram, entdo, submetidas a extracéo
de RNA utilizando-se o kit mirVana™, seguido-se especificacdes do fabricante, e analisadas

por eletroforese, utilizando-se o sistema Bioanalyzer.

4.2.3. Isolamento dos fragmentos de 30 nucleotideos

Para separacdo dos fragmentos de 30 nucleotideos, foram testadas duas metodologias.
Primeiramente, foi avaliado o uso do sistema de fracionamento flashPAGE™, o qual consiste na

realizacdo de eletroforese, em que as fragdes de RNA separadas podem ser coletadas a intervalos
39



de tempo determinados, ou seja, 0 sistema permite a coleta direta dos fragmentos de RNA de
diferentes tamanhos separados por eletroforese de acordo com o tempo de corrida. O material
obtido anteriormente (apds digestdo com Benzonase®) foi submetido a eletroforese por este
sistema, sendo que foram coletadas as fragdes nos intervalos de 0-8, 10-12, 12-15, 15-20 e 20-25
minutos. O RNA obtido, que estava no tampao de corrida, foi precipitado através de incubacao
com uma solugéo final de etanol 80%, acetato de sédio 300 mM e 15 pg do coprecipitante
GlycoBlue™ (Ambion®), por 16 horas a -80° C e centrifugacdo por 2 horas a 4° C a 16100 x g.
O RNA obtido foi, entdo, lavado com etanol 80%, aquecido a 65° C para secagem, ressuspendido
em agua e analisado pelo sistema 2100 Agilent Bioanalyzer (Small RNA Kit).

Em seguida, foi avaliada a metodologia utilizada por Ingolia e colaboradores (2011)
para realizacdo do ribosome profiling e separacdo dos fragmentos de 30 nucleotideos. Para
separacdo dos fragmentos desejados, a amostra foi submetida a eletroforese em gel de
acrilamida-ureia (6%) (180 V, 320 mA), a banda de 30 nucleotideos foi coletada e 0 RNA
purificado. Para isso, o fragmento de gel coletado foi macerado, foram acrescentados 200 pL
de &gua livre de nuclease, o conjunto foi aquecido a 70° C por 10 minutos e filtrado. Em
seguida, o RNA foi precipitado (conforme descrito anteriormente) e analisado pelo sistema

Agilent 2100 Bioanalyzer.

4.3. Aplicagdo do protocolo de ribosome profiling e isolamento do RNA poliA de CTs
obtidas de tecido adiposo

O protocolo de ribosome profiling padronizado foi, entdo, aplicado ao estudo do
processo de diferenciacdo de CTs humanas adultas. Foram utilizadas células de trés doadores
diferentes (n=3), as quais foram analisadas no tempo 0 (t=0h) e apds 72 horas (t=72h) de
inducdo para diferenciacdo adipogénica. Além do ribosome profiling, também foi aplicado o
protocolo de isolamento de RNA poliA a estas amostras, a fim de que pudessem ser
comparados os resultados obtidos para RNA poliA e ribosome profiling. Antes do inicio do
procedimento, as células foram tratadas com cicloheximida, uma droga que bloqueia o processo

de elongagéo dos ribossomos durante a traducao, estabilizando os ribossomos sobre 0 RNA.

4.3.1. Aplicacdo do protocolo de ribosome profiling ao estudo de CTs obtidas de tecido
adiposo

O protocolo final de ribosome profiling aplicado foi o seguinte:

(1) incubacdo das células em cultura com cicloheximida (100 pg/mL) por 10 minutos a
37°C
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(2) lavagem das células com BSS-CMF

(3) tratamento das células com tripsina 0,05%/ EDTA 0,02% por 5 minutos a 37° C e,
apos as celulas desaderirem, bloqueio da acdo da enzima com SFB

(4) lavagem das celulas com PBS (duas vezes)

(5) centrifugacdo das células a 700 x g por 5 minutos para retirada do PBS

(6) ressuspensdo das células em tampé&o de lise - Tris HCI pH 7,4 (15 mM), MgCl, (15
mM), NaCl (300 mM), cicloheximida (100 pg/mL), Triton X-100 (1%), heparina (20
ng/mL), utilizando-se 600 pL para 2-6x10° células, e incubacdo por 10 minutos no
gelo

(7) centrifugacdo do lisado celular a 12000 x g por 10 minutos a 4° C para decantagéo dos
ndcleos e restos celulares

(8) coleta do sobrenadante e transferéncia para um novo microtubo

(9) incubacdo do material coletado com Benzonase™, utilizando-se 375 unidades da
enzima (pureza>90%) para 10° células iniciais, por 10 minutos a 25° C

(10) inibigdo da agdo da endonuclease com RNase OUT™ na propor¢do de uma unidade

do inibidor para cada duas unidades de Benzonase™ (1:2)

(11) aplicacdo das amostras sobre 2 mL de sacarose 1 M (preparada no mesmo tampéao

utilizado para lise celular, apenas sem Triton X-100) em um tubo de ultracentrifuga

(12) ultracentrifugacdo das amostras a 39000 rpm (rotor P40ST, HIMAC CP80WX

Preparative Ultracentrifuge, HITACHI) por 2 horas a 4° C

(13) descarte do sobrenadante e extragdo do RNA do material precipitado com mirVana™

(14) separacdo dos fragmentos de 30 nucleotideos através de eletroforese em gel de

acrilamida-uréia (6%) (180 V, 320 mA) e excisdo da banda de 30 nucleotideos

(15) centrifugacdo da banda coletada em um microtubo de 0,5 mL furado (colocado

dentro de um microtubo de 1,5 mL), a fim de macerar o gel

(16) aplicacdo de 200 pL de agua livre de nuclease ao gel e aquecimento a 70° C por 10

minutos

(17) filtracdo da amostra em filtro de ponteira livre de nuclease para retirada da acrilamida

(18) precipitacdo do RNA com etanol 80%, acetato de sodio (300 mM) e coprecipitante

GlycoBlue™ (15 pg, Ambion®) por 16 horas a -80° C

(19) centrifugagdo por 2 horas a 4° C a 16100 x g, lavagem com etanol 80%, secagem a

65° C e ressuspensdo em agua livre de nuclease

(20) verificacdo da quantidade e tamanho dos fragmentos isolados através do sistema

Agilent 2100 Bioanalyzer

(21) armazenamento das amostras a -80° C
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4.3.2. Extracéo do RNA total e isolamento de RNA poliA

Para isolamento do RNA total, as células foram primeiramente desaderidas com
tripsina, conforme descrito anteriormente, e lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, foi
feita extracdo do RNA total com TRIzol® Reagent (Invitrogen), conforme especificacfes do
fabricante. Ao final do processo, 0 RNA obtido foi eluido em &gua e quantificado por
espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000).

Para isolamento do RNA poliA, foi utilizado o kit PolyATtract® mRNA Isolation
Systems IV (Promega), seguindo-se especificagdes do fabricante. Em linhas gerais, o
protocolo consistiu na desnaturagdo do RNA total (aquecimento a 65° C por 10 minutos) e
incubacdo com sondas de oligoDT conjugadas a biotina (30 minutos em temperatura
ambiente), as quais hibridizam com a cauda poliA do RNAm. Em seguida, foi feita a
incubacdo do material com beads magnéticas conjugadas a estreptavidina. A seguir, foi
utilizado um suporte magnetizado para imobilizar o RNA ligado as beads (que corresponde ao
RNA poliA) e foram feitas sucessivas lavagens. Por fim, o RNA poliA foi eluido em 150 pL
de agua livre de nucleases. Este volume foi reduzido para 20 pL, através de aquecimento a
65° C sob pressdo reduzida (utilizando-se o sistema SpeedVac Concentrator, modelo
SPD131DDA), e a solugé&o final obtida foi armazenada a -80° C.

4.4. Preparo das amostras de RNA poliA e de ribosome profiling para sequenciamento

4.4.1.Construcédo da biblioteca de DNA e realizagéo da PCR de emulséo

A proxima etapa do trabalho foi o preparo das amostras de poliA e ribosome
profiling para analise por sequenciamento. O sistema de sequenciamento utilizado foi o
SOLID™ versdo 4 (Life Technologies), cujos principios serdo abordados mais adiante. Para
0 preparo das amostras, o primeiro passo realizado foi a digestdo do RNA poliA com
nuclease. Estas amostras foram incubadas com RNase 11l a 37° C, por 10 minutos, a fim de
que fossem obtidos fragmentos de RNA de 150 a 200 nucleotideos. Em seguida, 0 RNA
digerido passou por um processo de purificacdo, a fim de remover restos de enzima e
tampdo. Tendo em vista que a quantidade inicial de RNA de cada uma das amostras estava
perto do limite minimo (100 ng), optou-se por nédo realizar a etapa de analise da quantidade
e tamanho dos fragmentos de RNA obtidos apds a digestdo, a fim de reduzir a perda de

material.
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Em seguida, foi realizada a etapa de insercdo dos adaptadores nas amostras tanto de
RNA poliA quanto de RNA obtido por ribosome profiling (Figura 4.1 A). Os adaptadores
consistem em oligonucleotideos que possuem, em uma das extremidades, uma sequéncia
conhecida e, na outra extremidade, uma sequéncia degenerada de fita simples. A regido
degenerada permite que estas moléculas hibridizem com os fragmentos de RNA e sejam
ligados. A porcdo conhecida servira como molde para os iniciadores da reacdo de
transcriptase reversa. Assim, estes adaptadores foram adicionados em cada uma das
amostras e o conjunto foi incubado a 65° C por 10 minutos para desnaturacdo e, em seguida,
a 5° C por 5 minutos a fim de permitir a hibridizacdo. Foi, entdo, adicionada a enzima de
ligacdo (em tampdo apropriado) e o conjunto foi incubado por 16 horas a 16° C. Isso
permite que a enzima atue e promova a ligacdo dos fragmentos de RNA com 0s
adaptadores.

A préxima etapa consistiu na realizacdo da reacdo de transcricdo reversa (RT) e
purificacdo do cDNA (Figura 4.1 B), a fim de remover restos de enzima e tampdo. Em
seguida, foi feita a selecdo dos fragmentos de tamanho desejado, correspondentes ao tamanho
do RNA original mais os adaptadores. Em cada uma das extremidades da molécula de RNA,
foi inserido um adaptador de 25 nucleotideos (total de 50 nucleotideos por fragmento). A
selecdo foi feita através de eletroforese em gel desnaturante de acrilamida-ureia 6% (180 V,
por aproximadamente, 25 minutos) e coleta da regido correspondente aos fragmentos do
tamanho de interesse. Assim, para as amostras de RNA poliA, foram coletados os fragmentos
entre 150 e 250 nucleotideos, enquanto que, para as amostras de ribosome profiling, foram
coletados os fragmentos de 75 a 100 nucleotideos. Em seguida, as porcdes de gel coletadas
foram divididas em quatro partes iguais e nomeadas a, b, ¢, d, conforme o esquema
representado na Figura 4.1 C. Um dos fragmentos centrais (b) foi utilizado para a realizacéo
da etapa seguinte, de amplificacdo do cDNA. Segundo o fabricante do kit, a quantidade de
cDNA existente neste ¥ de amostra é suficiente para amplificacdo e obtencdo de cDNA para
as préximas etapas do sequenciamento.

Em seguida, foi realizada a amplificagdo do cDNA por PCR (Figura 4.1 D). Nesta
etapa, para cada uma das amostras, foi utilizado um iniciador que possui uma sequéncia
identificadora. O produto obtido ao final do processo de PCR foi quantificado pelo
método Qubit® de quantificacdo fluorométrica. Nos casos em que a quantidade de DNA
obtida foi baixa, foi feita uma nova PCR, utilizando-se duas bandas (c, d) do gel. Em
seguida, foi feito um pool de todas as amostras para 0 sequenciamento. E importante
lembrar que, durante o sequenciamento, os fragmentos de cada amostra, mesmo que

misturados, podem ser identificados pelas sequéncias identificadoras inseridas na PCR. O
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pool das amostras foi feito de forma a se obter uma solugdo com concentracdo de 50
pg/uL de DNA. A proporcdo entre as amostras de ribosome profiling e poliA foi 3:1,
tendo em vista a necessidade de se obter uma maior cobertura para analise do ribosome

profiling.
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s * NNNNN & NNNNN NNNNN gNNNNN
B P
|
C
cDNA -—»
D Iniciador 5’ da PCR
(Barcode)
Iniciador 3’ da PCR
E Sequéncia P1 Adaptador interno  Sequéncia P2
T T T TTTTTTTTTITITN
Sequéncia do RNA Barcode

Figura 4.1. Esquematizacdo do preparo da biblioteca de cDNA para sequenciamento. A primeira
etapa do preparo das amostras para sequenciamento consistiu na hibridizacdo e ligacdo dos
adaptadores (A). Em seguida, foi realizada reagdo de transcricdo reversa, tendo como iniciadores as
sequéncias dos adaptadores (B). Para selecdo dos fragmentos de cDNA do tamanho desejado, foi feita
eletroforese em gel de acrilamida-ureia (6%) e a regido correspondente aos tamanho de interesse foi
coletada. Em seguida, a regido coletada foi dividida em quatro porgdes iguais, nomeadas de a, b, c, d
(C). A porcéo b foi entdo utilizada para amplificagdo do cDNA por PCR (D), sendo que, nesta etapa,
foram utilizados iniciadores com sequéncias identificadoras diferentes para cada uma das amostras.
Por fim, estd representado o esquema final das sequéncias obtidas (E) (adaptado do protocolo
SOLID® Total RNA-Seq Kit, Life Technologies).
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Este pool de amostras foi, entdo, utilizado para a realizacdo da PCR de emulsao
(Figura 4.2). Esta consiste na ligacdo das moléculas de DNA a beads, de forma que cada
bead possua apenas uma sequéncia de DNA. A PCR para amplificacdo do DNA foi
realizada, e, como resultado final, cada bead deve ser recoberta por maltiplas cépias de uma
mesma sequéncia (quando sdo corretamente formados os microrreatores monoclonais). Em
seguida, foi feito o enriquecimento das beads clonais através do uso de beads recobertas
com a sequéncia de P2, as quais pareiam com as sequéncias amplificadas. Por fim, foi feita
reacdo de transferase terminal para adicdo de uma deoxiuridina trifosfato (dUTP) a
extremidade 3’ de P2. Esta modificagdo tem como objetivo melhorar a aderéncia das beads
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Figura 4.2. PCR de emulsdo. A emulsdo é formada por goticulas aquosas, que funcionam como
microrreatores, em suspensdo em um meio oleoso. O objetivo € que cada microrreator seja
monoclonal, sendo constituido por uma bead recoberta com P1, uma sequéncia Unica da biblioteca,
DNA polimerase e iniciadores para P1 e P2. Assim, quando é feita a PCR, cada bead ficaria recoberta
por multiplas sequéncias idénticas (bead monoclonal). Contudo, hd a ocorréncia de formacdo de
reatores policlonais (com mais de uma sequéncia diferente), ndo-clonais e multibeads (adaptado do
protocolo SOLID® Total RNA-Seq Kit, Life Technologies).

4.4.2. Sequenciamento na plataforma SOLiD™

O material obtido ap6s a PCR de emulsdo foi entdo depositado em quatro laminas
completas para o sequenciamento. Foram depositadas, em média, 500 milhdes de beads em
cada lamina. O sequenciamento foi feito nas plataformas SOLiD™ versdo 4 do Instituto
Carlos Chagas e da Universidade Federal do Parana, sendo que duas ldminas foram analisadas
em cada local.

A metodologia SOLiD™ (Sequencing by Oligo Ligation Detection, Sequenciamento
por Detecgdo de Ligacdo de Oligo) de sequenciamento baseia-se na ligagdo de sondas de 8

nucleotideos, cuja sequéncia geral é -C-T-N-N-N-Z-Z-Z-. Nas primeiras duas posigdes
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(extremidade 3’), esta localizado um dinucleotideo conhecido varidvel. As trés posicoes
seguintes (-N-N-N-) sdo ocupadas por uma sequéncia degenerada, ou seja, capaz de parear
com qualquer sequéncia. As trés ultimas posi¢cbes sdo formadas por bases modificadas
universais, sem preferéncia de unido. Por fim, na extremidade 5°, esta ligado um fluorocromo.
Assim, a especificidade da ligacdo é dada apenas pelo pareamento do dinucleotideo inicial.
Existem 16 possiveis combinagdes de dinucleotideos, sendo que cada uma é identificada por
um de quatro fluorocromos. Quando ocorre a ligacdo, as trés ultimas bases (-Z-Z-Z-) e 0
fluorocromo sdo excisados, havendo emissdo de luz em um determinado comprimento de
onda, que € detectado e registrado (Figura 4.3 A). Assim, permanece pareada a sequéncia
molde uma sequéncia de 5 nucleotideos. Em seguida, tem inicio uma nova rodada de
hibridizacdo com a seguinte sequéncia de 8 nucleotideos e 0 processo segue sucessivamente.
Ao longo deste primeiro ciclo de hibridizacdes, sdo registradas as informac6es referentes as
posicBes 1 e 2,6 e 7, 11 e 12 e assim por diante. Ao final do processo, é feita a desnaturacéo
da dupla fita formada e tem inicio um novo processo de sequenciamento com uma defasagem
de um nucleotideo. Assim, sdo obtidas as informacdes das posicdes 0 e 1, 5e 6,10e 11 e
assim por diante. Este processo de reiniciacdo (primer resetting) é feito em um total de 5
vezes, sempre com uma defasagem de um nucleotideo (Figura 4.3 B), e, ao todo, sdo
sequenciados 50 nucleotideos. As informagdes de fluorescéncia registradas podem entdo ser
decodificadas por um codigo de cores. Segundo este codigo, cada cor representa quatro
combinacg6es de dois nucleotideos. Assim, a definicdo de uma posicéo ira sempre depender da
base anterior (Figura 4.3. C). E importante notar que a primeira posicdo é conhecida e
corresponde ao ultimo nucleotideo do adaptador P1. Assim, o arquivo de cores gerado pode
ser traduzido em dados de sequéncia.

Ao final do processo de sequenciamento realizado, para cada amostra, foram obtidos
dois arquivos. Um arquivo de sequéncia e um de qualidade, os quais foram utilizados para as

etapas seguintes de analise dos resultados.
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Figura 4.3. Principio de sequenciamento da plataforma SOLiD™. Quando ocorre 0 pareamento
correto dos dois primeiros nucleotideos, a enzima ligase promove a unido do oligo a extremidade 5’
livre, ocorre a clivagem do trinucleotideo final e hd emissao de fluorescéncia (A). A cada rodada, um
novo processo de hibridizacdo ocorre, sendo que véo sendo registradas as informac@es das posicbes 1
e2,6e7, 11 e 12 etc. Ao final do processo, tem inicio um novo ciclo de hibridizacGes que é iniciado
com defasagem de um nucleotideo, sendo registradas as informagfes de O e 1, 5e 6, 10 e 11 etc. (B).
Por fim, as informacdes de fluorescéncia registradas podem ser decodificadas por um cddigo de cores
(C). Cada cor representa quatro pares de nucleotideos diferentes. Assim, a definicdo de cada base
depende da combinacdo de duas cores. E importante notar que a primeira posicio da sequéncia €
conhecida, pois a hibridizagdo tem inicio na regido 5’ de P1 (adaptado do protocolo SOLiD®, Life
Technologies).
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4.5. Triagem dos resultados obtidos por sequenciamento

A andlise dos resultados obtidos por sequenciamento foi realizada em colaboracéao
com um grupo de pesquisa do Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, de
Montevidéu, Uruguai, coordenado pelo Dr. Jose Sotelo-Siveira. Ao todo, para cada condi¢éo
de cultivo (t=0 e t=72h) e para cada amostra de RNA (poliA e ribosome profiling), foram
feitas e analisadas trés réplicas biologicas (TA84, TA85, TA86) e trés réplicas técnicas do
sequenciamento, uma vez que o pool de amostras analisado foi depositado em trés laminas
diferentes (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Réplicas bioldgicas e técnicas para cada uma das amostras de RNA.

Doador Condicao Tipo de RNA Laminas
TA84 t=0 poliA 12,3
TA84 t=72h poliA 12,3
TA85 t=0 poliA 12,3
TA85 t=72h poliA 12,3
TA86 t=0 poliA 12,3
TA86 t=72h poliA 12,3
TA84 t=0 ribosome profiling 1,2,3
TA84 t=72h ribosome profiling 1,2,3
TA85 t=0 ribosome profiling 1,2,3
TA85 t=72h ribosome profiling 1,2,3
TA86 t=0 ribosome profiling 1,2,3
TA86 t=72h ribosome profiling 1,2,3

Para a andlise inicial, foi utilizada a ferramenta CLC Genomics Workbench (CLC
bio). Nesta primeira fase da andlise, as réplicas bioldgicas e técnicas foram tratadas em
separado. A primeira etapa consistiu na realizacdo de uma analise de qualidade das sequéncias
obtidas, através da ferramenta QC Reports. A anélise de qualidade foi feita com base no valor
PHRED. Este valor (Q) é determinado da seguinte forma: Q=10logio(P), onde P é a
probabilidade de cometer um erro na determinacdo de uma base. A tabela 4.4 resume a

relacdo entre alguns valores de PHRED e a chance de erro.

Tabela 4.4. Relacéo entre valor PHRED e probabilidade de erro na determinacdo de uma base.

Valor de PHRED Probabilidade de uma base mal determinada Precisao
10 lem10 90%
20 1em 100 99%
30 1 em 1000 99,9%
40 1 em 10000 99,99%
50 1 em 100000 99,999%

Em seguida, foi feita a etapa de trimming, a qual consistiu na remocéao dos adaptadores

e sequéncias identificadoras, seguida da selecdo de sequéncias segundo o tamanho e
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qualidade. Na selecdo por tamanho, foram utilizados dois filtros distintos, conforme a
amostra. Para as sequéncias de poliA, foram selecionadas apenas as sequéncias com mais de
18 nucleotideos. Para as amostras de ribosome profiling, foram selecionadas as sequéncias
que possuiam entre 25 e 40 nucleotideos. Quanto a qualidade, foram selecionadas as
sequéncias que possuiam um valor de p menor do que 0,05. Ap6s o trimming, foi feita uma
nova anélise de qualidade das sequéncias.

Estas sequéncias selecionadas foram entdo mapeadas primeiramente contra uma base
de dados de RNA ribossomal (RNAr), a fim de subtrair a contaminacgéo por estas moléculas.
Entdo, apenas as sequéncias que ndao mapearam contra RNAr foram utilizadas para
mapeamento contra uma base de dados de mRNA (human.rna_annotated_subset.NM_only).
O alinhamento foi feito seguindo-se o protocolo padrdo de RNA-Seq do sistema CLC
Genomics, com 0s seguintes critérios: nUmero maximo de mismatches: 2; fracdo de tamanho
minimo: 0,9; fracdo de similaridade minima: 0,8; nUmero maximo de hits por leitura (read):
10. A partir desta etapa, as réplicas técnicas foram unidas e tratadas em conjunto. As réplicas
bioldgicas foram ainda analisadas em separado. Ap6s 0 mapeamento, foi feita a normalizacéo
dos dados utilizando-se 0 método DESeq (Anders e Huber, 2010). A partir dos dados
normalizados, foi feita uma filtragem para eliminar os transcritos que ndo possuiam leitura e
0s que tinham uma relagdo desvio padrdo/soma maior do que 0,2. Por fim, foram selecionados

apenas o0s transcritos que possuiam pelo menos 30 leituras em cada réplica bioldgica.

4.6. Analise dos resultados obtidos por sequenciamento

Uma vez concluida a filtragem, as réplicas bioldgicas foram unidas e analisadas em
conjunto. A partir da listagem de transcritos identificados, foi também feita uma lista dos
genes identificados, que ndo levava em consideracdo a diversidade de variantes e
polimorfismos de um mesmo gene. O objetivo foi fazer primeiramente uma andlise de quais
genes sdo expressos em cada condicdo, sem avaliar (em um primeiro momento) as possiveis
diferencas de expressdo e traducdo de transcritos diferentes de um mesmo gene. Assim, foi
feita a comparagéo entre as listas de poliA e ribosome profiling para cada condicdo (t=0 e
t=72h), a fim de verificar qual o percentual de genes em comum entre as diferentes amostras
de RNA. Em seguida, foi feita a comparacao entre listas das diferentes condicdes de cultivo
dentro de cada amostra de RNA. Cabe destacar que esta comparagéo levou em consideragado
apenas a presenca ou auséncia de um determinado gene em cada listagem. Assim, com base
apenas em um critério qualitativo, ela nos permitiu fazer uma primeira avaliacdo do

percentual de genes expressos diferencialmente em cada uma das condigdes.
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Em seguida, foram retomadas as listas de transcritos identificados e foi calculado o
fold change de cada transcrito entre as condigdes t=0 e t=72h (FC=n° de leituras em t72h/n°
de leituras em t0) para cada uma das amostras de RNA, e o resultado obtido foi colocado em
escala logaritimica de base 2. A partir da listagem de transcritos regulados positivamente
(log2(FC)>1) e negativamente (log,(FC)<-1) (valor de p<0,05) apo6s a inducdo para a
diferenciacdo, foi feita a tabela dos genes que sofriam esta variacdo para anélise de ontologia
génica. Isso foi feito, mais uma vez, com o objetivo de avaliar primeiramente a variagéo de
expressao de genes entre as condicdes t=0 e t=72h, sem considerar possiveis variantes e
polimorfismos de transcritos de um mesmo gene. A partir das listas de genes de expressdo
diferencial geradas, foram feitas andlises utilizando-se a ferramenta DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) Bioinformatics Resources 6.7, do
National Institut of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH (Huang et al., 2009 a, b) e
a ferramenta GOrilla - Gene Ontology enRIchment anaLysis and visuaLizAtion tool (Eden et
al., 2007; Eden et al., 2009). No caso das analises feitas pela plataforma GOrilla, foi utilizado
como background a lista de todos os 11779 genes identificados em poliA e ribosome
profiling.

Em seguida, foi calculada a eficiéncia traducional para cada transcrito em cada uma
das condicdes (eficiéncia traducional= n° de leituras em ribosome profiling/n°® de leituras em
poliA) e o fold change de eficiéncia traducional entre t=0 e t=72h (FC eficiéncia traducional=
eficiéncia traducional em t72h/eficiéncia traducional em t0). O resultado de fold change de
eficiéncia traducional foi, entdo, convertido em escala logaritmica de base 2. Em seguida,
foram selecionados para analise por ontologia génica os genes que tiveram log2 de eficiéncia
transcricional (que corresponde ao fold change observado nas amostras de poliA) entre -1 e 1
e que tiveram a eficiéncia traducional aumentada (log,(FC ef trad) > 1) ou reduzida (log,(FC
ef trad) < -1). O objetivo foi avaliar as sequéncias que tiveram pouca variacdo em nivel
transcricional e maior variacdo em nivel traducional (o0 que poderia ser detectado apenas por

ribosome profiling).

4.7. Preparo das amostras para analise por protedmica

A proxima etapa do projeto consistiu na analise do proteoma das células para
comparagdo com os resultados obtidos por sequenciamento. Foram, portanto, usadas CTs dos
mesmos trés doadores que foram utilizadas para os experimentos de ribosome profiling. Estas
foram cultivadas nas mesmas condigdes descritas anteriormente, em passagem cinco,
mantidas sem inducéo (t=0) e induzidas para adipogénese por trés dias (t=72h) (item 4.1.2).
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Para o preparo das amostras para protebmica, 0 primeiro passo consistiu na lise
celular. Para isso, o meio de cultura foi retirado, as células foram desaderidas com tripsina
(conforme descrito anteriormente) e lavadas duas vezes com PBS. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram incubadas por 25 minutos em temperatura
ambiente em tampédo de lise composto por Hepes (50 mM), dodecil sulfato de sodio (SDS,
4%) e DTT (0,1 M). Foram utilizados 100 pL de tampdo de lise para 1x10° células. O
conjunto foi aquecido a 99° C por 5 minutos e, apds resfriamento até a temperatura ambiente,
foi submetido a sonicacdo (em banho) por 60 minutos. Ao final do processo, as amostras
foram centrifugadas a 20000 x g e o sobrenadante foi coletado.

Uma vez concluido o processo de lise, foi realizada uma etapa de purificacdo da
amostra (principalmente para remocao do SDS) e digestdo das proteinas com tripsina. Para
isso, foi utilizado um método de preparacdo por filtragem (filter-aided sample preparation,
FASP), sendo que foram utilizados filtros de 30 K (Amicon Ultra — 0,5 mL 30 K, Millipore).
Todos os procedimentos desta primeira etapa de preparo de amostras foram realizados em
temperatura ambiente. Foram colocados 30 pL de lisado celular e 200 pL de tampdo de ureia
com DTT (ureia 8 M, TrisHCI 100 mM, DTT 10 mM) por filtro, e o conjunto foi centrifugado
por 15 minutos a 14000 x g. Foram feitas mais duas lavagens com o mesmo tampédo. Em
seguida, as amostras foram incubadas com solucédo de iodoacetamida (IAA, 0,05 M) por 20
minutos em camara escura. Apos centrifugacdo (14000 x g), as amostras foram lavadas por
duas vezes com solucdo de ureia (ureia 8 M, TrisHCI 100 mM) e mais duas vezes com
solucdo de bicarbonato de aménio 50 mM. Ao final do processo, foi feita quantificacdo das
proteinas retidas no filtro com o kit de ensaio de &cido bicinconinico (bicinchoninic acid,
BCA, Sigma), seguindo-se especificacbes do fabricante. A partir da medida obtida, foi
acrescentada tripsina na proporcdo de 1 pg da enzima para cada 100 pg de proteina. As
solucgdes foram recolocadas nas unidades filtrantes, o conjunto foi agitado e incubado por 19
horas a 37° C em cdmara Umida. Ao final da incubacdo, as unidades filtrantes foram
transferidas para novos tubos de coleta e submetidas a centrifugacdo para recuperacdo das
proteinas. Foram feitas mais duas lavagens com solucdo de bicarbonato de aménio e outras
duas com NaCl 0,5 M. Por fim, foi feita dosagem por espectrofotometria (NanoDrop® ND-
1000), as amostras foram acidificadas com solucdo de acetonitrila (5%) e &cido
trifluoroacético (1%), adicionadas a stage-tips (membrana C18 Empore em ponteira P200 da
Eppendorf) e armazenadas a 4° C para posterior analise pelo espectrémetro de massas Thermo

Fisher LTO Orbitrap XL e identificagdo dos peptideos pelo programa MaxQuant Platform.
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5. RESULTADOS
5.1. Padronizacao do processo de ribosome profiling para CTs obtidas de tecido adiposo
5.1.1. Lise celular

Para a primeira etapa do protocolo de ribosome profiling, foram testadas quatro
solucdes de lise. Observou-se que, apds a incubacdo com os tampdes 3 e 4 (Tabela 4.1), as
solucdes ficaram viscosas, 0 que sugere que houve lise nuclear, levando a uma contaminacao
da amostra com DNA e RNA nucleares. Isso ndo ocorreu com as solugdes 1 e 2.

Através da eletroforese dos extratos celulares em gel de agarose, observou-se que
as quatro solucdes foram eficientes para a obtencdo de RNA integro (Figura 5.1). Através
da analise por espectrofotometria, observou-se que, através do uso da solucédo 2, obteve-se
a maior quantidade de RNA, com um total de 2603 ng de RNA obtidos a partir de 4,8x10°
células. Com o uso da solucdo 1, obteve-se um total de 759 ng de RNA, a partir também
de 4,8x10° células. J4 com o uso das solucdes 3 e 4, foram obtidos, respectivamente, 459
ng e 415 ng de RNA, sendo que, em ambos os casos, foram utilizadas inicialmente
2,4x10° células. Os resultados obtidos por espectrofotometria encontram-se descritos na
Tabela 5.1.

Figura 5.1. Eletroforese em gel de agarose (1%) mostrando o RNA obtido apo6s lise de CTs
derivadas de tecido adiposo com diferentes tampdes. A eletroforese foi realizada com o RNA
obtido a partir da lise de CTs humanas derivadas de tecido adiposo com as soluces 1, 2, 3 e 4. Pode-
se observar que, em todos os casos, foi possivel recuperar RNA integro, em que as bandas
correspondentes ao RNA ribossomal das unidades 18S e 28S estéo visiveis.

Tabela 5.1. Quantificacé@o por espectrofotometria (NanoDrop®) do RNA obtido apos lise de CTs
obtidas de tecido adiposo com diferentes tampdes.

Solugéo N° de células utilizado RNA (ng)
1 4,8x10° 759
2 4,8x10° 2603
3 2,4x10° 459
4 2,4x10° 415
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Assim, a solucdo 2 se mostrou a mais eficiente para obtencdo de maior quantidade de
RNA, sendo também capaz de permeabilizar a membrana plasmatica sem degradar a estrutura
nuclear. Além disso, a solucdo 2 j& foi utilizada em estudos prévios em nosso laboratorio
(Spangenberg et al., 2013), o que representa mais um ponto positivo, pois facilita a

comparacdo com dados ja disponiveis do grupo.
5.1.2. Digestédo com endonuclease

Foram testadas quatro condicGes para digestdo do lisado celular com Benzonase®
(descritas na Tabela 4.2), as quais envolviam diferentes concentracbes da enzima e
diferentes momentos de aplicacdo desta. O material obtido ao final de cada procedimento
foi submetido a extracdo de RNA com 0 uso do kit mirVana™, o qual permite um
enriguecimento de pequenos RNAs (com menos de 200 nucleotideos), e analisado pelo
sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (Figura 5.2). Observou-se que, a partir das condigdes 1 e
2, nas quais o tratamento com Benzonase® foi realizado antes da ultracentrifugacdo, o
processo de digestdo e recuperacdo do RNA foi bem sucedido (Figura 5.2 A, B, C). Na
condicdo 1 (Figura 5.2 A, B), a quantidade de fragmentos de, aproximadamente, 30
nucleotideos recuperada foi de 60 ng. Na condicdo 2, (Figura 5.2 A, C), a quantidade final
de fragmentos de, aproximadamente, 30 nucleotideos foi de, aproximadamente, 45 ng. J& as
condicBes 3 e 4, nas quais a digestdo com a RNase foi realizada apos a ultracentrifugacéo,
ndo foram eficientes, uma vez que ndo foi obtido RNA ao fim do processo, ou a quantidade
de RNA recuperada estava abaixo do limite de deteccdo do meétodo (Figura 5.2 A, D, E).
Assim, a aplicacdo da Benzonase® antes da ultracentrifugacdo mostrou ser o procedimento
mais eficiente para obtencdo de fragmentos de, aproximadamente, 30 nucleotideos. Tendo
em vista que nas duas concentragbes (250 e 500 unidades) da enzima foi obtida
aproximadamente a mesma quantidade de RNA, por uma questdo de economia, optou-se
inicialmente pelo uso da concentragdo mais baixa de Benzonase®. Posteriormente foi
necessario fazer uma nova adaptacdo do protocolo, pois foi utilizado um novo lote da
enzima com menor grau de pureza (pureza>90%). Assim, passou-se a utilizar a

concentracdo de 375 unidades da enzima para cada 10° células.
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Figura 5.2. Eletroforese do RNA obtido a partir de diferentes protocolos de digestdo com
Benzonase® através do sistema Agilent 2100 Bioanalyzer. Observou-se que, a partir das condi¢des
1 (A coluna 1, B) e 2 (A coluna 2, C), foi possivel recuperar RNA ao final do processo, sendo que 0
pico de 30 nucleotideos ficou visivel em ambos os casos (B, C, setas azuis). Através das condi¢bes 3
(A coluna 3, D) e 4 (A coluna 4, E), ndo foi obtido RNA ou a concentragdo deste ficou abaixo do
limite de deteccdo do método. Na eletroforese, a banda de fragmentos de 4 nucleotideos corresponde
ao marcador controle do sistema (A, B, C, D, E).

5.1.3. Isolamento dos fragmentos de 30 nucleotideos

Para separagdo dos fragmentos de 30 nucleotideos, primeiramente, foi avaliado o uso
do sistema de fracionamento flashPAGE™, coletando-se as fracfes de 0-8, 10-12, 12-15, 15-
20 e 20-25 minutos. A avaliacdo do tamanho e da quantidade dos fragmentos coletados foi

feita pelo sistema 2100 Agilent Bioanalyzer. Para o primeiro teste realizado, foram utilizadas
54



10° células. A analise pelo sistema 2100 Agilent Bioanalyzer revelou que foram obtidos cerca
de 20 ng de RNA de 30 nucleotideos, os quais foram isolados na fracdo de 12 a 15 minutos
(Figura 5.3 A e B). A partir deste resultado, foram feitos novos testes (2 e 3), utilizando-se,
em média, 6x10° células. Contudo, em ambos 0s casos, foram obtidos menos de 20 ng de
RNA de 30 nucleotideos (Figura 5.3 C e D).
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Figura 5.3. Eletroforese através do sistema Agilent 2100 Bioanalyzer do RNA fracionado pelo
sistema flashPAGE. Para o primeiro teste, foram utilizadas 1x10° células. Apés anélise pelo Agilent
2100 Bioanalyzer (A), observou-se que os fragmentos de RNA de cerca de 30 nucleotideos foram
separados na fracdo coletada de 12-15 minutos (B), sendo que foram obtidos cerca de 20 ng. Nos
testes 2 e 3, foram utilizadas, em média, 6x10° células. A quantidade de RNA de 30 nucleotideos
recuperada ao final do processo foi de 18 ng no teste 2 (C) e de 9 ng no teste 3 (D). Na eletroforese, a
banda de fragmentos de 4 nucleotideos corresponde ao marcador de peso controle do sistema (A, B, C,

D).

Em seguida, foi avaliada a metodologia de isolamento utilizada por Ingolia e
colaboradores (2011) no protocolo do ribosome profiling. Foram utilizadas 7x10° células.
Para a separacdo dos fragmentos desejados, a amostra foi submetida a eletroforese em gel de

acrilamida-ureia (Figura 5.4 A), a banda de 30 nucleotideos foi coletada e 0 RNA purificado.
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A andlise no sistema Agilent 2100 Bioanalyzer, revelou que o novo protocolo foi bem

sucedido, obtendo-se um total de 108 ng de fragmentos de RNA de 30 nucleotideos (Figura
5.4 B).
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Figura 5.4. Separacdo dos fragmentos de 30 nucleotideos por eletroforese em gel de acrilamida-
uréia (6%). O RNA obtido através da aplicagdo do protocolo de ribosome profiling (utilizando-se
7x10° células inicias) foi submetido & eletroforese em gel de acrilamida-uréia (6%) (180 V, 320 mA).
Foi utilizado o marcador de peso molecular de 25 pares de base (500 ng) (25 bp DNA Ladder,
Invitrogen) (A coluna 1), além de dois oligonucleotideos de 30 nucleotideos (A coluna 3) e 35
nucleotideos (A coluna 4). A banda de 30 nucleotideos foi coletada (A coluna 2, regido indicada pela
barra amarela) e 0 RNA foi purificado e analisado no Agilent 2100 Bioanalyzer (B). Observou-se que
os fragmentos de 30 nucleotideos foram isolados, com uma quantidade de 108 ng. Na andlise pelo

sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (B), a banda de fragmentos de 4 nucleotideos corresponde ao
marcador de peso controle do sistema.

5.2. Controle da capacidade de diferenciacéo

As CTs isoladas de tecido adiposo de trés doadores (TA84, TA85 e TA86) foram
cultivadas em garrafas de 150 cm? até a passagem 5. Para a realizagdo dos experimentos de
ribosome profiling, as células foram cultivadas até uma confluéncia de 40% a 60% (Figura
5.5 A) e induzidas para diferenciacdo adipogénica por trés dias (t=72h). Ap0s este periodo,
ndo é possivel observar mudangas morfoldgicas caracteristicas da diferenciacdo em adipdcitos
(Figura 5.5 B).
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Figura 5.5. Morfologia das células ndo-induzidas e induzidas para diferenciacéo adipogénica por
trés dias. As células do doador TA84 foram mantidas em meio de cultivo (t=0) (A) e induzidas para
diferenciacdo adipogénica por 3 dias (t=72h) (B). Apoés este periodo, observa-se que hd uma mudanca
de morfologia das células induzidas para diferenciacdo, com o citoplasma ficando reduzido quando
comparado com a situacdo em que ndo foi feita a inducdo. Contudo, ainda ndo é possivel constatar
modifica¢des morfoldgicas caracteristicas de adipogénese, tal qual a formagéo de inclusdes lipidicas
no citoplasma da célula.

Para confirmar a capacidade de diferenciacdo, as células foram cultivadas em placas
de cultura de 24 pocos e tratadas com meio para diferenciacdo adipogénica (item 4.1.2) por 14
dias. Apos o tratamento, foi possivel observar, tanto morfologicamente quanto pela presenca
de inclusdes lipidicas, que houve diferenciacdo em adipdcitos (Figura 5.6). Na amostra do
doador TA84, 49,37% das células apresentavam inclus@es lipidicas ap6s 14 dias de inducdo.
Na amostra TA85, este percentual foi de 37,3%, e, na amostra TA86, foi de 48%.
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Figura 5.6. Morfologia e marcacdo com vermelho Nilo das células ndo-induzidas e induzidas
para diferenciagdo adipogéncia por 14 dias. As células do doador TA84 foram mantidas em meio de
cultivo (A, C, E, G) e induzidas para diferenciacdo adipogénica por 14 dias (B, D, F, H). Apos este
periodo, é possivel visualizar a formacdo de inclusGes lipidicas (setas brancas), as quais sdo coradas
pelo vermelho Nilo.
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5.3. Aplicacéo do protocolo de ribosome profiling ao estudo de CTs obtidas de tecido adiposo

O protocolo de ribosome profiling estabelecido foi aplicado ao estudo do processo de
diferenciacdo adipogénica de CTs adultas obtidas de trés doadores. Para o doador TA84,
foram utilizadas 12x10° células para a condicdo t=0 e 7x10° células para a condicéo t=72h.
Foi realizado o protocolo estabelecido para ribosome profiling, ao final do qual foi realizada
eletroforese em gel de acrilamida-uréia (6%), a banda correspondente aos fragmentos de 30
nucleotideos foi coletada (Figura 5.7 A) e o RNA foi purificado. A analise pelo sistema
Agilent 2100 Bioanalyzer demostrou que foi possivel recuperar 220 ng de fragmentos de
RNA de, aproximadamente, 30 nucleotideos para a condic¢do t=0 (Figura 5.7 B), e 320 ng para
a condicdo t=72h (Figura 5.7 C). O RNA obtido ao final do processo foi armazenado a -80° C.
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Figura 5.7. Ribosome profiling de CTs obtidas de tecido adiposo induzidas para diferenciacédo
adipogénica (t=72 h) e ndo induzidas (t=0), TA84. Foram utilizadas 12x10° células da condicéo t=0 e
7x10° células da condicdo t=72h. Apos a digestdo do lisado com Benzonase®, ultracentrifugacio e
extracdo do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida-uréia (6%) (A) e as
regibes correspondentes aos fragmentos de 30 nucleotideos (indicadas pela barras amarelas) das
condigdes t=0 (A, coluna 2) e t=72h (A, coluna 3) foram coletadas e 0 RNA foi purificado. Foi utilizado o
marcador GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (200 ng) (Thermo Scientific) (A, coluna 1), o
marcador de peso molecular de 25 pares de base (500 ng) (25 bp DNA Ladder, Invitrogen) (A, coluna 4),
e dois oligonucleotideos, um com 30 nucleotideos (A, coluna 5) e outro com 35 (A, coluna 6). A analise
pelo sistema Agilent 2100 Bioanalyzer demostrou que foi possivel recuperar 220 ng de fragmentos de
RNA de, aproximadamente, 30 nucleotideos para a condicéo t=0 (B), e 320 ng para a condicdo t=72h (C).
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Para o doador TA85, foram utilizadas 10x10° células para a condicdo t=0 e 7x10°
células para a amostra t=72h. O protocolo de ribosome profiling foi aplicado, sendo que o gel
obtido apds a eletroforese para separacdao dos fragmentos de 30 nucleotideos, bem como a
regido coletada estdo representados na Figura 5.8 A. Apos quantificacdo, constatou-se que
foram obtidos 190 ng de fragmentos de RNA de, aproximadamente, 30 nucleotideos para a

condicéo t=0 (Figura 5.8 B), e 100 ng para a condicdo t=72h (Figura 5.8 C).
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Figura 5.8. Ribosome profiling de CTs obtidas de tecido adiposo induzidas para diferenciacao
adipogénica (t=72 horas) e n&o induzidas (t=0), TA85. Foram utilizadas 10x10° células da condicio
t=0 e 7x10° células da condicéo t=72h. Apos a digestdo do lisado com Benzonase®, ultracentrifugagio
e extracdo do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida-uréia (6%) (A),
sendo que as regiGes correspondentes aos fragmentos de 30 nucleotideos (indicadas pela barras
amarelas) das condi¢fes t=0 (A, coluna 2) e t=72h (A, coluna 3) foram coletadas e 0 RNA foi
purificado. Foi utilizado o marcador GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (200 ng) (Thermo
Scientific) (A, coluna 1), o marcador de peso molecular de 25 pares de base (500 ng) (25 bp DNA
Ladder, Invitrogen) (A, coluna 4), e dois oligonucleotideos, um com 30 nucleotideos (A, coluna 5) e
outro com 35 (A, coluna 6). A analise pelo sistema Agilent 2100 Bioanalyzer demostrou que foi
possivel recuperar 190 ng de fragmentos de RNA de, aproximadamente, 30 nucleotideos para a

condicdo t=0 (B), e 100 ng para a condigdo t=72h (C).

Do doador TA86, foram utilizadas 8x10° células para a condicdo t=0 e 7x10° células
para a t=72h. Ao final do processo, foi realizada a eletroforese em gel de acrilamida-ureia

(6%), sendo que as bandas de 30 nucleotideos de cada uma das condi¢des (Figura 5.9 A)
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foram coletadas e 0 RNA purificado. Ap6s quantificacdo, constatou-se que foram obtidos 320

ng de RNA de, aproximadamente, 30 nucleotideos para t=0, e 140 ng para t=72h (Figura 5.9
B e C, respectivamente).
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Figura 5.9. Ribosome profiling de CTs obtidas de tecido adiposo induzidas para diferenciacao
adipogénica (t=72h) e no induzidas (t=0), TA86. Foram utilizadas 8x10° células da condico t=0 e
7x10° células da condigdo t=72h. Apds a digestdo do lisado com Benzonase®, ultracentrifugacéo e
extracdo do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida-uréia (6%) (A),
sendo que as regiGes correspondentes aos fragmentos de 30 nucleotideos (indicadas pela barras
amarelas) das condi¢fes t=0 (A, coluna 2) e t=72h (A, coluna 3) foram coletadas e o RNA foi
purificado. Foi utilizado o marcador de peso molecular de 25 pares de base (500 ng) (25 bp DNA
Ladder, Invitrogen) (A, coluna 1), e o marcador GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (200 ng)
(Thermo Scientific) (A, coluna 4). A anélise pelo sistema Agilent 2100 Bioanalyzer demostrou que foi
possivel recuperar 320 ng de fragmentos de RNA de, aproximadamente, 30 nucleotideos para t=0 (B),
e 140 ng para t=72h (C).

5.4. Extracao do RNA total e isolamento do RNA poliA das amostras de CTs obtidas de
tecido adiposo

Para extracdo do RNA total, foram usadas duas garrafas de 150 cm?, com confluéncia
de 50% a 60%, para cada condigdo. A quantidade de células obtida para cada uma das
amostras estd descrita na Tabela 5.2. Apos a extracdo com TRIzol® Reagent, seguindo-se as
especificacbes do fabricante, o RNA obtido foi quantificado por espetrofotometria

(NanoDrop®) e os resultados obtidos estdo também apresentados na Tabela 5.2. O préximo
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passo consistiu no isolamento do RNA poliA, utilizando-se o kit PolyATtract® mRNA
isolation Partiu-se de uma quantidade inicial de 7000 ng de RNA total de cada uma das
amostras. Ao final do procedimento, foi feita quantificacdo pelo método Qubit® de
quantificacdo fluorométrica e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 5.2. Em algumas
amostras (TA84 t=0, TA85 t=0 e t=72h e TA86 t=0), a quantidade de RNA poliA obtida foi
menor do que 100 ng. Assim, foi feito um novo isolamento de RNA poliA com estas
amostras. Foram utilizados 7000 ng para TA84 t=0, 4000 ng de RNA total para amostra TA86
t=72h, 6300 e 3600 ng para as amostras TA85 t=0 e t=72h, respectivamente. Ap0s 0
isolamento, ndo foi feita quantificacdo, a fim de evitar perdas no processo. O material isolado
foi apenas acrescentado as amostras obtidas anteriormente e o conjunto foi armazenado a -80°
C para posterior sequenciamento.

Tabela 5.2. Numero de células utilizado para extracdo do RNA total e quantificagdo de RNA
total e poliA recuperados.
Amostra  Condicédo N° de células RNA total (ng)  RNA poliA (ng)

t=0 2,4x10° 42330 97
TA84 t=72h 1,4x10° 9840 117
t=0 2,0x10° 13500 81
TA85 t=72h 1,4x10° 9990 60
t=0 1,6x10° 34020 102
TAB6 t=72h 1,4x10° 11940 86

5.5. Preparo das amostras de RNA poliA e de ribosome profiling para sequenciamento

5.5.1.Construcéo da biblioteca de DNA e realizacdo da PCR de emulséo

A proxima etapa do trabalho foi o preparo das amostras para analise por
sequenciamento. O conjunto de todas as amostras e a quantidade de RNA de cada uma
delas encontram-se descritos na Tabela 5.3. Os primeiros passos do preparo das amostras
foram: digestdo do RNA com RNase (esta etapa foi realizada apenas com RNA poliA),
insercdo dos adaptadores, realizacdo de reacdo de transcriptase reversa, selecdo dos
fragmentos de tamanho desejado e amplificacdo por PCR. Nesta Ultima etapa, para cada
uma das amostras, foi utilizado um inciador que possui uma sequéncia identificadora. As
sequéncias identificadoras correspondentes a cada uma das amostras estdo descritas na
Tabela 5.3. O produto obtido ao final do processo de PCR foi quantificado pelo método
Qubit® de quantificacdo fluorométrica. Em trés amostras (TA84 t=0 poliA, TA84 t=72h
poliA e TA86 t=0 poliA), a quantidade de DNA obtida nesta primeira PCR foi pouca,
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ficando abaixo da capacidade de deteccdo do sistema Qubit®. Assim, foi feita uma nova
PCR, utilizando-se duas bandas (c, d) do gel. Os resultados finais obtidos (com a nova
PCR) sdo apresentados na Tabela 5.3. Em seguida, foi feito um pool das amostras de
forma a obter uma solucdo com concentracdo final de 50 pg/uL e foi realizada a PCR de

emulsao.

Tabela 5.3. Quantidade de RNA obtido para cada amostra para o preparo do sequenciamento,
sequéncia identificadora inserida e concentracdo de DNA apds RT-PCR.
Sequéncia DNA (ng/pL)**

Amostra Condicéo RNA (ng) identificadora

t=0 poliA 97* 1 0,285

t=0 RP 220 7 1,92
TA84 t=72h poliA 117 2 0,296
t=72h RP 320 8 2,73

t=0 poliA 81* 3 0,8

t=0 RP 190 9 17,4

TA8S t=72h poliA 60* 4 1,53
t=72h RP 100 10 477

t=0 poliA 102 5 4,69

t=0 RP 320 11 11,4

TAB6 t=72h poliA 86* 6 0,4
t=72h RP 140 12 9,53

* Nestas amostras, foi feita uma nova extracdo de RNA poliA, mas que ndo foi quantificada, entéo,
certamente, este valor esta subestimado
**Volume =17 pL

5.5.2. Sequenciamento na plataforma SOLiD™

O material obtido ap6s a PCR de emulsdo foi depositado em quatro laminas completas
para o sequenciamento. Este foi feito nas plataformas SOLiD™ do Instituto Carlos Chagas e da
Universidade Federal do Parand, sendo que duas laminas foram analisadas em cada local. Em
uma das laminas, houve um problema na andlise de duas ligagBes (7 e 12). Provavelmente
houve falha no sequenciamento e as imagens referentes a estas posi¢cées ndo foram adquiridas
ou tiveram ma qualidade. Assim, ndo foi possivel determinar qual fluorocromo foi detectado
nestas posigdes. Conforme descrito anteriormente, a determinagdo de cada base pelo
sequenciamento na plataforma SOLiD™ depende da combinagdo de duas cores (Figura 4.3).
Assim, a falha na identificacdo de uma posicdo compromete a decodificacdo de todas as
posicdes subsequentes. Existem algumas alternativas capazes de contornar este problema, como
0 uso de programas de mapeamento que o fazem com base no codigo de cores e a utilizacdo
destas sequéncias mapeadas para uma nova analise pela ferramenta CLC Genomics
Workbench. Contudo, neste trabalho, optou-se por desconsiderar (pelo menos em um primeiro

momento) estes dados em que houve falha e prosseguir com as informag6es das outras laminas.
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O ndmero de leituras obtido para cada replica de cada condi¢do encontra-se descrito
na Tabela 5.4. Pode-se observar que foram obtidas cerca de 450 milhdes de leituras por
lamina. Entre as diferentes condic¢Bes, a proporcdo de 3:1 entre o nimero de leituras de
ribosome profiling e de poliA foi obtido. Foram obtidas, em média, 60 milhdes de leituras
para cada uma das amostras de poliA e cerca de 170 milhdes para cada uma das de

ribosome profiling.

Tabela 5.4. NUmero de leituras obtido para cada uma das amostras através do sequenciamento
na plataforma SOLiD™.

Amostra Condicao Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Total

t=0 poliA 16.686.750 15.925.167 16.167.038 48.778.955

TA84 t=0 RP 54.485.993 52.468.841 60.606.465 167.561.299
t=72h poliA 24.607.420 23.310.493 22.133.734 70.051.647

t=72h RP 60.641.069 57.658.758 67.310.975 185.610.802

t=0 poliA 23.265.351 21.764.152 21.546.079 66.575.582

TASS t=0 RP 46.900.639 44.305.395 51.641.432 142.847.466
t=72h poliA 12.846.979 12.112.285 13.858.664 38.817.928

t=72h RP 69.561.058 65.899.392 70.384.278 205.844.728

t=0 poliA 15.610.892 14.610.518 16.690.604 46.912.014

TAS6 t=0 RP 51.722.912 48.637.049 54.148.063 154.508.024
t=72h poliA 27.072.164 25.604.982 26.890.724 79.567.870

t=72h RP 64.160.925 60.961.374 61.586.180 186.708.479

Total 467.562.152  443.258.406  482.964.236 1.393.784.794

5.6. Triagem e processamento dos resultados obtidos no sequenciamento

A etapa subsequente do trabalho consistiu na triagem e processamento dos dados
obtidos a partir do sequenciamento, a qual foi realizada em colaboragdo com o grupo de
pesquisa coordenado pelo Dr. Jose Sotelo Silveira. Durante duas semanas, foi feito um estagio
junto a esta equipe no Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, de

Montevidéu, Uruguai, para acompanhamento e discussao das analises e resultados obtidos.

5.6.1 Trimming e mapeamento contra RNAr

O primeiro passo da andlise dos resultados consistiu em fazer o trimming das
sequéncias para remover os adaptadores e descartar aquelas que ndo possuiam tamanho e
qualidade estipulados (item 4.5). O numero e o percentual de sequéncias que passaram por
cada uma das etapas deste processo encontram-se descritos na Tabela 5.5. Nestas primeiras

etapas da analise dos dados, as réplicas bioldgicas e técnicas foram tratadas em separado.
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Cabe lembrar que as réplicas bioldgicas se referem as amostras dos trés doadores que
foram utilizadas (TA84, TA85 e TA86). Ja as réplicas técnicas sdo réplicas do
sequenciamento, uma vez que o pool de amostras foi sequenciado em trés laminas.
Contudo, como os resultados obtidos entre as réplicas técnicas foram bastante semelhantes,
eles estdo apresentados em conjunto na Tabela 5.5. O adaptador foi identificado em cerca
de 15% das sequéncias de poliA e em cerca de 30% das sequéncias de ribosome profiling.
Na analise por qualidade, cerca de 90% das sequéncias sofreram trimming. Apo6s a
filtragem por tamanho, foram obtidas, em média, de 30 a 40 milhdes de leituras para cada
condicdo.

Os efeitos do trimming de qualidade e da filtragem por tamanho podem ser
visualizados na Figura 5.10, onde esta representada a anélise das sequéncias do TA85 t=0
poliA (Figura 5.10 A, B, C, D) e ribosome profiling (Figura 5.10 E, F, G, H). Quanto a
qualidade, é possivel observar que foram selecionadas apenas as sequéncias com valor
PHRED maior do que 20. Este valor de PHRED indica que hd 99% de chance de que a base
indicada esteja correta (chance de erro 1 em 100). Quanto ao tamanho, antes do trimming,
todas as sequéncias possuiam 50 nucleotideos, pois este foi 0 nUmero de nucleotideos lidos
durante o sequenciamento. Para as amostras de poliA, foram selecionadas as sequéncias com
mais de 18 nucleotideos. Para as de ribossome profiling, foram selecionadas as sequéncias

com 25 a 40 nucleotideos.

Tabela 5.5. NUmero e percentual de sequéncias que sofreram trimming em cada uma das etapas
realizadas (remocéo de adaptadores, filtragem de tamanho e de qualidade) e que restaram ao

final do processo.

N° de % de sequéncias % de N° de

o A A % de
Amostra CONGR0. anipsdo.  adaptador foi  trimmed por apes filtragem 11"
trimming identificado gualidade por tamanho
t=0 poliA  48.778.955 13,72% 90,43% 32.341.816 66,30%
TAG4 t=0RP  167.561.299 28,87% 90,64% 47.528.212 28,36%
t=72h poliA 70.051.647 20,84% 89,46% 47.630.949 67,99%
t=72h RP  185.610.802 31,55% 90,36% 50.610.309 27,27%
t=0 poliA  66.575.582 15,58% 89,47% 43.470.078 65,29%
TABS t=0 RP  142.847.466 30,53% 86,69% 55.451.896 38,82%
t=72h poliA 38.817.928 9,96% 89,31% 25.670.241 66,13%
t=72h RP  205.844.728 31,98% 89,81% 56.298.386 27,35%
t=0 poliA  46.912.014 5,90% 88,56% 30.569.213 65,16%
TASS t=0RP  154.508.024 31,63% 88,55% 43.778.504 28,33%
t=72h poliA 79.567.870 17,40% 90,11% 55.273.545 69,47%
t=72h RP  186.708.479 34,89% 88,56% 53.014.413 28,39%
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Figura 5.10. Efeito do trimming na qualidade e no tamanho das sequéncias de poliA e de
ribosome profiling. Anélise do tamanho médio e da qualidade (valor PHRED) antes (A, C, E, G) e
apos (B, D, G, H) o trimming. S&o apresentados os resultados obtidos para as sequéncias da TA85,
t=0, poliA (A, B. C, D) e ribosome profiling (E, F, G, H). Quanto a qualidade, pode-se observar que
sdo selecionadas apenas as sequéncias com valor PHRED superior a 20. Quanto ao tamanho, com a
retirada dos adaptadores e a filtragem por tamanho, foram selecionadas as sequéncias com mais de 18
nucleotideos para poliA e com 25 a 40 nucleotideos para ribosome profiling.
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A partir das sequéncias selecionadas ap6s o trimming, foi feito um primeiro
mapeamento contra uma base de dados de RNAr, a fim de subtrair a contaminagéo por estes.
Nesta etapa, as réplicas biologicas e técnicas foram também mapeadas em separado. Mas,
como os resultados obtidos entre as réeplicas técnicas foram semelhantes, estes estdo
apresentados em conjunto na Tabela 5.6. Observou-se que, nas amostras de poliA, cerca de
7,5% das sequéncias correspondiam a RNAr. J& no caso das de ribosome profiling, este
percentual foi de 75% (Tabela 5.6).

Tabela 5.6. Mapeamento contra RNAr.

Amostra Condicao N’ inif:ial_ ot N° de sequéncias % de RNAr
sequéncias mapeadas vs RNAr
t=0 poliA 32.641.816 2.032.350 6,28%
t=0 RP 47.528.212 35.007.491 73,66%
TAB t=72h poliA 47.630.949 2.241.454 4,71%
t=72h RP 50.610.309 40.362.426 79,75%
t=0 poliA 43.470.078 2.139.877 4,92%
TASS t=0 RP 55.451.896 37.553.696 67,72%
t=72h poliA 25.670.241 3.003.703 11,7%
t=72h RP 56.298.386 48.045.208 85,34%
t=0 poliA 30.569.213 2.274.058 7,44%
TAS6 t=0 RP 43.778.504 29.286.722 66,9%
t=72h poliA 55.273.545 5.713.051 10,34%
t=72h RP 53.014.413 42.501.656 80,17%

5.6.2. Mapeamento contra RNAmM e normalizacdo dos dados

A lista de sequéncias que ndo mapearam contra RNAr foi utilizada para fazer o
mapeamento contra uma base de dados de RNAm, a qual possui uma lista de 34.760 transcritos.
A partir desta etapa, as réplicas técnicas foram unidas e tratadas em conjunto. As réplicas
bioldgicas ainda foram tratadas em separado. A partir das sequéncias de RNA poliA, em média,
obteve-se aproximadamente 51% de mapeamento para a condicdo t=0 e 42% para a condi¢éo
t=72h. Ja para as amostras de ribosome profiling, para a condicdo t=0, em média, 13% das
sequéncias mapearam, enquanto para a t=72h, este percentual foi de apenas 5% (Tabela 5.7). Os
dados de mapeamento obtidos foram normalizados (DESeq) e o resultado pode ser visualizado
na Figura 5.11. Apo6s a normalizacdo, foram descartados os transcritos que ndo possuiam
leituras e 0s que possuiam uma relagdo desvio padrdo/soma (D/S) maior que 0,2. Em seguida,
foram selecionados apenas 0s transcritos que possuiam pelo menos 30 leituras para cada réplica
bioldgica (Tabela 5.8). Apos esta filtragem, chegou-se a um cenario final de 18.140 transcritos
para a condigdo t=0 poliA, 17.420 para a t=72h poliA, 9.017 para a condi¢cdo t=0 ribosome
profiling e 8.168 para a condicdo t=72h ribosome profiling (Tabela S1).
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Tabela 5.7. Mapeamento contra RNAm.

Amostra Condicio N° inif:ial_ de N° de sequéncias % mapeados Vs
sequéncias mapeadas vs RNAmM RNAmM
t=0 poliA 32.641.816 12.785.846 39,17%
TAS4 t=0 RP 47.528.212 5.502.054 11,58%
t=72h poliA 47.630.949 18.212.054 38,24%
t=72h RP 50.610.309 3.302.610 6,53%
t=0 poliA 43.470.078 20.329.622 46,77%
TASS t=0 RP 55.451.896 9.352.154 16,87%
t=72h poliA 25.670.241 13.369.927 52,08%
t=72h RP 56.298.386 1.628.647 2,89%
t=0 poliA 30.569.213 20.400.367 66,74%
TAS6 t=0 RP 43.778.504 4.842.402 11,06%
t=72h poliA 55.273.545 19.614.276 35,49%
t=72h RP 53.014.413 2.589.229 4,88%
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Figura 5.11. Boxplot do niumero de leituras antes e ap6s a normalizégéo ([3ESeq5. Distribuicdo do
numero de reads dos genes para cada uma das amostras de poliA (A) e ribosome profiling (B) antes e
apos a normalizacdo pelo método DESeq.
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Tabela 5.8. Filtragem de transcritos.

N° de transcritos filtrados 0 —_
L N° transcritos final
(eliminados)

. N° de 0 <30 N° transcritos ok
Condigao transcritos leituras RiS0:2 leituras detectados &
poliA t=0 34.760 438 5.436 10.746 18.140 52,19%

RP t=0 34.760 1.693 10.567 13.483 17.420 50,12%
poliA t=72h 34.760 381 6.643 10.316 9.017 25,94%
RP t=72h 34.760 1.889 12.773 11.930 8.168 23,50%

*Percentual em relacdo ao banco de dados de referéncia de 34.760 transcritos.

Na figura 5.12, esta representado o mapeamento das leituras obtidas pelas amostras
de poliA e de ribosome profiling (TA84, t=0) para o transcrito da actina B (ACTB). E
possivel notar que, enquanto as amostras de poliA tém leituras ao longo de todo o transcrito,
as de ribosome profiling se limitam a regido de 1128 nucleotideos correspondente a ORF.
No caso do mapeamento das leituras de ribosome profiling, também € possivel verificar que

ha um maior nimero de leituras na regido inicial da ORF, onde ocorre a iniciacdo da

traducéo.
590 1 0|00 1|500

ACTB (Gene)

Anotagdo génica (1)
5UTR ORF IUTR

.

3718

poliA

(43.158 leituras)

0

4.005
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Figura 5.12. Mapeamento das leituras obtidas por poliA e por ribosome profiling sobre o
transcrito de actina B. O transcrito de actina B possui ao todo 1852 nucleotideos (representado nesta
figura pela barra azul superior), sendo que a ORF (barra amarela) possui 1128 nucleotideos (85-1212).
No eixo y esta indicado o nimero de leituras identificadas em cada regido do transcrito pelas amostras
de poliA (superior) e de ribosome profiling (inferior).

5.7. Analise dos resultados obtidos por sequenciamento

A partir da listagem de transcritos identificados, foi também feita uma lista dos
genes identificados (ou seja, desconsiderando-se os diferentes transcritos de um mesmo

gene) (Tabela S2). Primeiramente, foram comparadas as listas de poliA e ribosome
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profiling para cada uma das condi¢des (t=0 e t=72h). Observou-se que, em t=0, 59%
foram encontrados em ambas as amostras de RNA (poliA e ribosome profiling), enquanto
41% foram encontrados somente em poliA e menos de 1% foi identificado exclusivamente
em ribosome profiling (Figura 5.13 A). Em t=72h, 53% dos genes foram identificados em
ambas as amostras, 45% apenas em poliA e 2% apenas em ribosome profiling (Figura
5.13 B).

Ribosome
profiling

B poliA

[ Ambos

t=0 t=72h
(genes) (genes)

Figura 5.13. Comparacéo das listas de genes identificados para cada uma das amostras de
RNA (poliA e ribosome profiling). Foram comparadas as listas de genes identificados nas
amostras de poliA e de ribosome profiling nas diferentes condigdes t=0 (A) e t=72h (B), a fim de
identificar quais sequéncias haviam em comum e quais eram diferentes entre as duas amostras de
RNA.

Foram comparadas também as listas de t=0 e t=72h de cada uma das amostras de
RNA (poliA e de ribosome profiling). Esta comparacéo permite fazer uma primeira andlise
qualitativa dos genes identificados por cada uma das amostras de RNA como
diferencialmente expressos antes e apos a indugdo para diferenciacdo adipogénica. Quando
foram analisados os genes encontrados em poliA (Figura 5.14 A), observou-se que 5%
deles estavam presentes apenas nas sequéncias de t=0 e 4% apenas nas de t=72h e 91% em
ambas. Ja quando foi analisada a lista de genes de ribosome profiling (Figura 5.14 B),
observou-se que 15% destes estavam presentes apenas na listagem de t=0 e 8% apenas na
de t=72h.
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[ Ambos

poliA Ribosome profiling
(genes) (genes)

Figura 5.14. Comparacao das listas de genes identificados em cada uma das amostras de RNA
para cada uma das condic¢des. Foram confrontadas as listas de genes das diferentes condicdes (t=0 e
t=72h) para as amostras de poliA (A) e ribosome profiling (B), o que permite avaliar uma expressao
diferencial qualitativa entre as células que ndo foram induzidas para diferenciacdo adipogénica e as
gue foram induzidas.

Em seguida, foram comparados os resultados de t=0 e t=72h para calculo do fold change e
identificacdo dos genes regulados positivamente e negativamente apds trés dias de inducdo para
diferenciacdo adipogénica (Tabela S3). Dentre os genes regulados positivamente (log,(FC)>1,
valor de p<0,05), 194 foram encontrados apenas em poliA, 198 em ambas as amostras e 425
apenas em ribosome profiling (Figura 5.15 A). Ja entre os regulados negativamente (log,(FC)<-1,
valor de p<0,05), 169 foram identificados apenas em poliA, 150 em ambos e 741 em ribosome
profiling (Figura 5.15 B). Destaca-se o fato de que mais de 50% dos genes expressos

diferencialmente foram identificados apenas por ribosome profiling.

A I B I
log2(FC)=1 log2(FC)=-1
(genes) (genes)
Figura 5.15. Genes regulados positivamente e negativamente apos trés dias de inducdo para
adipogénese. Numero e percentual de genes que tiveram log,(FC) maior do que 1 (A) ou menor do
que -1 (B) e valor de p<0,05 ap6s a inducdo para diferenciacdo adipogénica por trés dias. Os graficos

evidenciam os genes que foram identificados como regulados apenas em uma das amostras de RNA
(poliA ou ribosome profiling) ou em ambas.

Ribosome
I profiling

B poliA

" Ambos
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5.7.1. Analise de ontologia génica — Genes regulados positivamente

Para as analises de ontologia génica, foram consideradas apenas as listas de genes
identificados para cada uma das condic¢des. Primeiramente foram analisados 0s genes que estavam
regulados positivamente em t=72h (log,(FC)>1, valor de p<0,05) (Tabela S5). Para isso, foram
consideradas trés listas em separado: a de genes que aparecem regulados positivamente somente
na amostra de ribosome profiling, a dos que aparecem apenas em poliA e a de genes que constam
em ambas as listas. Primeiramente, foi feita a analise de vias cujos genes aparecem regulados
positivamente em ambas as listas (intersec¢do das listas de poliA e ribosome profiling) através do
banco de dados KEGG (Tabela 5.9). Constatou-se que vias envolvidas na diferenciagdo
adipogeénica e de biossintese de lipideos aparecem reguladas positivamente. Entre elas esta a via
de sinalizacdo PPAR, que é caracteristica do processo de adipogénese (Figura 5.16, marcacdo em
vermelho). No caso das vias enriquecidas apenas em poliA, destaca-se a presenca de elementos da
via de sinalizacdo de PPAR, PPARy e SORBS1. Contudo, é preciso notar que estes genes
também foram identificados por ribosome profiling e tiveram a expressao aumentada em t=72h.
Entretanto, o nimero de leituras obtido ficou abaixo de 30 e, por isso, ndo foram computados na
listagem estabelecida. Ambos os métodos também detectaram regulacéo positiva na expressao de
FKBP5, sendo que, por poliA, foi detectado um aumento na taxa de expressdo de 10 vezes,
enquanto que, por ribosome profiling, este aumento foi de 20 vezes. Dentre as vias identificadas
apenas por ribosome profiling, destaca-se também a presenca de vias de apoptose. Entretanto,
cabe destacar que foram identificados tanto genes envolvidos na ativacdo da apoptose (ex:
ENDO-1) quanto inibidores (ex: BCL2-likel). Além disso, foi observada a presenca de genes
relacionados a vias de cancer. Os genes identificados como relacionados a esta via estdo
envolvidos em regulacdo de apoptose, proliferacdo e diferenciacdo celular.

As mesmas listas foram submetidas a analise pela ferramenta GOrilla, com
agrupamento por processo biolégico. Para os genes regulados positivamente apenas em poliA,
foram encontrados 20 termos, para os de ribosome profiling foram encontrados 59 e para 0s
genes que foram identificados como regulados positivamente em ambas as amostras de RNA
foram identificados 242 termos. Na Tabela 5.10 estdo representados os 15 termos com menor
valor de p identificados em cada uma das situagdes. Destaca-se a presenca de varios termos
relacionados ao metabolismo e a biossintese de lipideos como regulados positivamente em
ambas as amostras de RNA. Alguns destes termos aparecem apenas na listagem de poliA. No
caso dos termos detectados apenas por ribosome profiling, destaca-se a presenca de processos
de desenvolvimento e de diferenciacdo. Além disso, foram também encontrados como

regulados positivamente genes relacionados a regulacéo da proliferacdo e & adeséo celular.
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Tabela 5.9. Andlise pelo banco de dados KEGG dos genes regulados positivamente ap6s 72h de
diferenciacdo adipogénica para cada uma das amostras de RNA.

Regulados positivamente somente em poliA

Termo N° genes identificados Valor de p
Biossintese de acido de bile primario 3 9.62E-03
Via de sinalizacdo PPAR 4 2.68E-02
Interacdo citocina-citocina receptor 6 9.89E-02

Regulados positivamente somente em ribosome profiling

Apoptose 7 2.4E-02
Biossintese de keratan sulfato 3 4.9E-02
Biossintese de terpendide 3 5.6E-02
Vias em cancer 14 7.8E-02
Metabolismo de triptofano 4 8.3E-02
Via de sinalizagio de neurotrofina 7 1.0E-01

Regulados positivamente em poliA e ribosome profiling
Biossintese de &cidos graxos insaturados 6 3.2E-05

Biossintese de esteroides 4 3.0E-03
Metabolismo de xenobidticos por citocromo P450 6 3.9E-03
Metabolismo de piruvato 5 5.2E-03
Via de sinalizagdo PPAR 6 7.2E-03
Biossintese de hormdnio esterdide 5 8.5E-03
Metabolismo de propanoato 4 1.8E-02
Metabolismo de butanoato 4 2.2E-02
Metabolismo de acido graxo 4 3.3E-02
Reabsorcao de sodio regulada por aldosterona 4 3.5E-02
Degradacdo de valina, leucina e isoleucina 4 4.2E-02
Metabolismo de glutationa 4 5.8E-02
Metabolismo de prolina e arginina 4 6.7E-02
Via de sinalizacdo de insulina 6 9.0E-02
VIA DE SINALIZAGAO PPAR
Adipécito
~-—*éfzzz:;;z:i““‘““g} .
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Figura 5.16. Ativacdo da via de sinalizacdo PPAR ap06s 72 horas de inducéo para diferenciacdo
adipogénica em poliA e em ribosome profiling. Uma das vias caracteristicas da diferenciagdo
adipogénica é a do PPAR. Marcados com uma estrela vermelha estdo os genes que aparecem
regulados positivamente tanto em poliA quanto em ribosome profiling. J& as estrelas azuis indicam os
genes que aparecem regulados positivamente apenas nas amostras de poliA.

73



Tabela 5.10. Analise pelo banco de dados GOrilla dos genes envolvidos em processos metabdlicos
regulados positivamente apds 72h de diferenciacdo adipogénica para cada uma das amostras de RNA.
Regulados positivamente somente em poliA

N° genes
Termo ident?ficados Valor de p
Processo metabdlico de &cido de bile 5 1.67E-05
Processo metabdlico de colesterol 8 2.81E-05
Processo biossintético de &cido de bile 4 2.88E-05
Processo metabdlico de esterol 8 5.34E-05
Processo metabdlico de esteroide 10 7.90E-05
Regulacdo de processo biossintético de esterdide 5 1.92E-04
Processo metabdlico de isoprendide 6 2.15E-04
Resposta celular a ion zinco 3 2.15E-04
Regulacdo de secrecdo de glucagon 2 2.56E-04
Processo metabolico de terpendide 5 3.73E-04
Regulacdo de armazenamento de colesterol 3 4.50E-04
Desenvolvimento de osteoblasto 3 6.11E-04
Processo metabdlico de xenobioticos 6 6.99E-04
Regulagédo da pressdo sanguinea 6 6.99E-04
Remodelamento de particula de lipoproteina de baixa densidade 2 7.61E-04
Regulados positivamente somente em ribosome profiling
Processo de desenvolvimento de organismo (nico 131 3.95E-08
Regulacédo de processo de desenvolvimento 73 4.41E-08
Processo de desenvolvimento 140 5.37E-08
Regulagéo da diferenciagao celular 55 5.40E-07
Desenvolvimento de estrutura anatdmica 91 1.68E-06
Resposta a composto contendo oxigénio 50 4.62E-06
Processo de organismo Unico 290 5.76E-06
Desenvolvimento de 6rgdo 49 6.28E-06
Regulacéo de desenvolvimento do organismo multicelular 52 8.66E-06
Regulacéo da proliferacdo celular 54 1.10E-05
Adesdo celular 36 1.23E-05
Adesao biologica 36 1.29E-05
Processo de desenvolvimento envolvido em reprodugéo 22 1.47E-05
Resposta a estimulo end6geno 52 1.79E-05
Resposta a composto organitrogénio 34 5.30E-05
Regulados positivamente em poliA e ribosome profiling
Processo metabélico de lipideos 44 4.63E-14
Regulacéo da proliferacao celular 47 1.12E-13
Processo metabdlico de &cido monocarboxilico 26 4.12E-13
Processo de organismo Unico 164 1.14E-12
Processo metabdlico de pequenas moléculas 69 1.63E-12
Processo metabélico de acidos graxos 20 3.11E-11
Processo metabélico de lipideo celular 34 2.02E-10
Processo do organismo multicelular 62 4.81E-10
Processo metabdlico oxoécido 35 5.35E-10
Processo metabdlico de acidos organicos 35 6.95E-10
Processo biossintético de lipideos 25 9.98E-10
Regulacdo positiva de processo biolégico 83 1.94E-09
Processo de organismo Unico-multicelular 60 2.14E-09
Processo metabolico de organismo Unico 87 2.38E-09
Resposta a quimico 62 3.50E-09
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5.7.2. Analise de ontologia génica — Genes regulados negativamente

Em seguida, foram analisados os genes que estavam regulados negativamente em t=72h
(Tabela S6). Primeiramente, foi feita a analise através do banco de dados KEGG, cujos resultados
encontrados estao descritos na Tabela 5.11. Destaca-se o fato de que genes relacionados com adesao
focal e envolvidos na regulacdo do citoesqueleto de actina aparecem nas trés listagens. Contudo, a
maioria dos genes foram detectados como regulados negativamente apenas por ribosome profiling.
Esta técnica também permitiu verificar que 53 genes ribossomais estdo regulados negativamente,

assim como 9 genes relacionados com a biossintese de RNAt (Tabela 5.11).

Tabela 5.11. Anélise pelo banco de dados KEGG dos genes regulados negativamente ap6s 72h de
diferenciacé@o adipogénica para cada uma das amostras de RNA.
Regulados negativamente somente em poliA

Termo N° genes identificados Valor de p
Juncdes aderentes 5 7.1E-03
Carcinoma de célula basal 4 1.7E-02
Adeséo focal 6 5.0E-02
Cancer colorretal 4 5.1E-02
Regulacdo do citoesqueleto de actina 6 6.3E-02
Cancer endometrial 3 9.5E-02
Regulados negativamente somente em ribosome profiling
Ribossomo 53 1.5E-42
Infeccdo patogénica por Escherichia coli 17 1.2E-07
Regulagéo do citoesqueleto de actina 34 3.6E-07
Exportacdo de proteina 5 7.3E-04
Adesdo focal 24 1.9E-03
Biossintese de aminoacil-RNAt 9 2.6E-03
Migracdo transendotelial de leucécito 16 4.3E-03
Cardiomiopatia dilatada 13 8.3E-03
Fagocitose mediada por Fc gama R 13 1.1E-02
Cardiomiopatia hipertréfica (HCM) 12 1.2E-02
Juncdo aderente 16 1.4E-02
Juncéo gap 12 1.7E-02
Infeccdo por Vibrio cholerae 9 1.7E-02
Orientagdo do axénio 14 4.4E-02
Metabolismo de frutose e manose 6 5.0E-02
Proteassomo 7 6.0E-02
Metabolismo do selenoaminoacido 5 6.7E-02
Via de sinalizacdo da neurotrofina 13 6.7E-02
Spliceossomo 13 7.4E-02
Via de sinalizacdo VEGF 9 7.9E-02

Regulados negativamente em poliA e ribosome profiling
Via pentose fosfato 3 3.5E-02

Cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito (ARVC) 4 6.0E-02
Juncdes aderentes 4 6.2E-02
Moléculas de adesao celular (CAMS) 5 6.9E-02
Biossintese de aminoacil-RNAt 3 8.4E-02
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As mesmas listas foram, entdo, submetidas a analise pela ferramenta GOrilla, com
agrupamento por processo bioldgico. Para os genes regulados negativamente apenas em poliA
foram encontrados 13 termos, para os identificados apenas em ribosome profiling foram
encontrados 141 termos e para 0S genes que apareceram em ambas as listas foram
identificados 42 termos. Os 15 termos com menor valor de p de cada uma das listas estdo
descritos na Tabela 5.12. Para a listagem de genes identificados como regulados
negativamente em ambas as amostras de RNA, destaca-se a identificacdo de termos
relacionados com a regulacdo negativa de processos biologicos, metabdlitos, de fosforilacdo e
de proliferacdo celular. Para os encontrados apenas em poliA, estdo termos relacionados com
0 desenvolvimento muscular e de manutengdo de CT somaéticas. Para os genes regulados
negativamente em ribosome profiling, foram identificados diversos termos relacionados a
traducdo. Também foram identificados termos relacionados a transcricdo e ao ciclo de vida
viral. Contudo, 0s genes relacionados a estes dois termos séo, na verdade, genes ribossomais.
Outro gene importante que teve regulacdo negativa detectada por ribosome profiling foi
KLF2, um inibidor de adipogénese. Ao fazer o mapeamento das leituras no transcrito de
KLF2, é possivel verificar uma maior concentracdo de footprints ribossomais na regido 3’ da
ORF (Figura 5.17).
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Tabela 5.12. Andlise pelo banco de dados GOrilla dos genes envolvidos em processos metabolicos
regulados negativamente apds 72h de diferenciacdo adipogénica para cada uma das amostras de
RNA.

Regulados negativamente somente em poliA

N° genes

Termo i dent?fica dos Valor de p
Desenvolvimento de tecido muscular esquelético 6 1.54E-05
Desenvolvimento de tecido muscular 7 1.97E-05
Desenvolvimento de tecido 16 2.21E-05
Desenvolvimento de tecido muscular estriado 6 8.02E-05
Diferenciacdo celular 26 1.60E-04
Geragdo de neurénios 3 1.70E-04
Regulacéo positiva de fosforilagédo de peptidil-serina 5 2.59E-04
Diferenciacao de leucdcitos 8 3.63E-04
Desenvolvimento de célula glial 4 4.63E-04
Morfogénese embrionéria de genitalia 2 6.50E-04
Morfogénese embriondria da porcdo final do tubo digestivo 2 6.50E-04
Desmontagem do componente celular envolvido na fase de execugédo da
apoptose 5 6.91E-04
Manutencdo de CTs somaticas 4 7.24E-04

Regulados negativamente somente em ribosome profiling
Elongacg&o da traducdo 54 1.53E-38
Marcacdo cotraducional de proteina dependente de SRP para membrana 55 1.17E-37
Transcricao viral 49 2.08E-37
Marcacdo cotraducional de proteina para membrana 55 4.44E-37
Marcagdo de proteina para reticulo endoplasmatico 55 4.44E-37
Ciclo de vida viral 51 5.99E-37
Estabelecimento de localizagdo de proteina no reticulo endoplasmatico 55 8.51E-37
Terminacdo da tradugéo 49 1.07E-36
Desmontagem de complexo de proteina celular 52 2.51E-36
Iniciagdo da traducéo 55 1.12E-34
Desmontagem de complexo de proteina 54 2.75E-34
Desmontagem de complexo macromolecular 55 6.12E-34
Marcacdo de proteina para membrana 59 2.30E-33
Traducdo 72 6.51E-29
Estabelecimento de localizagdo de proteina na membrana 61 1.06E-28
Regulados negativamente em poliA e ribosome profiling

Regulacéo da proliferacdo celular 26 1.39E-05
Processo de desenvolvimento 55 2.54E-05
Regulacdo negativa de processo biologico 51 4.85E-05
Regulacdo negativa de processo metabdlico de fésforo 12 7.18E-05
Regulacdo negativa de processo metabdlico de fosfato 12 7.18E-05
Regulacdo negativa de processo celular 48 7.22E-05
Hidroxilagdo peptidil-prolina 3 7.48E-05
Morfogénese de estrutura anatbmica 24 7.50E-05
Regulacdo de fosforilacdo de proteina 21 7.94E-05
Regulacéo de fosforilagdo 23 1.09E-04
Regulacdo negativa de fosforilagdo de proteina 10 1.17E-04
Regulacéo negativa de fosforilagéo 11 1.23E-04
Processo de organismo Unico 109 1.37E-04
Processo de desenvolvimento de organismo unico 49 1.65E-04
Regulacédo negativa de proliferagdo celular 15 1.75E-04
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Figura 5.17. Mapeamento das footprints ribossomais nos transcrito de KLF2. Resultado do
mapeamento das leituras obtidas por ribosome profiling no transcrito de KLF2 em t=0 (A) e em t=72h
(B) (TAB84, réplica técnica 3). Em t=0, é possivel observar a ocorréncia de uma concentracdo de
footprints ribossomais na regido 5’ da ORF principal, entretanto o maior namero de footprints esta
localizado na regido 3’da ORF. Para t=72h, a cobertura foi bastante baixa, reflexo da menor eficiéncia
de traducdo deste transcrito. Todavia, é possivel verificar que as poucas leituras obtidas se concentram
também nas regides 5’ e, principalmente, 3° da ORF principal.

5.7.3. Eficiéncia traducional

Em seguida, foi feita a analise de ontologia génica dos genes que tiveram eficiéncia
traducional reduzida ou aumentada ap6s 72 horas de inducdo para diferenciacdo adipogénica
(Tabela S4, Tabela S7). Primeiramente, foi feita analise pelo banco de dados KEGG (Tabela
5.13). Destaca-se o fato de que, nesta analise, alguns genes relacionados a adesao focal e a
regulacdo de citoesqueleto de actina tiveram eficiéncia traducional aumentada. Por outro lado,
70 genes relacionados com ribossomos e 7 relacionados a biossintese de aminoacil-RNAt
tiveram a eficiéncia traducional reduzida.
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Tabela 5.13. Analise pelo banco de dados KEGG dos genes que tiveram eficiéncia traducional
aumentada (log>>1) ou reduzida (log,<-1) apds 72h de diferenciacdo adipogénica para cada uma
das amostras de RNA.

log, de eficiéncia traducional > 1

N° genes
Termo ident?ficados Valor de p
Biossintese de sulfato de condroitina 3 1.3E-02
Regulagéo do citoesqueleto de actina 6 2.8E-02
Interacdo ECM-receptor 4 3.0E-02
Adesao focal 5 7.7E-02
log, de eficiéncia traducional <-1
Ribossomo 70 2.8E-87
Doenca de Parkinson 16 6.7E-05
Doenca de Huntington 19 1.0E-04
Fosforilacdo oxidativa 14 9.8E-04
Infeccdo patogénica por Escherichia coli 9 1.1E-03
Biossintese de aminoacil-RNAt 7 3.7E-03
Doenca de Alzheimer 14 7.2E-03
Proteassomo 7 7.3E-03
Metabolismo de selenoaminoacidos 4 7.0E-02

As mesmas listagens de genes foram submetidas a analise com a ferramenta GOrilla,
com foco na classificacdo por processos bioldgicos (Tabela 5.14). Foram identificados 21
termos relacionados aos genes que tiveram eficiéncia traducional aumentada e 168 com
eficiéncia reduzida. Os 20 termos com menor valor de p estdo representados na Tabela 5.14.
Dentre os termos relacionados como ativados traducionalmente, estdo alguns relacionados a
adesdo celular e a organizacdo da matriz extracelular. Ja entre os termos com reducdo da
eficiéncia traducional, estdo termos relacionados com traducdo. Destaca-se também o fato de

que genes relacionados a via NMD também tiveram regulacdo negativa.
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Tabela 5.14. Andlise pelo banco de dados GOrilla dos genes que tiveram eficiéncia traducional
aumentada (log>>1) ou reduzida (log,<-1) apds 72h de diferenciacdo adipogénica para cada uma
das amostras de RNA.

log, de eficiéncia traducional > 1

N° genes
Termo ident?ficados Valor de p
Regulagéo da ades&o celular 12 4.34E-07
Regulagéo positiva da adesao celular 8 3.15E-06
Desenvolvimento de estrutura anatbmica 30 8.80E-05
Regulacdo negativa de ativacdo de complemento, via de lectina 2 9.36E-05
Regulacdo de ativacdo de complemento, via de lectina 2 9.36E-05
Adeséo celular 14 1.14E-04
Adesdo biolbdgica 14 1.17E-04
Processo de desenvolvimento de organismo Unico 39 1.33E-04
Regulacdo positiva de adesao célula-susbtrato 5 1.43E-04
Regulacdo de qualidade bioldgica 28 2.09E-04
Processo de desenvolvimento 41 2.15E-04
Organizagédo de matriz extracelular 9 2.31E-04
Organizagdo de estrutura extracelular 9 2.31E-04
Regulacdo negativa de despolimerizagdo de proteina 4 3.91E-04
Regulacdo negativa de complexo de desmontagem de proteina 4 4.35E-04
Processo biossintético de glicosaminoglicana 5 7.02E-04
Processo biossintético de aminoglicana 5 7.47E-04
Processo metabdlico de sulfato de condroitina 4 7.78E-04
Regulacdo de despolimerizacdo de proteina 4 7.78E-04
Desenvolvimento de 6rgdo 16 8.93E-04
log, de eficiéncia traducional < -1

Elongacgéo da traducdo 72 9.08E-87
Transcricdo viral 67 2.04E-86
Terminacdo da tradugéo 67 4.96E-85
Ciclo de vida viral 69 9.06E-85
Iniciagdo da traducéo 74 8.32E-82
Desmontagem de complexo de proteina celular 68 5.20E-80
Marcacdo cotraducional de proteina dependente de SRP para

membrana 70 2.17E-79
Marcacdo cotraducional de proteina para membrana 70 1.75E-78
Marcacdo de proteina para o reticulo endoplasmético 70 1.75E-78
Estabelecimento de localizacdo de proteina no reticulo endoplasmatico 70 4.83E-78
Desmontagem de complexo de proteina 69 1.38E-74
Desmontagem de complexo macromolecular 70 5.47E-74
Processo catabélico de RNAm nucleo-transcrito, NMD 69 497E-73
Tradugdo 89 3.63E-70
Marcacdo de proteina para membrana 70 1.72E-66
Estabelecimento de localizacdo de proteina para membrana 72 2.38E-60
Processo catabolico de RNAm nucleo-transcrito 70 2.70E-59
Processo catabolico de RNAm 71 3.49E-59
Marcagdo de proteina 80 6.09E-58
Processo catabolico de RNA 73 1.03E-57
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5.8. Anélise por ribosome profiling de genes e vias regulados traducionalmente

5.8.1. Regulagéo das vias de sinalizacao de adeséo focal e do citoesqueleto de actina

A analise de ontologia génica revelou que dois sistemas tiveram alguns genes com
regulagdo negativa e outros com positiva em t=72h: a via de sinalizagéo de adeséo focal e a de
regulacdo do citoesqueleto de actina. Em ambos os sistemas, a maior parte dos genes
apresentou regulacdo negativa quando foi analisada a expressdo diferencial por ribosome
profiling (Figura 5.18, marcacdo em vermelho). Alguns, genes, contudo, tiveram a eficiéncia
traducional aumentada (Figura 5.18, marcacao em verde).

Quanto a adesdo celular, foi possivel notar que os genes que tiveram a expressao
reduzida estdo principalmente relacionados com a sinalizacdo interna desencadeada pela
adesdo focal. Dentre eles estdo FAK (focal adhesion kinase, quinase de adesédo focal) e RhoA,
as quais tiveram uma queda de expressdo de mais de duas vezes (log,=-1,4 e -1,2,
respectivamente) na analise por ribosome profiling. Por outro lado, dentre 0s genes que
tiveram regulacdo positiva (no caso, eficiéncia traducional aumentada) estda MLCP, o qual
possui efeito inibitério sobre a via de RhoA. Além disso, foi observado aumento do nimero
de sequéncias identificadas de outros tipos de moléculas de adesdo, como NRCAM e
fibronectina 1.

Quanto a regulacdo do citoesqueleto de actina, é possivel notar que as vias
relacionadas com a polimerizagdo de actina e formacdo de fibras de stress e de lamelopddios
estdo majoritariamente inibidas. Algumas destas vias, inclusive, estdo interligadas as vias de
sinalizacéo de adesé&o focal (FAK e RhoA) (Figura 5.18 A, B).
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Figura 5.18. Regulacdo das vias de regulacdo do citoesqueleto de actina e de adesdo focal em
t=72h. Os esquemas representam 0s principais genes envolvidos na regulacdo do citoesqueleto de
actina (A) e na via de sinalizacdo desencadeada por adesdo focal (B). As estrelas em vermelho
destacam genes que tiveram regulacdo negativa quando foram analisados os dados de ribosome
profiling. As estrelas em verde indicam genes que tiveram a eficiéncia traducional aumentada apés 72
horas de inducéo para diferenciacdo adipogénica.
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5.8.2. Regulacdo de diferentes vias e sistemas relacionados a traducéo

Um dos resultados observados de maior destaque é a forte regulacéo negativa detectada
por ribosome profiling de genes relacionados a traducdo. Observou-se que 70 genes
relacionados ao ribossomo (anélise por KEGG) tiveram eficiéncia traducional reduzida (Figura
5.19). Destaca-se o fato de que muitos destes genes apresentaram um aumento no nimero de
leituras detectado por poliA. Contudo, o nimero de footprints ribossomais foi reduzido. Dentre
0S genes que tiveram maior reducdo de eficiéncia traducional estd a proteina ribossomal da
subunidade maior 30 (RPL 30). O mapeamento de leituras do transcrito de RPL30 em t=0 e
t=72h esta representado na Figura 5.20. E possivel observar a reducio no nimero de leituras
em t=72h, porém o padrdo de distribuicdo ao longo do transcrito é bastante semelhante nas
duas condicBes. Em ambas as condicGes, pode-se notar a ocorréncia de uma maior concetracéo
de footprints na regido 5> da ORF principal, ou seja, na regido de iniciacdo da tradugdo. Além
dos genes ribossomais, também tiveram eficiéncia traducional reduzida genes relacionados a
biossiontese de aminoacil-RNAt, ao processo de iniciacdo, elongacdo e terminacdo da
atividade traducional, a marcacdo cotraducional para enderecamento de proteina nascente,

processamento de RNAr, montagem das subunidades ribossomais, entre outros.
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Figura 5.19. Regulagdo da eficiéncia traducional de proteinas ribossomais. Marcadas com estrela
vermelha estdo os genes das proteinas das subunidades ribossomais maior (large, L) e menor (small, S)
que tiveram eficiéncia traducional reduzida ap6s 72 horas de inducéo para diferencia¢éo adipogénica.
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Figura 5.20. Mapeamento das footprints ribossomais no transcrito de RPL30. Resultado do

mapeamento das leituras obtidas por ribosome profiling no transcrito de RPL30 em t=0 (A) e em
t=72h (B) (TA86, réplica técnica 1).

5.9. Preparo de amostras para analise por protedmica

A etapa seguinte do trabalho consistiu no preparo das amostras para analise por
protedbmica. Para o doador TA84, foram utilizadas 4,6x10° células para a condicdo t=0 e
2,2x10° células para a condicdo t=72 horas. Ao final do protocolo, foram preparados 6 stage-
tips para cada amostra, com 10 pg de proteina cada um. Para o doador TA85, foram utilizadas
3,5x10° células para a condigéo t=0 e 3,1x10° células para a amostra t=72h, sendo que, ao
final, foram preparadas também 6 stage-tips para cada amostra, com 15 pg de proteina cada
um. J4 para o doador TA86, foram utilizadas 3,2x10° células para a condigdo t=0 e 2,9x10°
celulas para a condigdo t=72 horas. Ao final do protocolo, foram preparados 6 stage-tips para
cada amostra, com 15 g de proteina cada um. As amostras foram armazenadas a 4° C para
posterior analise por espectrometria de massa. Em uma corrida teste de 2 horas com as

proteinas eluidas de um stage-tip (TA86 t=0), foram identificadas 467 proteinas.
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6. DISCUSSAO

6.1. Padronizagéo do protocolo de ribosome profiling

A primeira fase do trabalho consistiu na adaptacdo e estabelecimento do protocolo de
ribosome profiling para o estudo de CTs adultas obtidas de tecido adiposo. A primeira etapa do
processo consiste na lise celular. Para isso, foram testadas quatro solugdes. A solucdo 2
(Spangenberg et al., 2013) apresentou 0 melhor rendimento, obtendo-se uma maior quantidade
de RNA ao final do processo (Tabela 5.1). Com o uso desta solucdo também ndo foi observada
mudanca na viscosidade da solucdo (indicativo de precipitacdo do DNA), como ocorreu com 0
uso das solucbes 3 e 4. No caso destas duas solugdes, a mudanca de viscosidade sugere que
houve degradacdo da membrana plasmatica e extravasamento do contetdo nuclear. Isso pode
estar relacionado ao fato de que estas solucbGes foram padronizadas para um tipo de célula
bastante diferente das humanas, como é o caso do Trypanosoma cruzi, o qual se caracteriza por
possuir um citoesqueleto subpelicular e ser bastante resistente a variagbes no meio ambiente
onde se encontra. Ainda sobre o uso da solucédo 2, é importante notar que esta composi¢éo ja foi
utilizada no trabalho de polysome profiling de CTs realizado por nosso grupo (Spangenberg et
al., 2013). Assim, a escolha desta solucdo também facilita a comparacgdo dos resultados obtidos
neste trabalho com dados anteriores do grupo.

A etapa seguinte, de digestdo do RNA, tem como objetivo degradar o RNA que se
encontra exposto, preservando-se aquele que esta protegido pelos ribossomos. Este processo
foi descrito por Steitz em 1969, sendo que, neste trabalho, também foi identificado o tamanho
da footprint deixada pelo ribossomo, que é de cerca de 30 nucleotideos. Neste trabalho foi
utilizada como nuclease a enzima Benzonase® e foram testadas diferentes concentracoes e
momentos de aplicacdo desta a fim de otimizar a obtencéo dos fragmentos de 30 nucleotideos.
Quanto ao momento de aplicacdo foi testado o protocolo utilizado por Ingolia e
colaboradores, no qual a enzima foi aplicada diretamente sobre o lisado celular, atuando sobre
todo o conjunto de RNASs extraidos do citoplasma celular. Em seguida, o material digerido foi
aplicado sobre um colchdo de sacarose (1 M) e submetido a ultracentrifugacdo a fim de
sedimentar os ribossomos associados ao RNA. Além de sedimentar 0s monossomos, este
processo serve para “limpar” a amostra, sendo que parte dos restos de RNA livres, ou seja,
gue ndo estdo associados aos ribossomos, fica retida na sacarose. Ao aplicar este processo,
vimos que foi possivel recuperar e extrair RNA e que os fragmentos de 30 nucleotideos foram
preservados (Figura 5.2 B, C). Também foi testado outro protocolo, no qual a enzima foi

aplicada apds a ultracentrifugacdo. Esta metodologia € utilizada por um grupo colaborador do
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instituto para realizacdo de ribosome profiling em Trypanosoma cruzi. Contudo, este
protocolo ndo foi bem sucedido em CTs humanas derivadas de tecido adiposo e ndo foi
possivel recuperar RNA ao final do processo (Figura 5.2 D, E). Um dos motivos que pode ter
levado a este resultado € que, através da ultracentrifugacdo, pouco RNA associado a
complexos proteicos (inclusive polissomos) foi sedimentado, e a concentracdo de
Benzonase® utilizada foi demasiada, levando a degradacdo completa da amostra. O fato de
que foi utilizado um colch&o de sacarose de 2 M - ou seja, duas vezes mais concentrado -
pode ter dificultado a sedimentacdo dos complexos como os polissomos. Tendo em vista que
o primeiro protocolo foi bem sucedido e que as condi¢Ges utilizadas foram satisfatorias,
optamos pela escolha desta metodologia. Quanto a quantidade de Benzonase® utilizada,
foram testadas duas concentragdes, 250 e 500 unidades da enzima para 10° células. Nos dois
casos, foi obtida aproximadamente a mesma quantidade de RNA e optou-se, portanto, pelo
uso de 250 unidades de Benzonase®. Posteriormente, passou-se a utilizar um novo lote da
enzima, com menor grau de pureza e, por este motivo, optou-se por aumentar a concentragao
de uso desta para 375 unidades para 10° células.

Em seguida, a separacdo dos fragmentos de 30 nucleotideos foi realizada.
Primeiramente, foi testado o sistema de fracionamento flashPAGE™, o qual permite que as
fracOes separadas por eletroforese sejam coletadas em intervalos de tempo determinados. No
experimento piloto realizado, a separagéo por este sistema foi bem sucedida (Figura 5.3 A, B).
Entretanto, ao tentar repetir o experimento, o resultado ndo foi satisfatério (Figura 5.3 C, D).
Além disso, o produto flashPAGE™ foi descontinuado pelo fabricante. Assim, buscou-se um
protocolo de eletroforese alternativo e optou-se pelo sistema utilizado por Ingolia e
colaboradores (2011), de eletroforese em gel de acrilamida-ureia, excisdo da banda de 30

nucleotideos e purificacdo do RNA, sendo que esta metodologia foi bem sucedida (Figura 5.4).
6.2. Aplicagéo do protocolo de ribosome profiling ao estudo de CTs obtidas de tecido adiposo

Uma vez estabelecido o protocolo, este foi aplicado ao estudo do processo de
diferenciacdo das CTs humanas derivadas de tecido adiposo ap0s trés dias de indugdo. O
protocolo padronizado foi bem sucedido, sendo que, para cada uma das amostras, foi possivel
recuperar, ao final do processo, a quantidade necessaria de RNA (minimo de 100 ng) de
aproximadamente 30 nucleotideos para a realizacdo do sequenciamento. A andlise do
tamanho e a quantificagdo dos fragmentos recuperados feitas pelo sistema Agilent 2100
Bioanalyzer revelaram que houve uma pequena variagdo no tamanho dos fragmentos

recuperados, de 28 a 31 nucleotideos, que sera discutida posteriormente. Mas, alem disso, foi
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possivel perceber que houve comigracdo de fragmentos de tamanhos diversos, como, por
exemplo, com menos de 25 nucleotideos (Figura 5.9) e com mais de 35 nucleotideos (Figura
5.8). Parte desta contaminacdo pOde ser removida durante o preparo das amostras para
sequenciamento, em que foi feita uma etapa de selecdo dos fragmentos pelo tamanho, e
também durante o trimming das sequéncias obtidas, em que foi realizada uma etapa de

filtragem por tamanho (tema que também sera discutido adiante).

6.2.1. Analise do sequenciamento

Para 0 sequenciamento, optou-se por fazer um pool de todas as amostras e deposita-lo
em quatro laminas completas (em média, 500 milhdes de beads por 1amina). Isso foi feito para
minimizar a variabilidade na manipulacdo das réplicas bioldgicas e do processo de
sequenciamento (réplicas técnicas). Ap0s 0 sequenciamento, constatou-se que foi obtido o
namero de leituras esperado para cada amostra, com cerca de 60 milhdes de leituras para cada
uma das amostras de poliA e 170 milhdes para cada uma das de ribosome profiling. Conforme
descrito anteriormente, em uma das laminas houve um problema na identificacdo de duas
ligacOes e este material foi desconsiderado nesta primeira analise.

Na primeira etapa de trimming, em que foi feita a retirada dos adaptadores, constatou-
se que estes foram identificados em cerca de 15% das sequéncias de poliA e em cerca de 30%
das de ribosome profiling. E importante lembrar que os fragmentos de RNA poliA utilizados
possuiam entre 150 a 200 nucleotideos. Como foram sequenciados apenas 50 nucleotideos,
este percentual de sequéncias nas quais o adaptador foi identificado provavelmente
corresponde a sequéncias sem inserto, por exemplo, dimeros de adaptadores. J& os fragmentos
de ribosome profiling possuiam cerca de 30 nucleotideos. Portanto, esperava-se que o
sequenciamento chegasse aos adaptadores. Entretanto, estes foram identificados em apenas
30% das sequéncias. Isso, em parte, pode ser devido a presenca de sequéncias sem adaptador.
Mas também € possivel que isso se deva a uma queda na qualidade da leitura da sequéncia.
Uma das caracteristicas do sistema SOLID™ ¢ uma diminui¢do gradual na precisdo do
sequenciamento ao longo dos ciclos. Assim, engquanto as primeiras bases sdo precisamente
determinadas, as posicOes finais ndo tém uma boa leitura, aumentando a chance de erro. Isso é
agravado pelo fato de que o sistema de decodificacdo depende da informacdo de duas cores
consecutivas. Assim, o erro na identificacdo em um fluorocromo leva a decodificacéo errébnea
de todas as posic¢oes subsequentes. Como os adaptadores estéo localizados na regiéo final das
sequéncias, é possivel que estes ndo sejam identificados devido a erros no sequenciamento.

Por isso, a etapa seguinte de trimming por qualidade é bastante importante, pois permite a
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remocao dos fragmentos de sequéncia com baixa qualidade. P6de-se notar que, em média,
90% das sequéncias sofreram trimming por qualidade tanto nas amostras de poliA quanto nas
de ribosome profiling. A filtragem por tamanho também auxilia na remog&o de sequéncias em
que os adaptadores ndo foram removidos e que, portanto, ficaram com tamanho maior do que
0 esperado.

Ao final deste processo, observou-se que, para as amostras de poliA, entre 65% e 70%
das sequéncias iniciais passaram pelo trimming. Este percentual condiz com o fato de que
15% das sequéncias aparentemente ndo possuiam inserto e, portanto, foram descartadas, além
das perdas por filtragem de tamanho e qualidade. Ja para as de ribosome profiling, em media,
apenas 30% das sequéncias passaram pelo trimming. Neste caso, isso pode estar relacionado a
perdas durante o trimming de qualidade e também devido a dificuldade de deteccdo dos
adaptadores abordada anteriormente. Como muitos adaptadores ndo foram reconhecidos e,
portanto, ndo foram removidos das sequéncias, estas ficaram com um tamanho maior do que o
esperado e, portanto, foram eliminadas na filtragem por tamanho. Apds a conclusdo do
trimming, foi possivel perceber que as sequéncias selecionadas possuiam qualidade com valor

PHRED entre 20 e 30 (maioria proximo a 30), o que significa uma precisao de 99% a 99,9%.

6.2.2. Footprints ribossomais de CTs humanas obtidas de tecido adiposo

Durante a aplicacdo do protocolo de ribosome profiling, apds a separacdo por
eletroforese e recuperacdo do RNA digerido por endonuclease, foi feita analise do tamanho
dos fragmentos obtidos. Observou-se que houve uma pequena variacdo de tamanho das
sequéncias, entre 28 e 31 nucleotideos (Figuras 5.7, 5.8 e 5.9). Esta variagdo pode estar
relacionada a um grau de imprecisdo do sistema na deteccdo (Agilent 2100 Bioanalyzer) de
diferencas de tamanho de poucos nucleotideos. Além disso, em ambos os trabalhos
publicados em 2009 e 2011, Ingolia e colaboradores descreveram que ha sim uma pequena
varia¢do no tamanho das footprints ribossomais sequenciadas. No estudo realizado em 2009, a
partir de células de levedura, foi observado que as sequéncias obtidas a partir de ribosome
profiling tinham de 22 a 31 nucleotideos, sendo que a maior parte tinha entre 28 e 30
nucleotideos (Ingolia et al., 2009). Ja no trabalho publicado em 2011, em que foram utilizadas
CTs embrionarias de camundongo, os fragmentos sequenciados tinham entre 27 e 34 nt,
sendo que a maior parte tinha entre 30 e 32 nucleotideos (Ingolia et al., 2011). Assim, pode-se
notar que, além de haver uma pequena faixa de variacao entre as footprints obtidas a partir de
um mesmo experimento, houve tambeém certa variacdo entre as footprints obtidas de espécies

diferentes. Em trabalho de ribosome profiling de mitocdndrias de fibroblastos humanos,
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observou-se que havia também uma variacdo no tamanho das footprints obtidas, com uma
distribuicdo bimodal com picos em 27 e 33 nucleotideos (Rooijers et al., 2013). J& quando o
protocolo de ribosome profiling foi aplicado em células de Arabidopsis thaliana, foram
obtidos fragmentos de RNA de 27 a 34 nucleotideos, sendo que a maioria possuia entre 30 e
32 nucleotideos (Juntawong et al., 2014).

Apos o sequenciamento das amostras e a realizacdo do trimming, obteve-se uma
faixa de tamanho de sequéncias entre 25 e 40 nucleotideos. A presenca de sequéncias
menores do que o esperado pode estar relacionada a remocéo de extremidades de sequéncias
com baixa qualidade. Por outro lado, a ocorréncia de sequéncias com tamanho acima do
esperado pode estar relacionada a dificuldade de remocdo de adaptadores abordada
anteriormente. Assim, é possivel que alguns adaptadores ndo tenham sido propriamente
removidos e, por isso, os fragmentos ficaram com tamanho acima do esperado. Além disso,
a variabilidade no tamanho pode estar relacionada também ao fato de que, conforme
discutido anteriormente, foi observada comigracdo de moléculas com tamanho diferente do
esperado apdés o isolamento dos fragmentos correspondentes as footprints ribossomais,
como, por exemplo, com menos de 25 nucleotideos (Figura 5.9) e com mais de 35
nucleotideos (Figura 5.8), que ndo foram propriamente removidas pelos processos

subsequentes de sele¢do por tamanho.

6.2.3. Contaminacao com RNAr

O alinhamento das sequéncias obtidas contra um banco de dados de RNAr revelou
que, nas amostras de poliA, houve uma contaminacdo média de 7,5% com este tipo de
molécula. J& nas amostras de ribosome profiling, este percentual subiu para cerca de 75%
(Tabela 5.6). Este resultado é compativel com outros trabalhos que utilizaram esta técnica
(Ingolia et al., 2009; Rooijers et al., 2013; Vasquez et al., 2014). O ribossomo é formado por
uma estrutura que contém muitos quilobases de RNAr e protege apenas um fragmento de
cerca de 30 nucleotideos de RNAm (Ingolia et al., 2012). Como a nuclease atua sobre todas as
moléculas de RNA, ndo é de se surpreender que a contamina¢do com RNAr seja tdo
expressiva nestas amostras. Para reduzir a contaminacgdo por RNAr, alguns grupos utilizaram
como estratégia o uso de um sistema para deplecdo de RNAr apés a digestdo com a nuclease
(Ingolia et al., 2011; Dunn et al., 2013; Juntawong et al., 2014). Esta estratégia € interessante,
pois reduz a contaminagdo antes do sequenciamento, aumentando assim o percentual de
sequéncias de interesse obtidas. Assim, ao adotar esta técnica, consegue-se uma boa cobertura

de genes com um menor numero de ld&minas a serem sequenciadas. Contudo, o protocolo para
89



deplecio de RNAr em experimentos de ribosome profiling exige o desenho de
oligonucleotideos especiais que cubram toda a extensdo da molécula ou, pelo menos, das
regides que se encontram mais expostas ou suscetiveis ao ataque da nuclease, uma vez que 0
RNAr também e fragmentado pela acdo da enzima (Ingolia et al., 2012). Além disso, a
deplecdo de RNAr leva a perdas significativas da amostra, ndo sendo uma estratégia
interessante no caso de utilizacdo de amostras raras. Outros grupos, por sua vez, optaram pelo
sequenciamento de toda a amostra digerida (e selecionada por tamanho) e subtracdo da
contaminacdo por alinhamento de bancos de dados de RNAr (Ingolia et al., 2009; Rooijers et
al., 2013). No presente trabalho, optou-se por esta segunda estratégia, tendo em vista que as
CTs se caracterizam por possuirem baixo nivel de atividade traducional, o que pode ser
percebido pelo perfil polissomal. Este perfil com poucos complexos polissomais se mantém
nos primeiros dias de diferenciacdo (Spangenberg et al., 2013). Isto dificulta a obtencédo de
RNA protegido por ribossomos, sendo necessario o uso de uma grande quantidade de células.
Esta informacédo é compativel com o que foi observado na preparacdo desde trabalho, em que
foi necesséria a utilizacdo de, em média, 5 a 8x10° células de cada amostra para obtencéo de,
pelo menos, 100 ng de RNA de 30 nucleotideos, quantidade minima recomendada para

realizacdo do protocolo de sequenciamento.

6.2.4. Mapeamento contra RNAm

O passo seguinte do trabalho consistiu no mapeamento das sequéncias selecionadas
contra um banco de dados de RNAm. Foi possivel observar que, para as amostras de poliA,
obteve-se uma média de mapeamento de 40 a 50%. J& para as amostras de ribosome
profiling, este percentual foi de 5% a 15% (Tabela 5.7). E importante lembrar que este
percentual se refere a quantidade de sequéncias mapeadas contra RNAmM em relacdo ao
namero total de sequéncias selecionadas apds o trimming. Assim, o percentual mais baixo
de mapeamento das sequéncias de ribosome profiling se deve a presenca massiva de RNAr
nestas amostras, conforme discutido anteriormente. Além disso, ndo foi realizada a
filtragem de RNA transportador, outro importante contaminante de amostras de RNA
(Ingolia et al., 2012). Esta estratéegia de mapeamento também ndo permite identificar a
presenca de outros tipos de RNA ndo codificantes. Ao comparar as condi¢fes t=0 e t=72h,
destaca-se o fato de que o percentual de mapeamento foi mais baixo nas amostras
submetidas a inducdo para diferenciagdo. Em especial nas amostras de ribosome profiling, o
percentual de mapeamento em t=72h foi menos da metade do observado em t=0. Isso pode

estar relacionado a variagdes na manipulacdo e qualidade das amostras, mas tambem a um
90



fendbmeno bioldgico, como uma menor atividade traducional apds este periodo de inducgédo
para diferenciacdo, um topico que serd discutido mais adiante. Apesar da baixa quantidade
de sequéncias mapeadas, foi possivel identificar mais de 8.000 transcritos a partir das
amostras de ribosome profiling e mais de 17.000 a partir de poliA. Este nimero reflete o
fato de que as sequéncias selecionadas possuiam boa qualidade. Todavia, é preciso destacar
que, dentre os critérios de filtragem, foram descartados apenas os transcritos que possuiam
menos de 30 leituras. Assim, seria interessante fazer um novo sequenciamento das amostras
de ribosome profiling, a fim de aumentar a cobertura, melhorar o mapeamento e os critérios
de filtragem, o que daria maior solidez aos dados obtidos.

Ao comparar 0 mapeamento das sequéncias obtidas pelas duas amostras de RNA, é
possivel verificar que, enquanto as leituras de poliA se distribuem ao longo de todo o
transcrito (no caso, foi utilizado como exemplo o transcrito da actina B), as de ribosome
profiling se concentram na regido correspondente a ORF. O acumulo de footprints
observadas na regido 5’ da ORF sugere que, no processo de iniciacdo da traducdo, a
velocidade ribossomal é mais lenta. Este resultado também foi observado por Ingolia e
colaboradores na maioria dos transcritos e pode estar relacionado a uma menor velocidade
de sintese no inicio da traducdo, como também a terminacbes prematuras da traducdo
(Ingolia et al., 2009).

A partir da lista de transcritos, foi obtida uma listagem dos genes identificados, com
0 objetivo de fazer, primeiramente, uma avaliacdo geral dos genes expressos, sem
considerar as possiveis variantes e polimorfismos de transcritos. Ao comparar as listas
obtidas a partir das diferentes amostras de RNA, verificou-se que quase a totalidade dos
genes identificados por ribosome profiling também foram encontrados na analise do RNA
poliA. Este resultado é coerente com o fato de que os fragmentos de RNAm associados a
ribossomos, identificados por ribosome profiling, também fazem parte do pool de RNA
poliA da célula. Acredita-se que o fato de alguns genes terem sido identificados apenas em
ribosome profiling se deva a uma cobertura insuficiente de leituras ou mesmo a erros de
sequenciamento. Por outro lado, destaca-se o fato de que mais de 40% dos genes
encontrados em poliA ndo foram identificados por ribosome profiling. Este resultado sugere
que estas sequéncias ndo estariam associadas a ribossomos e, portanto, ndo estariam sendo
traduzidas. E preciso levar em consideracio o fato de que a cobertura obtida a partir dos
experimentos de ribosome profiling foi menor e, portanto, alguns destes genes ndo tenham
sido identificados nestas amostras devido a baixa profundidade de sequenciamento. Mas, ha
de se destacar que trabalhos anteriores ja demonstraram que, de fato, 0 RNAm esta sujeito a

uma complexa rede de regulagdo pos-transcricional e, portanto, muitos dos transcritos nao
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se associam a polissomos e ndo sdo traduzidos em proteinas (Tian et al.,, 2004,
Schwanh&usser et al., 2011; Spangenberg et al., 2013). Mesmo assim, conforme discutido
anteriormente, seria interessante aumentar a cobertura do sequenciamento, a fim de
confirmar estes resultados.

Através da comparacdo dos genes identificados para cada uma das condi¢bes
bioldgicas (t=0 e t=72h) em cada uma das amostras, foi possivel fazer uma avaliacdo de
expressdo diferencial. E importante destacar que esta primeira avaliacdo foi qualitativa,
considerando-se apenas a presenca ou auséncia de um gene ou transcrito em cada condicdo. A
partir das amostras de RNA poliA, observou-se uma expressdo diferencial (qualitativa) de 9%
de genes entre as condicOes t=0 e t=72h. Entretanto, quando foram analisados os dados de
ribosome profiling, a expresséo diferencial foi de 23% entre os genes. Este resultado sugere
que o protocolo de ribosome profiling se mostrou mais sensivel a mudanca de expressdo
génica apos a diferenciacdo adipogeénica.

Ao ser considerado o fold change, ou seja, ao considerar ndo apenas qualitativamente,
mas também quantitativamente a mudanca de expressao de um transcrito ou gene, tornou-se
ainda mais evidente a sensibilidade da técnica. Neste caso, mais de 50% dos genes
diferencialmente expressos foram identificados apenas por ribosome profiling. Todavia, 15%
a 25% apareceram com expressao diferencial apenas nas anélises de poliA e ndo em ribosome
profiling. Isso pode se dever ao fato de a cobertura das amostras de ribosome profiling ter
sido menor e estas sequéncias ndo terem sido identificadas. Mas também é possivel que
alguns destes genes estejam submetidos a mecanismos compensatérios de regulacdo poés-
transcricional que levem a uma mesma taxa de traducdo apesar da presenca de uma
quantidade de transcritos diferente. Em trabalho anterior desenvolvido por nosso grupo,
observou-se que, durante a diferenciacdo adipogénica de CTs adultas, alguns genes
apresentaram mudanca nos niveis gerais de RNAm na célula, contudo, ao analisar a fracao
polissomal, ndo houve alteracbes significativas (Spangenberg et al., 2013). McManus e
colaboradores, por sua vez, ao utilizarem a técnica de ribosome profiling para comparar a
abundancia transcricional e a eficiéncia traducional entre duas espécies de levedura
(Saccharomyces cerevisiae e S. paradoxus), constataram gque muitos transcritos que tiveram
aumento no nivel de transcritos, apresentavam redugdo no nivel traducional. Da mesma
forma, outras moleculas de RNAm apresentaram menor quantidade de transcritos, tiveram
eficiéncia traducional aumentada. Neste trabalho, os autores sugerem que a regulagdo poés-
transcricional poderia exercer um efeito tampdo sobre a expressdo génica divergente em
leveduras (McManus et al., 2014).
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6.3. Andlise da regulacédo da expressao génica por ribosome profiling

6.3.1. Diferenciacéo adipogénica de CTs obtidas de tecido adiposo

A fim de confirmar a capacidade de diferenciacdo adipogénica das células isoladas dos
trés pacientes utilizados neste trabalho, foi feito um controle de indugéo de diferenciagéo por
14 dias. A marcacdo com vermelho Nilo revelou que, em média, 40% a 50% das células se
diferenciaram em adipdcitos durante este periodo. Este percentual de diferenciacdo pode estar
relacionado a presenca de células com menor potencialidade na populacgéo isolada. Estudos
anteriores descreveram que, de fato, as CTs derivadas de tecido adiposo constituem uma
populagdo heterogénea (Baer e Geiger, 2012). Esta heterogeneidade na populacdo celular
analisada deve ser levada em consideracdo nas analises, uma vez que acrescentam ruido aos
resultados obtidos.

Mas, tendo em vista que 0 objetivo deste trabalho foi analisar os mecanismos de
regulacdo da expressdo génica nos primeiros dias de diferenciacdo, 0s experimentos de
ribosome profiling foram realizados apds trés dias de inducdo. Trabalhos anteriores ja
demonstraram que este parece ser o tempo minimo para 0 comprometimento das células com
a linhagem adipogénica (Spangenberg et al., 2013). Em nossos experimentos, foi possivel
perceber que, apds 72 horas de indugdo, morfologicamente, as células ndo apresentavam
fenotipo de adipdcitos, também corroborando resultados anteriores. Contudo, a analise
molecular permitiu confirmar que as principais vias relacionadas a adipogénese, como a de
PPAR e as de metabolismo de lipideos (Pittenger et al., 1999; Liu et al., 2007; Spangenberg
et al., 2013), ja estavam ativadas (Tabela 5.9; Figura 5.16). Além disso, também foi detectado
um aumento na taxa de expressdao de FKBP5, uma molécula envolvida na modulacdo de
resposta de receptores hormonais e de fatores de transcricdo, que ja foi caracterizada como
regulada positivamente durante a diferenciacdo de CTs de origem mesodermal em diferentes
linhagens celulares (osteogénica, condrogénica e adipogénica) (Liu et al., 2007). FKBP5 teve
aumento na taxa de expressdo detectado em ambas as amostras de RNA, contudo por
ribosome profiling foi verificado um aumento maior. 1sso sugere que 0 processo de expressao
de FKBP5 pode estar sujeito a mecanismos de regulacéo aditivos tanto em nivel trascricional
quanto pos-transcricional e traducional. Porém, KLF2, um inibidor de adipogénese, teve
regulacio negativa detectada por ribosome profiling apés a inducdo para diferenciacio. E
interessante notar que KLF2 tem sua regulagdo mediada por SMD, cuja eficiéncia depende da
ocorréncia de um evento de terminacdo de traducdo (Cho et al., 2012). Ao mapear as

sequéncias obtidas por ribosome profiling, foi possivel observar uma maior concentragdo de
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footprints ribossomais na regido de terminacéo traducional, proximo a extremidade 3° da ORF
principal (Figura 5.17). Isso indica uma menor velocidade de tradugdo nesta regido, um
evento que pode ser importante para que ocorra o recrutamento da maquinaria de degradacao

do sistema de decaimento SMD.

6.3.2. Inducéo para diferenciacéo adipogénica leva a regulacdo do citoesqueleto de actina e

de adesao celular

A partir da aplicacéo da tecnica de ribosome profiling verificou-se também que genes
relacionados a regulacdo da estrutura do citoesqueleto de actina e de adesao celular tiveram
uma reducdo do numero de leituras apds a inducdo para diferenciacdo adipogénica. 1sso
sugere que estes genes estariam menos associados a ribossomos e, portanto, teriam uma
menor taxa traducional. Estudos anteriores ja demonstraram que a interacdo mecanica das
CTs com o meio ambiente tem papel importante na determinagdo do destino celular. A via de
sinalizacdo desencadeada pela formacdo de adesdes focais (FAK), por exemplo, é capaz de
estimular a diferenciacdo osteogénica e inibir a adipogénica de CTs de origem mesodermal
(Salasznyk et al., 2007; Sen et al., 2008). A ativacdo da via de sinalizacdo de FAK leva a
inibi¢do de GSK3p por AKT/PKB e a manuten¢ao de Bcatenina, favorecendo a osteogénese e
prejudicando a adipogénese (Sen et al., 2008; Sen et al., 2011). Além disso, a ativacdo de
FAK leva a ativacdo de RhoA, o que também estimula o desenvolvimento osteogénico e inibe
a diferenciacdo em adipdcitos (McBeath et al., 2004). Os resultados de ribosome profiling
demonstraram justamente que houve uma reducéo na expressao de varios elementos desta via
de sinalizacdo, dentre os quais AKT/PKB e RhoA e aumento de expressdo de elementos
inibitérios, como MLCP, o que favoreceria a adipogénese. Esta mudanca de expressdo de
proteinas relacionadas a regulacdo do citoesqueleto de actina ndo havia sido detectada no
trabalho anterior desenvolvido por nosso grupo, em que foi utilizada a técnica de polysome
profiling para analisar a diferenciacdo adipogénica de CTs derivadas de tecido adiposo
(Spangenberg et al., 2013). Isso pode estar relacionado a uma diferenca cobertura de
sequenciamento ou por caracteristicas intrinsecas das técnicas utilizadas. Conforme descrito
anteriormente, a técnica de polysome profiling ndo permite a identificacdo de diferencas na
taxa de traducéo de transcritos e tambeém esta sujeita a cossedimentacdo de outros complexos
proteicos junto & fracdo polissomal (Holetz et al., 2007; Ingolia, 2014).

Em contrapartida a reducdo das adesdes focais, houve um aumento na expressao de
outros genes relacionados a adesdo e a reestruturagdo da matriz extracelular (Tabela 5.14), tal

qual NRCAM, a qual ja foi descrita como tendo papel importante para a capacidade de
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diferenciacdo adipogénica de CTs. Além de atuar na adesédo celular, NRCAM também parece
ser importante para ativacdo da via de insulina (um dos quimicos utilizados na inducdo da
diferenciacdo adipogénica), uma vez que células NRCAM-/- mostraram-se resistentes a
insulina (Yang et al., 2011).

Diretamente relacionada a sinalizacdo envolvida e desencadeada por adesdes focais, esta
a regulacdo do citoesqueleto de actina. O citoesqueleto funciona como base para inimeras
funcdes celulares como migracéo e divisdo. Além disso, ele funciona como uma via transdutora
de sinais, transformando estimulos mecénicos em sinalizacdo intracelular. Estudos realizados
com CTs demonstraram que a alteracdo da atividade de polimerizacéo/despolimerizacdo de
actina afeta sua capacidade de diferenciagdo. O uso de drogas que provocam a despolimerizacéo
de actina levam a uma redugdo da capacidade de diferenciacdo osteogénica e aumento da
capacidade adipogénica (Muller et al., 2013; Sonowal et al., 2013). Os resultados obtidos por
ribosome profiling demonstraram de forma muito clara que ha uma inibicéo das vias envolvidas
na polimerizacdo do citoesqueleto de actina apds a indugdo para diferenciacdo adipogénica.
Assim, os resultados sugerem que a regulacdo das vias de adesdo celular e de manutencdo do
citoesqueleto de actina € um passo importante para garantir o comprometimento das CTs
derivadas de tecido adiposo com uma determinada linhagem celular (no caso, adipogénica) e na
inibicdo de outros caminhos de diferenciacdo (por exemplo, osteogénese) e que estes sistemas
estariam sendo regulados principalmente em nivel pés-transcricional e traducional, uma vez que
foram detectados majoritariamente por ribosome profiling.

A menor expressdo de genes relacionados a polimerizacdo de actina também pode ser
relacionada com a mudanca de morfologia celular observada apds 72 horas de inducdo para
diferenciacdo (Figura 5.5). Apesar de ndo serem verificadas mudangas que caracterizem a
formacdo de adipdcitos, é possivel observar que houve reducdo do citoplasma, com as células
menos espraiadas. Em trabalhos anteriores, as mudancas de morfologia celular ja foram
detectadas como importantes para modular a capacidade de diferenciagdo, sendo que uma
conformacao mais arredondada favoreceria o processo de adipogénese (McBeath et al., 2004).

6.3.3. ApGs 72 horas de inducdo para diferenciagdo adipogénica células apresentam queda

na eficiéncia traducional de genes relacionados a traducéo

Em trabalho publicado em 2008, Sampath e colaboradores verificaram um aumento
global na atividade traducional durante a o processo de diferenciacdo de CTs murinas em
corpos embriodides, com enriquecimento do perfil polissomal (Sampath et al., 2008). Ja

Ingolia e colaboradores, ao utilizar a técnica de ribosome profiling neste mesmo modelo de
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estudo, observaram um modesto aumento de eficiéncia traducional de proteinas ribossomais
nos experimentos realizados em pontos iniciais de diferenciacdo (36 horas apds a retirada do
fator inibidor de leucemia, o qual mantém as CTs embrionarias em um estado indiferenciado,
do meio de cultivo), sendo que, em pontos mais tardios (8 dias apos a retirada do fator
inibidor de leucemia), foi detectada forte repressdo (queda de 3 a 4 vezes na eficiéncia
traducional) destes genes. Segundo os autores, o aumento inicial da expressédo de genes
ribossomais poderia levar a um excesso de ribossomos na célula, o que poderia ser
compensado com uma reducdo na eficiéncia na sintese destas proteinas mais tardiamente.
Neste trabalho foi observado também um modesto aumento na eficiéncia traducional de genes
relacionados com a sintese de proteinas integrais de membrana (Ingolia et al., 2011).
Entretanto, é importante notar que ambos os trabalhos foram desenvolvidos com CTs
embrionarias. Ja em trabalho anterior desenvolvido por nosso grupo, nao foi observado
nenhum enriquecimento no perfil polissomal de CT adultas derivadas de tecido adiposo
durante a diferenciacdo adipogénica. Através da técnica de polysome profiling, também néo
foram detectadas mudancas siginificativas na expressao de genes de proteinas ribossomais
(Spangenberg et al., 2013).

Por outro lado, no presente trabalho, foi observada uma reducdo geral nas vias
relacionadas com a sintese proteica, inclusive dos sistemas de enderecamento de proteinas
para o sistema de endomembranas. Setenta genes ribossomais apresentaram queda na
eficiéncia traducional em t=72h. Cabe destacar que, ao analisar os niveis de expressdo em
poliA, muitos destes genes tiveram aumento no numero de leituras. Assim, este resultado
sugere que estes genes sofrem maior regulacdo em nivel traducional. Ao analisar as footprints
ribossomais obtidas para 0 RNAm da proteina RPL30 antes e ap6s a inducdo para
diferenciacdo, observa-se uma queda significativa no nimero de leituras, porém o padrdo
geral de distribuicdo € o mesmo. Assim, como no caso da actina B, também foi possivel notar
um acumulo de leituras na regido 5° da ORF, o que pode estar relacionado a uma menor
velocidade de traducéo durante a iniciagéo.

O fato de que esta mudanca de expressdo de proteinas ribossomais ndo foi detectada
em trabalho anterior desenvolvido pelo grupo no mesmo modelo de estudo pode estar
relacionado a diferencas na cobertura de sequenciamento ou por caracteristicas distintas das
técnicas utilizadas, conforme discutido anteriormente. Cabe destacar que, no presente
trabalho, além dos genes ribossomais, também foi detectada repressdo traducional de outros
genes relacionados com a sintese de proteinas, como de biossiontese de aminoacil-RNAt,
processo de iniciagdo, elongacdo e terminacdo da atividade traducional, marcacéao

cotraducional para enderecamento de proteina nascente, processamento de RNAr, montagem
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das subunidades ribossomais, entre outros. Além disso, de maneira geral, foi obtido um menor
percentual de footprints ribossomais nas amostras induzidas para diferenciacdo adipogénica:
em t=0, cerca de 15% das sequéncias selecionadas ap6s o trimming mapearam contra RNAm,
enquanto que, em t=72h, esse percentual foi de 5% (Tabela 5.7). E possivel que isso esteja
relacionado a uma menor atividade traducional da célula apds este periodo de inducdo para
diferenciacdo adipogénica.

Contudo, uma analise mais completa da atividade traducional é fundamental para
compreender como esta atividade esta regulada durante o processo de diferenciacdo em CTs
adultas humanas. Ensaios funcionais de incorporacdo de aminoacidos marcados poderdo
trazer informagdes sobre a atividade traducional durante as primeiras 72 horas de
diferenciacdo. Além disso, é preciso fazer uma anélise mais detalhada dos dados obtidos pela
técnica de ribosome profiling, a fim de verificar outros efeitos gerais na regulacdo da
expressao génica. Trabalhos anteriores ja& demonstraram, por exemplo, que a reducdo na
sintese de proteinas ribossomais em células HelLa leva a desmontagem de complexos de
repressdo por microRNAs, levando a um aumento da traducdo de RNAm regulados por este
sistema em comparacdo com os nao regulados (Janas et al., 2012). Assim, seria interessante
verificar se este efeito também pode ser visualizado no modelo de estudo aqui utilizado.

Os resultados obtidos no presente trabalho reforcam as evidéncias de que o0s
mecanismos de regulacdo pés-transcricionais e traducionais tém um papel muito importante
na regulacdo da expressao génica. 1sso corrobora dados anteriores obtidos pelo grupo em que
foi feita a analise da diferenciacdo de CTs derivadas de tecido adiposo humano através da
técnica de polysome profiling. Cabe destacar que a técnica de ribosome profiling permitiu
obter informagGes mais detalhadas de como estes fendbmenos podem estar acontecendo. Por
outro lado, conforme discutido anteriormente, foram observados alguns resultados diferentes
entre os dois trabalhos, como é o caso da regulacdo do citoesqueleto de actina e da expressado
de genes ribossomais nas durante a diferenciacdo e que deverdo ser analisados em maior
detalhe. E preciso destacar que, até 0 momento, foi feita uma analise primaria dos resultados,
a fim de se obter uma visdo geral de como se da a regulacdo da expressao génica em CTs
adultas derivadas de tecido adiposo humano. Portanto, ainda é necessario realizar uma analise
mais profunda dos dados obtidos por ribosome profiling e desenvolver experimentos
complementares a fim de confirmar os resultados obtidos. Uma analise por
imunofluorescéncia da organizagdo do citoesqueleto de actina e das adesdes focais antes e
ap6s a inducdo para adipogénese, por exemplo, seria interessante para verificar o
comportamento destas estruturas durante a diferenciacdo. Além disso, conforme discutido

anteriormente, a realizagdo de ensaios funcionais a fim de medir o nivel de atividade
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traducional ao longo do processo de diferenciacdo seria importante para verificacdo dos
possiveis efeitos causados pela redugdo da eficiéncia traducional de proteinas ribossomais
constatada por ribosome profiling. Ao comparar os resultados obtidos por RNA-seq de poliA
e de ribosome profiling com os dados de protedmica, também sera possivel verificar ainda o

grau de correlacdo que cada uma destas técnicas tem com o contetddo de proteinas da célula.
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7. CONCLUSOES

- Foi possivel estabelecer um protocolo de ribosome profiling para o estudo de CTs obtidas de

tecido adiposo humano;

- Através da aplicagdo do protocolo de ribosome profiling estabelecido, foi possivel isolar
fragmentos de RNA de 28 a 31 nucleotideos, tamanho que corresponde a regido protegida

pelos ribossomos apos digestdo por nuclease;

- A aplicacdo da técnica de ribosome profiling se mostrou mais sensivel a expresséo
diferencial em CTs obtidas de tecido adiposo induzidas para adipogénese;

- Os resultados obtidos sugerem que mais de 75% dos genes estariam submetidos a algum

tipo de regulacdo em nivel traducional;

- As CTs obtidas de tecido adiposo humano, ap6s 72 horas de inducdo para diferenciacao
adipogénica, ndo apresentaram modificacbes morfoldgicas significativas, contudo, em nivel
molecular, vias relacionadas a diferenciacdo adipogénica e ao metabolismo de lipideos ja

estavam ativas;

- As CTs obtidas de tecido adiposo humano, ap6s 72 horas de inducdo para diferenciacéo
adipogénica, apresentaram regulacdo negativa, em nivel pos-transcricional, de genes
relacionados com as vias de regulacdo do citoesqueleto de actina e de adesao focal e de genes
relacionados com a atividade traducional, com destaque para as proteinas ribossomais, as

quais apresentaram uma eficiéncia de traducéo reduzida.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Numero de leituras obtido para cada transcrito identificado ap6s normalizacdo dos
dados por DESeq e filtragem (D/S<0,2; nimero de leituras>30) para cada uma das condi¢bes
(t=0, t=72h, poliA, ribosome profiling).

Tabela S2. Lista de genes identificados para cada uma das condi¢des (t=0, t=72h, poliA, ribosome
profiling).

Tabela S3. Calculo do fold change para cada transcrito entre as condi¢des t=0 e t=72h para cada
uma das amostras de RNA (poliA e ribosome profiling).

Tabela S4. Célculo do fold change da eficiéncia traducional para cada transcrito entre as
condices t=0 e t=72h para cada uma das amostras de RNA (poliA e ribosome profiling).

Tabela S5. Lista dos genes regulados positivamente (log,(FC)>1) apds 72 horas de inducdo para
diferenciacéo adipogénica e analise de ontologia génica pelos bancos de dados KEGG e GOrrilla.

Tabela S6. Lista dos genes regulados negativamente (log,(FC)<-1) ap6s 72 horas de inducéo para
diferenciacéo adipogénica e analise de ontologia génica pelos bancos de dados KEGG e GOrrilla.

Tabela S7. Lista dos genes que tiveram eficiéncia traducional aumentada (log,>1) ou reduzida

(log,<-1) apds 72h de diferenciacdo adipogénica e analise de ontologia génica pelos bancos de
dados KEGG e GOrilla.
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