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RESUMO

A terapia com anticorpos anti-CD3 pode induzir a imunossupressao e diversos
mecanismos foram propostos para explicar tais efeitos. Apesar disso, 0s
mecanismos imunorregulatorios dessas moléculas ainda ndo foram elucidados.
Um dos mecanismos propostos envolve a participacdo de IncRNAs (RNAs
longos ndo codificadores), que atuam em linfécitos T regulatérios, regulando
diversas vias, inclusive aquelas envolvidas na tolerancia imunolégica. Em
trabalhos anteriores do grupo de Imunologia Molecular, células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) foram cultivadas na presenca ou auséncia do
anticorpo monoclonal OKT3 ou de um fragmento recombinante da sua verséo
humanizada (Silva et al., 2009). O RNA de células T CD3* tratadas foram
submetidos a sequenciamento de alto desempenho. A partir dos dados obtidos
previamente, no presente trabalho, foram identificadas regides com expressao
diferencial sob o tratamento desses anticorpos, que poderiam corresponder a
novos IncRNAs. Para uma melhor caracterizacdo desses transcritos, foram
extraidos RNAs de linfécitos TCD3*, em seguida retrotranscritos, clonados e
sequenciados pelo método Sanger. Dentre as sequéncias testadas, foram
identificados dois INcCRNAs putativos regulados em linfocitos T tratados com
anticorpos anti-CD3 humanos. Os niveis desses transcritos foram determinados
em ensaios de PCR em tempo real. Andlise de similaridades de sequéncias em
bancos de dados, indicam que esses transcritos correspondem a isoformas com
alta similaridade aos IncRNAs: GAPLINC e Inc-DC. Ambos apresentaram uma
diminuicdo da expressdo nas amostras tratadas com os anticorpos, sugerindo

gue eles possam estar associados a processos imunomodulatorios.

Palavras-chave: anticorpos anti-CD3, linfocitos T, IncRNAs, imunomodulagéo



ABSTRACT

Anti-CD3 antibody therapy may induce immunosuppression and several
mechanisms have been proposed to explain such effects. Despite of that, the
immunoregulatory mechanisms of these molecules have not yet been completely
elucidated. One of the proposed mechanisms involves the participation of
InNcRNAs (long non-coding RNAs), which act on regulatory T lymphocytes,
regulating several pathways, including those involved in immunological tolerance.
In previous work of Molecular Immunoloy Group, peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were cultured in the presence or absence of the monoclonal
antibody OKT3 or a recombinant fragment of their humanized counterpart (Silva
et al., 2009). RNAs from treated and untreated CD3* T cells were subjected to
Next Genereation Sequencing (NGS). This previous work pointed out regions
with differential expression in samples treated with the antibodies, which could
correspond to new INncRNAs. For a better characterization of these transcripts,
RNA was extracted from antibody treated TCD3* lymphocytes, which were
retrotranscribed, cloned and sequenced by the Sanger method. Among the
sequences tested, two putative INcCRNAs that were regulated on T lymphocytes
treated with human anti-CD3 antibodies were identified. The levels of these
transcripts were determined in real-time PCR assays. Analysis in databases
indicates that these transcripts correspond to isoforms with high similarity to
IncRNAs: GAPLINC and Inc-DC. Both were downregulated in samples treated
with the antibodies, suggesting that they may be associated with

immunomodulatory processes.

Keywords: anti-CD3 therapy, T lymphocytes, IncRNAs, immunomodulation
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INTRODUCAO

1. Células T

O sistema imune é composto por diversas células e moléculas que juntas
trabalham para manter a homeostase do organismo. Para isso, esse sistema
dispde de duas formas de resposta, a inata e a adaptativa. A resposta imune
inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patdégenos e seus
principais componentes séo os fagoécitos, como macréfagos e células dendriticas
(UEMATSU; AKIRA, 2008).

A imunidade adaptativa é capaz de montar uma resposta especifica a
determinado antigeno, pode gerar memoria imunoldgica e suas principais células
séo os linfocitos B e T. Os linfocitos T sdo centrais nesse processo quando
interagem com as células apresentadoras de antigeno (APC) e podem se
diferenciar em linfécitos citotdxicos (Tc), auxiliares (Th) ou reguladores (Treg) de
acordo com os estimulos do microambiente molecular, e dessa forma controlam
a resposta imune adaptativa (ABAIS-BATTAD et al., 2017).

Os linfocitos T expressam na sua superficie o receptor TCR (do ingés, T
cell receptor), um complexo protéico constituido de duas cadeias polipeptidicas
glicolisadas (alfa - a e beta - B) mantidas juntas por ligagcdes bissulfeto e que se
associa a proteina CD3, formando o complexo funcional TCR-CD3 na superficie
dos linfocitos T (WILSON & GARCIA, 1997) (Figura 1). A molécula CD3 é um
antigeno de superficie especifico de linfécito T e compde o complexo do TCR,
gue pode se associar com o0s coreceptores CD4 ou CD8 e interagir com 0
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | (CD8*) ou MHC
de classe Il (CD4*) (RUDOLPH et al., 2006).



Célula T CD4*

Figura 1. Representagdo do complexo TCR-CD3. O TCR ¢é formado pelas cadeias a e 3 e se
associa com a cadeia ¢, e com o complexo protéico CD3 que é formado pelas cadeias €, y e &
(Adaptado de SOUSA, 2015).

O complexo TCR-CD3 possui uma regido transmembranica conservada
capaz de desencadear uma cascata de sinalizacdo intracelular que leva a
ativagdo do linfécito. Uma vez ativado, o linfocito T sofre diferenciagéo e
proliferagdo por meio da ativacdo de diversos genes importantes para sua
atividade funcional (SANTANA; ESQUIVEL-GUADARRAMA, 2006).

As células T CD4* exercem um papel fundamental na regulacdo da
imunidade adaptiva, auxiliando as células B na producdo de anticorpos,
interagindo com os linfécitos T CD8* e com células da imunidade inata, além de
estarem envolvidas nas respostas a diversos patdégenos e doencas (ZHU;
YAMANE; PAUL, 2010).

Na periferia, os linfocitos T naive ao interagirem com células
apresentadoras de antigenos (APC) sofrem ativacéo e podem se diferenciar em
subtipos distintos de célula efetora e de memoria, e dessa forma sdo capazes de
controlar a resposta a diversos antigenos (PAGANI et al., 2013). Esses linfocitos
T naive séo influenciados por citocinas e fatores de transcricdo, que além de

controlarem a expressédo de determinados genes, promovem a diferenciacéo



dessas células para um fendtipo especifico, como: Thl, Th2, Th1l7, Th9, Th22,
T reg, Tfh, dentre outros (SUN; ZHANG, 2014).

De uma forma geral, o sistema imune reage constantemente as diferentes
experiéncias imunoldgicas, sejam elas de manutencao, interacdo com agentes
patogénicos, interacdo com autoantigenos ou de perturbacdo. Essa reacdo se
da pela ativacéao de inidmeras moléculas e células, dentre elas os linfocitos T que
sédo posteriormente regulados, auxiliando assim na manutencédo do estado de

homeostase.

2. Terapia com anticorpos anti-CD3

O OKTS3 foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-CD3 aprovado para uso
clinico em humanos, indicado para terapia de rejeicdo a transplantes. De uma
forma geral, esse anticorpo diminui a severidade da maioria dos episddios de
rejeicdo (COSIMI et al., 1981). No entanto, por ser um anticorpo monoclonal
murino, o OKT3 causa uma resposta imunogénica no paciente, caracterizada
pela presenca de anticorpos humanos anti-murinos (HAMA, do inglés, Human
Anti-Mouse Antibody) (KIMBALL et al., 1995).

Esse anticorpo provoca a ativacdo das células T, desencadeando a
producdao e a liberacéo de altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como: TNF-
a, IL-6, IFN-y, IL-2 (KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016), reacao adversa severa
conhecida como tempestade de citocinas (HANSEL et al., 2010) . Além disso, a
resposta HAMA induz a producdo de imunoglobulinas contra os anticorpos
murinos, e estas promovem uma neutralizacdo do OKT3, limitando o seu uso a
longo prazo no tratamento de rejeicdo a transplante (ABRAMOWICZ et al.,
1989). Por esses motivos, em 2010, o uso do OKT3 foi descontinuado
(REICHERT, 2012).

Com o objetivo de diminuir a resposta HAMA causada pelo OKT3, foram
desenvolvidas técnicas que visavam a construcdo de um anticorpo praticamente
humano. Esses anticorpos, conhecidos como humanizados, possuem apenas as
regibes CDRs (do inglés, Complementarity Determining Regions) murinas,
enquanto o framework (FR) das cadeias leves e pesadas de anticorpos
humanizados sdo humanas (JONES et al., 1986; MARANHAO & BRIGIDO,

2001). O Grupo de Imunologia Molecular da UnB iniciou o processo de



humanizacdo do anticorpo OKT3 em 1997 no intuito de torna-lo menos
imunogénico e melhorar seu potencial terapéutico.

Os anticorpos anti-CD3 sao representantes de uma nova categoria de
agentes imunoterapéuticos, que podem promover o controle de autoimunidades
estabelecidas ou permitir uma sobrevida duradoura de 6rgaos transplantados
(CHATENOUD, 2003). Nesse sentido, trabalhos anteriores do grupo mostraram
diversos resultados promissores que envolvem esses anticorpos anti-CD3
humanizados.

Em pesquisas realizadas recentemente foi analisado o perfil
imunorregulatério (SILVA, 2009; BEZERRA, 2014), o perfil transcritdbmico de
linfécitos T por meio de sequenciamento de alto desempenho (RNA-Seq) e RT-
gPCR (SIMI, 2014; SOUSA, 2015) e o perfil de expressdo de miRNAs em
linfocitos T (SOUSA et al., 2017) tratados com os anticorpos anti-CD3. Os dados
obtidos sugerem a existéncia de uma inducdo de células T reguladoras
promovida por esses anticorpos. Contudo, ndo ha na literatura um consenso
sobre a participacdo de RNAs nao codificadores (ncCRNA) na diferenciacao de
células T e seu papel regulatério. De forma que ainda restam algumas questdes
precisam ser abordadas, como a caracterizacado de forma mais aprofundada dos
efeitos dos anticorpos anti-CD3 humanizados na diferenciacéo de linfécitos T e

na expressao diferencial de moléculas como os INCRNAs.

3. ncRNAs

RNAs nao codificadores (ncRNAs) sdo moléculas que ndo séo traduzidas
em proteinas. Os ncRNAs podem controlar diversos genes e séo classificados
de acordo com o seu tamanho. Podem ser pequenos ncRNAs, como 0s miRNAs
(microRNAS), siRNAs (small interfering RNAS) e piRNAs (Piwi-interacting RNAS),
e longos, como os IncRNAs (long non coding RNAS) e lincRNA (long intergenic
NcRNA) (GUAN et al., 2013).

Os microRNAs sao pequenos RNAs ndo codificadores, com
aproximadamente 20 nucleotideos, que controlam diversos processos celulares
e desempenham um papel importante na regulacéo pds-transcricional de genes
(SOUSA et al.,, 2017). A biogénese e o0 processamento desses RNAs séo
realizados pelos fatores Drosha e Dicer que sé&o essenciais para a formacgao dos
microRNAs (GUAN et al., 2013).



siRNAs sdo pequenos RNAs de interferéncia, da classe dos RNAs de
dupla fita (dsRNA), utilizados para silenciamento génico. Esses RNAs interferem
na traducao das proteinas, se ligando ao mMRNA e promovendo a degradac¢éo de
sequéncias especificas (CAVALLARO et al., 2017). Os siRNAs apresentam um
potencial terapéutico, pois podem ser utilizados para o silenciamento de genes
envolvidos com a patogénese de diferentes doencas, como infecgao viral, cancer
e doencas hereditarias (WHITEHEAD et al., 2011).

Os piRNAs podem ter entre 24 e 31 pares de base e sua principal funcao
€ regular a atividade de transposons no genoma, especialmente para preservar
a gametogénese e reproducédo corretas (IWASAKI; SIOMI, 2015). PIWI, € uma
das subfamilias da proteina Argonauta, cujas protéinas sao expressas
principalmente nas células germinativas e interagem com ncRNAs conhecidos
como piRNAs (PIWI-interacting RNAs). De maneira geral, a proteina Argonauta
tem um papel fundamental no processo de silenciamento de genes e se liga aos
diferentes tipos de pequenos ncRNAs que vao direciona-la as suas sequéncias
alvo (WEICK; MISKA, 2014).

O avango dos estudos de transcritomas permitiu a descoberta e
caracterizacdo de diversos ncRNAs e aprofundou os conhecimentos sobre o
envolvimento dessas moléculas em diversas vias biolégicas humanas (WANG et
al., 2015). Esses estudos também mostraram que o0s ncRNAs possuem
mecanismos que regulam a expressao génica em niveis transcricionais, pos-
transcricionais e epigenéticos (CHEN; ZHANG, 2015). No entanto, 75-90% do
genoma é composto por genes transcritos como ncRNAS, e por isso, essa classe
de moléculas ainda néo foi completamente explorada (ATIANAND; CAFFREY;
FITZGERALD, 2017).

3.1IncRNAs

Os RNAs longos néo codificadores (IncRNAs) apresentam mais de 200
pares de base, caracteristicas que os distingue dos pequenos RNAs nédo
codificadores, como: miRNAs, siRNAs, piRNAs, tRNA, snRNA e snoRNA
(YANG; WEN; ZHU, 2015). Assim como os mRNAs, a maioria dos IncRNAs
descritos atualmente possuem a extremidade N terminal adicionada de um
nucleotideo de guanosina metilado (cap 5’), sdo poliadenilados, sofrem splicing
e séo transcritos pela RNA polimerase 1l (AUNE; SPURLOCK, 2016). A

5



nomenclatura da maioria dos INncRNAs varia de acordo com 0s genes nos quais
eles estdo préximos ou genes que eles regulam (SPURLOCK; CROOKE; AUNE,
2016).

A localizacdo dos IncRNAs no genoma € o parametro utilizado para a
classificacdo dessas moléculas, que podem ser divididas em categorias, como:
senso — IncRNAs que sobrepdem um ou mais éxons de um determinado
transcrito na mesma fita; antisenso — INCRNAs que sobrepéem um ou mais
éxons de um transcrito na fita oposta (antisenso); intrénico — IncRNAs derivados
de um intron da mesma fita ; intergénico — INcRNAs localizados entre dois genes
na mesma fita; divergente — INncCRNAs que inciam a transcri¢cao na fita oposta de
um gene (CHEN & ZHANG, 2015; PAGANI et al., 2013) (Figura 2).

Isoformas de mRNA mRNA
- T
W

Regido codificadora Regido codificadora
c— e — FI
3" 5

N1 oy avg
Intrénico Senso .
Intergénico
v Divergente

Antisenso

Figura 2. Representacao da classificacdo dos IncRNAs de acordo com sua localizagdo no
genoma. LncRNAs senso séo aqueles que sobrepdem um ou mais éxons de um determinado
transcrito na mesma fita; IncRNAs antisenso sobrep8em um ou mais éxons de um transcrito na
fita oposta (antisenso); INcRNAs intrénicos sao derivados de um intron da mesma fita; IncRNAs
intergénicos estéo localizados entre dois genes na mesma fita e os IncRNAs divergentes séo
aqueles que inciam a transcri¢ao na fita oposta de um gene (Adaptado de PAGANI et al., 2013)

A maioria dos ncRNAS, pequenos ou longos, passam por diversas etapas
de sua biogénese no nucleo (YU; SHAN, 2016), o que facilita o envolvimento
dessas moléculas na regulacdo epigenética tendo efeito direto na cromatina
(QUINN; CHANG, 2016). IncRNAs nucleares afetam a adicdo do Cap 5, a
poliadenilacdo do mRNA e o splicing do pré-mRNA, que é um processo
importante para a producédo de diferentes proteinas em organismos eucariotos
(CHEN; CHEN; ZHANG, 2015). No entanto, é no citoplasma que 0s IncCRNAs
estdo presentes em maior nimero, (QUINN; CHANG, 2016), pois essa regiao €
o destino final e local de ac&o para algumas dessas moléculas (RASHID; SHAH;
SHAN, 2016).



Estudos prévios mostraram que as estruturas secundarias e terciarias dos
INcRNAs sdo conservadas, caracteristica que pode ter relacdo com a funcao
biolégica dessas moléculas (LI; ZHU; LUO, 2016). A regulacdo da expressao
génica pelos IncRNAs pode ocorrer por meio de mecanismos transcricionais,
pés-transcricionais e epigenéticos (CHEN; CHEN; ZHANG, 2015), na forma cis
- quando IncRNAs controlam a expressédo de genes posicionados proximos a
eles ou trans - quando controlam a expressédo génica em outros loci (FATICA;
BOZZONI, 2013).

Na regulacéo transcricional, os IncRNAs podem agir como co-ativadores
de diferentes proteinas, se ligando especificamente a uma delas e promovendo
a ativacao de fatores de transcricdo e modulacdo da cromatina (CHEN; CHEN;
ZHANG, 2015).

Alguns IncRNAs, como HOTAIR e ANRIL, regulam a transcricdo génica
por meio da ligacdo com complexos modificadores da cromatina (Figura 3)
(GEISLER; COLLER, 2013). Outros, podem interagir com a RNA polimerase Il
(RNAPII) e dessa forma bloquear a transcrigao, como ocorre com o IncRNA 7Sk
gue previne que o fator de transcrigdo PTEF fosforile o dominio carboxi-terminal
da RNAPII (KORNIENKO et al., 2013) (Figura 4).

Modulacédo da cromatina mediada por RNA
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Figura 3. Representacdo esquematica de IncRNAs que modulam a cromatina. IncRNAs se
ligam a complexos modificadores de cromatina e os direciona ao alvo especifico, ativando ou
reprimindo o gene no locus (Adaptado de GEISLER; COLLER, 2013).
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Figura 4. Representacdo esquematica da regulacédo da expressao génica pelo IncRNA.
IncRNAs podem bloquear a ligagdo de fatores como PTEFB na RNA polimerase Il (RNAPII), e
impedir que ocorra a transcri¢cdo (Adaptado de KORNIENKO et al., 2013).

HOTAIR & um IncRNA envolvido com viabilidade celular, metastase,
tumorigénese e um importante regulador de silenciamento génico. Este InCcRNA
€ produto da transcricdo do gene HoxC e atua em trans, ou seja, em genes
localizados em outros loci (BHAN; MANDAL, 2014). HOTAIR interage com o
PRC2 (do inglés Polycomb Repressive Complex 2), complexo multiprotéico que
realiza o silenciamento epigenético durante diversos processos, incluindo
desenvolvimento de cancer (HAJJARI; SALAVATY, 2015).

O complexo PRC2 é composto pela histona H3K27 metiltransferase
(EZH2) e outras trés subunidades: SUZ12, EED e RBAP48/46. O IncRNA
HOTAIR também interage com a histona H3K4 dimetilase (LSD1) e com o0s
complexos repressores COREST/REST. A interacdo com essas histonas é
imprescindivel para o silenciamento génico (GEISLER; COLLER, 2013).
HOTAIR é um IncRNA que funciona como uma plataforma que recruta esses
complexos para os promotores do gene alvo e dessa forma regula a trimetilacéo
da H3K27 e a demetilacdo da H3K4, suprimindo a expressao desse gene alvo
(BHAN; MANDAL, 2014) (Figura 5).

HOTAIR pode ser utilizado como um biomarcador para varios tipos de
cancer, visualizando e analisando sua alta expressdo como um potencial
prognostico, além de possibilitar acompanhar a progressdo da doenca e o
estagio do tumor (HAJJARI; SALAVATY, 2015).
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Figura 5. Representacdo esqueméatica do mecanismo de acdo do IncRNA HOTAIR. O
IncRNA age como plataforma e interage com os complexos PRC2 e LSD1, recrutando-os para o
promotor do gene alvo onde ocorre a regulacdo da trimetilagdo da histona H3K27 e demetilagao
da H3K4, suprimindo a expresséo génica (Adaptado de BHAN; MANDAL, 2014).

Outro IncRNA envolvido na regulacao da transcricdo € o antisenso ANRIL,
gue esta no localizado no mesmo locus onde se encontram os genes produtores
das proteinas INK4A, INK4B e ARF. Esse IncRNA se liga a duas proteinas
provenientes do complexo PRC, a CBX7 (PRC1) e a SUZ12 (PRC2), e as recruta
para seu locus génico, regulando a modificacéo de histona no local (ANGRAND
et al., 2015). Esse mesmo locus também € conhecido por possuir os genes
supressores de tumor pl5, CDKN2A, CDKN2B e sabe-se que o ANRIL
desempenha um papel regulador na supressdo de tumores (BHAN; MANDAL,
2014).

A nivel pés-transcricional, os IncRNAs podem inibir ou promover alguns
processos como o splicing, degradacéo e traducdo de mRNAs alvos, podendo
ou ndo necessitar do auxilio do miRNAs como mediadores. Juntos, podem ser
0os precursores de pequenos RNAs e ainda regulam a meia vida dessas
moléculas (MRNA turnover). Os IncRNAs MALAT1 e o lincRNA-p21 sao
exemplos envolvidos nesses processos (CHEN; CHEN; ZHANG, 2015).

MALAT1 (do inglés Metastasis Associated Long Adenocarcinoma
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Transcript 1), € um IncRNA nuclear relacionado com metastase celular, que



desempenha um papel importante no splicing alternativo de pré-mRNA
modulando os niveis das proteinas SR, fatores regulatérios desse processo
(ANGRAND et al., 2015).

O IncRNA MALAT1 faz parte de dominios nucleares (nuclear speckles)
gue sdo regibes subnucleares enriguecidas com fatores envolvidos no
processamento do mRNA e no splicing, como as proteinas SR, que modulam a
expressao génica (YU; SHAN, 2016). Esse IncRNA regula o splicing alternativo
pois age como uma plataforma para fatores como o PC2, que é uma subunidade
do complexo ‘polycomb-repressive’ de proteinas reguladoras, e E2F1 que € um
fator de transcri¢cao, que juntos compdem o ‘polycomb body’, onde esses fatores
estdo metilados (YOSHIMOTO et al., 2016)

MALAT1 atrai PC2 e E2F1 para seu milieu de ativagcdo no dominio nuclear
(nuclear speckles) e dessa forma interage com os aminoacidos serina e arginina
para regular o splicing alternativo (TANO; AKIMITSU, 2012) (Figura 6). Na
presenca do MALAT1, as proteinas SR fosforiladas tem uma maior facilidade de
se ligarem ao pré-mRNA e regular o splicing; ja na auséncia desse INcCRNA ha
um aumento das proteinas SR desfosforiladas e com isso, mudangas no splicing
alternativo do pré-mRNA (YOSHIMOTO et al., 2016) (Figura 7).
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Figura 6. Representacdo esquematica do IncRNA MALAT1. O IncRNA MALATL1 integra o
dominio nuclear (Nuclear speckles) e regula o splicing alternativo pois interage com os fatores
reguladores de splicing (proteinas SR) e com complexo ‘polycomb-repressive’ de proteinas
reguladoras (E2F1 e PC2). Dessa forma ele é capaz de interferir e modular o splicing alternativo
do pré-mRNA. (Adaptado de TANO; AKIMITSU, 2012)
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Figura 7. Representacdo esquematica do controle do splicing alternativo realizado por
MALATL1. Esse IncRNA se associa com os fatores reguladores de splicing (proteinas SR), que
fosforilados tem uma maior facilidade de regularem o splicing do pré-mRNA. Na auséncia desse
IncRNA, ha um aumento do namero de proteinas SR desfosforiladas e com isso, ocorre uma
diminuicdo na eficiéncia do splicing (Adaptado de YOSHIMOTO et al., 2016).

11



A proteina p53 é um importante fator de transcricdo que regula as
respostas celulares ao estresse por meio da ativacao e represséo de diversos
genes alvos. O lincRNA-p21 é um alvo da p53 que induz esse lincRNA a modular
a resposta pos-transcricional por meio de determinadas proteinas (ZHAO; SUN;
WANG, 2016). Sob condi¢des estressantes, lincRNA-p21 também pode regular
a apoptose, com um mecanismo de feedback no qual ha um aumento da
atividade transcricional da proteina p53 no nucleo, uma vez que esse lincRNA é
necessario para a inducdo da apoptose por essa proteina (CHILLON; PYLE,
2016).

Uma outra forma de regulacédo tem consequéncias epigenéticas que pode
ser realizada pelos IncRNAs e esta envolvida no controle da expressao génica,
por meio de mecanismos de metilacdo do DNA, inativagdo do cromossomo X,
modificacdo de histonas e imprinting, que podem modificar a organizacédo da
cromatina (CHEN; CHEN; ZHANG, 2015). O IncRNA Xist foi um dos primeiros a
ser descoberto em mamiferos e por isso € tido como um modelo para entender
a regulacao epigenética (LEE, 2012). Um outro exemplo de IncRNA envolvido
com essas funcgdes é o Air, um IncRNA que sofre imprinting e & expresso apenas
no alelo paterno (QUINN; CHANG, 2016).

A inativacdo do cromossomo X € um processo que ocorre durante a
embriogénese nos mamiferos do sexo feminino para atingir uma compensacao
de dose entre os genes dos géneros. Esse processo acontece sob a regulagéo
do IncRNA Xist, que é transcrito pelo gene Xist no centro de inativacdo do
cromossomo X (Xic) (PONTIER; GRIBNAU, 2011).

O IncRNA Xist é controlado por outros INCRNAs, por exemplo, o Jpx que
€ um regulador positivo da ativacdo do INcRNA Xist e o Tsix que é antagonista
do Xist e regulado pelo enhancer Xite (LEE, 2012). Junto com eles, esta o ‘motivo
conservado’ RepA que age no recrutamento do fator de silenciamento PRC2
para o promotor do Xist, formando o complexo RepA-PRC2 (CHEN; CHEN;
ZHANG, 2015).

O cromossomo inativo, chamado de Xi é revestido pelo IncRNA Xist, que
recruta fatores de silenciamento, como o PRC2, levando a uma repressao da

expressao génica desse cromossomo (LI; ZHU; LUO, 2016) (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo esquematica da inativacdo do cromossomo X pelo IncRNA XIST.
XIST é transcrito pelo XIC (centro de inativacdo do cromossomo X) presente no cromossomo
inativo (Xi) e reveste esse cromossomo e por mecanismos epigenéticos, silencia a expressao do
Xi. (Adaptado de LEE, 2012)

O IncRNA Air € um outro exemplo que estéa relacionado com a regulacao
epigenética em camundongos. Este INcRNA sofre um processo de imprinting, um
do mecanismo de silenciamento génico. Air é expresso no cromossomo paterno,
cujo alelo ndo sofre metilacéo e dessa forma ocorre o silenciamento do promotor
do gene Igf2r (Insulin Like Growth Factor 2 Receptor) (WANG; CHANG, 2011).
No alelo materno, Air esta localizado em uma regido hipermetilada e por isso o
INcRNA € suprimido e os genes presentes nesse locus sdo expressos (QUINN;
CHANG, 2016).

3.2 Mecanismos moleculares de regulacdo dos IncRNAs

Os IncRNAs estdo envolvidos em diversas funcdes biolégicas no
organismo e a execucdo dessas funcdes é baseada em quatro mecanismos
moleculares e um IncRNA especifico pode estar relacionado com mais de um
desses mecanismos.

O primeiro mecanismo (Figura 9 1) é constituido pelos IncRNAs
sinalizadores (signals), indicadores de atividade transcricional e envolvidos nas
vias de sinalizag&o. Sao classificados dessa forma, pois podem possuir fungoes

regulatérias e sua presenca indica que pode ocorrer algum processo de
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sinalizacdo celular.Os principais exemplos de IncCRNAs que exercem esse
mecanismo sao: Air, Xist, incRNA-p21, PANDA (WANG; CHANG, 2012).

Assim como o lincRNA-p21, PANDA é um IncRNA também induzido pela
p53, que interage em resposta a danos celulares, com o fator de transcricdo NF-
YA pra diminuir a expressao de genes pré-apoptoéticos e permitir uma pausa no
ciclo celular (WANG; CHANG, 2012).

O segundo mecanismo (Figura 9 Il) engloba os IncRNAs que atuam como
armadilhas (decoys) para remover ou afastar determinadas proteinas do seu
alvo, que podem ser fatores de transcricdo, modificadores de cromatina ou
gualquer outro fator de regulacéo e dessa forma ativar ou silenciar genes (YANG;
WEN; ZHU, 2015). E um mecanismo de regulacdo competitiva entre os IncRNAs
e outras moléculas com a tentativa de exercer um efeito sob os mesmos alvos
moleculares (MATHY; CHEN, 2017). Os principais INcCRNAs desse grupo séo:
TERRA, PANDA e Gas5 (WANG; CHANG, 2012).

O IncRNA TERRA ¢ transcrito a partir dos teldmeros, que séo estruturas
localizadas nas extremidades dos cromossomos eucariéticos e sdo importantes
para sua estabilidade e protecdo. O TERRA esta envolvido na regulagdo da
homeostase e funcdo dessas estruturas (CUSANELLI; CHARTRAND, 2015),
podendo interagir fisicamente com a telomerase para executar essas funcoes
(WANG; CHANG, 2012).

O IncRNA PANDA, mencionado anteriormente, é bastante sensivel a
danos celulares. Em resposta a esses danos, PANDA inibe a expressao de
genes apoptoticos, ligando-se diretamente ao fator de transcricdo NF-YA que
ativa genes em resposta a danos no DNA, o que leva a sobrevivéncia das células
(WANG; CHANG, 2012).

Gas5 é um IncRNA que esta relacionado com uma classe de hormonios
esteroides, os glicocorticoides, que desempenham diversas funcdes no sistema
imune, metabolico e cardiovascular (WANG; CHANG, 2012). Esse IncRNA é tido
como ‘decoy’ por interagir com o receptor de glicocorticoide, bloqueando-o e com
iIsso impedindo a via de sinalizagdo desse hormoénio. Esse mecanismo constitui
a maquinaria de regulacdo da atividade dos glicocorticoides nos tecidos alvo
(YANG; WEN; ZHU, 2015).

O terceiro mecanismo (Figura 9 lll), dos IncRNAs guias (guides), é
caracterizado pela ligacdo dessas moléculas a proteinas e como esses INcCRNAs
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direcionam esse complexo a alvos especificos, modificando a expressdo de
genes tanto em cis como em trans (WANG; CHANG, 2012). Os IncRNAs Xist e
Air sdo exemplos de IncRNAs que regulam a expressao em cis, enquanto 0s
IncRNAs HOTAIR e lincRNA-p21, os que regulam a expressao em trans (YANG;
WEN; ZHU, 2015).

O quarto e ultimo mecanismo é composto pelos INcRNAs que servem de
plataforma (scaffold) (Figura 9 V) fazendo parte de complexos
ribonucleoprotéicos que controlam a especificidade e dindmica de interacdes
moleculares e processos de sinalizacdo, como ocorre nos INcRNAs ANRIL e
HOTAIR, por exemplo (WANG; CHANG, 2012).

Um exemplo desse mecanismo € o IncRNA ANRIL, que apresenta uma
interacdo direta com os complexos protéicos PRC1 e PRC2, importantes para a
regulagdo da cromatina. A ligacdo do IncRNA com essas moléculas contribui
para um melhor desempenho desses complexos, uma vez que o ANRIL serve
como plataforma para recrutar complexos modificadores de cromatina e dessa
forma regulam a atividade transcricional génica (WANG; CHANG, 2012; YANG;
WEN; ZHU, 2015).

Assim como o ANRIL, o HOTAIR interage com o0 mesmo complexo PRC2
para promover uma repressao génica. Ele também pode se ligar a um outro
complexo composto pelas proteinas LSD1, CoREST e REST cuja funcédo é
demetilar histonas para suprimir a expressdo de determinados genes. Dessa
forma, o INcRNA HOTAIR pode reprimir a expressdo génica por diversos
mecanismos ao mesmo tempo (WANG; CHANG, 2012).
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Figura 9. Representacdo esquematica dos diferentes mecanismos de acdo dos IncRNAs.
| - Sinalizadores: INcRNAs envolvidos em vias de sinalizacdo celular. Il - Chamarizes: IncRNAs
gue removem ou afastam fatores de transcricdo ou outras proteinas do seu alvo. lll - Guias:
IncRNAs que recrutam proteinas para o gene alvo. IV - Plataforma: IncRNAs que servem de
apoio para multiplas proteinas para estabilizar estruturas ou complexos de sinalizagéo (Adaptado
de MATHY; CHEN, 2017).

3.3 IncRNASs no sistema imune

O envolvimento dos IncRNAs em diversas vias biolégicas e no
desenvolvimento celular tem sido cada vez mais elucidado. Atualmente, sabe-se
também que essas moléculas regulam o desenvolvimento e diferenciacdo de
diversas linhagens do sistema imune (ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD,
2017), como mondcitos, macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, linfécitos B
e T (BHAT et al., 2016).

Um IncRNA envolvido na regulagdo de neutrofilos, eosindfilos e
mondcitos, em humanos e camundongos, é o Morrbid (do inglés, Myeloid RNA
Regulator of Bim-Induced Death), localizado no nucleo e que responde a
citocinas como, IL-3, IL-5, GM-CSF, envolvidas com a sobrevivéncia dessas
células (TIAN et al., 2016). O controle da regulacdo dessas células é importante
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para aumentar as respostas imunes a inflamacfes e ela ocorre por meio da
interacdo do INncRNA com o complexo PRC2, que promove modificacées na
histona do promotor do gene pro-apoptotico Bcl2L11 (Bim) (ATIANAND;
CAFFREY; FITZGERALD, 2017). Dessa forma, Bim permanece em um estado
silenciado.

Células imunes que estdo sofrendo o processo de inflamacéo, também
podem ter os niveis do INcRNA Morrbid alterados por mecanismos regulatorios,
e dessa forma, podem ser capazes de controlar a apoptose em resposta a sinais
provenientes de citocinas (TIAN et al., 2016). Morrbid pode ser um importante
alvo terapéutico para o tratamento de desordens envolvendo células mieloides
aberrantes (ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD, 2017).

O lincRNA-Cox2 é um non coding que esta relacionado com a ativagéo ou
repressao da expressdo génica de genes anti-inflamatérios em macrofagos e
tem seus niveis aumentados na presenca de LPS, Pam3CSK4 (lipopeptideo
sintético de bactéria) e R848 (componente sintético antiviral) (HEWARD;
LINDSAY, 2014), que sao reconhecidos por receptores do tipo Toll Like (TLR) e
induzem uma cascata de ativacéo da via Myd88-NF-kB (IMAMURA; AKIMITSU,
2014) (Figura 10).

A repressdo da expressdo génica pelo lincRNA-Cox2 ocorre pela
interacdo dele com as ribonucleoproteinas nucleares (hnRNP) A/B e A2/B1,
proteinas que desempenham um papel importante no processamento do pré-
MRNA e na regulacdo da expressao génica (GENG; TAN, 2016). Além disso,
essas proteinas também podem regular a represséao de genes relacionados com
a resposta imune, como o das quimiocinas Ccl5 e Cl3cll, e os estimulados por
IFN, como Ifr7 e Isg1l5 (IMAMURA; AKIMITSU, 2014).
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Figura 10. Representacao esquematica da ativacao do lincRNA-Cox2. O lincRNA-Cox pode
ser ativado na presenca de componentes como o LPS, R848 e Pam3CSK4 em macrofagos. Pode
reprimir a expressdo g@énica de genes anti-inflamatérios quando interage com as
ribonucleoproteinas nucleares hnRNP A/B e A2/B1 (Adaptado de HEWARD; LINDSAY, 2014)

Outro IncRNA que interage com as hnRNP, é expresso em macrofagos e
modula a regulagao da citocina TNFa é o IncRNA THRIL (do inglés, TNFa and
hnRNPL Related Immunoregulatory LincRNA) (LI et al., 2014). O complexo
THRIL-hnRNP é capaz de se ligar ao promotor do gene TNFa e regular a sua
expressao, o que mostra os INcRNAs como moléculas importantes na regulagéo
de genes relacionados com o sistema imune (GENG; TAN, 2016).

No sistema imune, os IncRNAs também estdo envolvidos com o
desenvolvimento de eosinofilos, como o IncRNA intrénico EGO (do inglés
Eosinophil Granule Ontogeny), que é importante para a expressao de genes
relacionadas com essas células, apresentando-se com niveis de expressdo
elevado durante o seu desenvolvimento (HU; ALVAREZ-DOMINGUEZ; LODISH,
2012).

Lethe é um IncRNA transcrito pelo pseudogene Rpsl15a-ps4 e conhecido
por bloquear as respostas inflamatérias da via NF-kB em fibroblastos de
camundongo, pela associacdo com as proteinas p50 e p65, que sdo essenciais
para a formacéo e ativacao do fator de transcricdo NF-kB (HEWARD; LINDSAY,
2014). A ativacao desse IncRNA acontece em resposta a citocinas como TNFa
e IL-1B que levam a juncao do Lethe com as proteinas p65 e p50 que impedem
gue o fator de transcricdo NF- kB chegue ao seu promotor no gene da IL-6,
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blogueando parte das respostas inflamatérias (ATIANAND; FITZGERALD, 2015)
(Figura 11).
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Figura 11. Representacdo esquematica do mecanismo de agcdo do IncRNA Lethe. Esse
IncRNA é ativado pelas citocinas TNFa e IL-1B8 que levam a associagao do IncRNA com as
proteinas p65 e p50, envolvidas na ativacdo do fator de transcricdo NF- kB. Dessa forma,
impedem que esse fator de transcricdo chegue ao seu promotor e bloqueiam as respostas
inflamatorias (Adaptado de ATIANAND; FITZGERALD, 2015)

3.3.1Inc-DC

As células dendriticas (DC) funcionam como células apresentadoras de
antigenos e sdo importantes para a interagdo dos sistemas imunes inato e
adaptativo. Recentemente foi descoberto um IncRNA, conhecido por Inc-DC (ou
LOC645638), expresso durante a diferenciacdo de mondcitos em células
dendriticas (WANG et al.,, 2014). Sua transcricdo é controlada pelo fator de
transcricdo PU.1, que se liga ao promotor do gene do Inc-DC, para regular a
diferenciacdo dessas células (GENG; TAN, 2016) (Figura 12).

Sabe-se que o knockdown desse Inc-DC leva a uma diminuicdo na
expressao de genes relacionados com as fungcbes desse tipo celular, como
apresentacdo de antigenos, indugdo da proliferacdo de céluas TCD4+ e
producao de citocinas (WANG et al., 2014).

Além disso, o Inc-DC também interage com o fator de transcricdo STAT3
por meio da sua por¢cao C-terminal que contém o aminoacido Tyr707 (Y705) cuja
fosforilacdo é essencial para a ativagdo e translocacao nuclear desse fator de
transcricdo (GENG; TAN, 2016). Essa interacao previne a desfosforilagdo da
STAT3 pela SHP-1, uma tirosina fosfatase que regula negativamente vias de
sinalizacdo, como a da STAT (ATIANAND; FITZGERALD, 2015).
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Figura 12. Representacdo esquemaética da interac&o do Inc-DC com o fator de transcricéo
STATS3. Na porgao C-terminal da STAT3 encontra-se o aminoacido Y-705 que é fosforilando e
ativado. Ao mesmo tempo, Inc-DC e STAT3 impedem a desfosforilacdo da STAT3 pela tirosina
fosfatase SHP-1 (Adaptado de ATIANAND; FITZGERALD, 2015).

3.3.2 GAPLINC

GAPLINC é um IncRNA envolvido com cancer gastrico, tendo seus niveis
elevados em tecidos acometidos com essa doenca e sua supressao pode alterar
vias de migracédo celular. Além disso, GAPLINC est& relacionado com o CD44,
um receptor de adeséo celular altamente expresso em varios tipos de canceres
e metastase (HU et al., 2014).

Pouco se tem descrito sobre o INcCRNA GAPLINC, mas sabe-se que ele
utiliza a molécula CD44 como uma esponja molecular para o microRNA 211-3p,
e aumenta a migracao e invasdo do tumor. Dessa forma, a expressao de CD44
€ aumentada pois a molécula que a marcava para degradacao, o miR-211-3p, é
reduzida (LIU et al., 2016).
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De acordo com o banco de dados Ensembl (http://www.ensembl.org),
existem quatro INcCRNAs transcritos pelo gene GAPLINC (ENSG00000266835),
gue se diferenciam pelo tamanho e quantidade de éxons (YATES et al., 2016)
(Figura 13).

Showhide columns (1 hidden)

Mame 4  Transcript|D bp = Protein = Biotype | CCDS RefSeq Flags
GAPLINC-201 ENST00000578664.1 440 No protein | lincRNA - - TSL:3
GAPLINC-202 ENST00000579007.5 643 Noprotein | lincRNA - - TSL:3 GENCODE basic
GAPLINC-203 ENST00000581029.5 613 No protein | lincRNA - - TSL:3 GENCODE basic
GAPLINC-204 ENST000005814425 450 No protein | lincRNA - NR_110428¢ TSL:3

NR_110429¢

Figura 13. Isoformas dos IncRNASs transcritos pelo gene GAPLINC (201, 202, 203 e 204).

O IncRNA RP11-838N2.4 € uma das isofrmas do GAPLINC (GAPLINC
202) e foi descrito primeiramente por Yanting Liu e colaboradores como uma
importante molécula envolvida no aumento da eficiéncia do quimioterapico
Temolozomide (TMZ) no tratamento de gliobastomas (GBM). Esse IncRNA pode
aumentar a citotoxicidade do TMZ no GBM, além de funcionar como uma
esponja de microRNA, suprimindo a fungéo do miR-10, envolvido com apoptose,
crescimento e proliferacdo tumoral. O IncRNA também aumenta a expresséo da
proteina EphA8, que por sua vez, leva a apoptose e intensifica a sensibilidade
dos GBM para o TMZ. Os autores também observaram que o IncRNA RP11-
838N2.4 inibe a atividade do fator TGF- (LIU; XU; GUO, 2016).

3.4IncRNAs e linfocitos T

Os linfécitos T possuem um papel central na regulacdo do sistema imune
e, parte dessa funcdo € realizada por IncRNAs. No timo, cada estagio de
diferenciacao das células T é caracterizado por um padréo singular de expresséo
de IncRNAs especificos (AUNE; CROOKE; SPURLOCK, 2015). A identificagdo
desses INncCRNAs e seus genes alvos que regulam os linfécitos T na sua
diferenciacdo, € importante para o desenvolvimento de novas terapias para

doencas autoimunes, alergias e cancer (PAGANI et al., 2013). IncRNAs que
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regulam os linfocitos T e sua diferenciacao por meio da modulacao da transcricao
génica e com mecanismos proprios, serao descritos a seguir.

NRON € um IncRNA que inativa o fator de transcricdo NFAT em condi¢bes
normais do organismo. Esse fator de transcricéo € célcio dependente e controla
a producado de IL-2 em células T ativadas. Nas células que ainda ndo foram
ativadas, o NFAT fica inativo, fosforilado. (ATIANAND; CAFFREY;
FITZGERALD, 2017). Em resposta ao aumento de Ca?* intracelular, a enzima
calcineurina desfosforila o fator NFAT, permitindo sua translocacéo para o
nucleo, onde vai ativar a transcricdo de genes alvo, como a IL-2 (AUNE;
CROOKE; SPURLOCK, 2015) (Figura 14).

O IncRNA NRON faz parte de um complexo protéico que mantém o fator
NFAT (do inglés, Nuclear Factor of Activated T Cells), importante mediador da
ativacéo de células T, fosforilado e assim interfere na translocacdo desse fator
de transcricdo, que é retido no citoplasma. NRON € essencial para manter a
estrutura desse complexo protéico (ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD,
2017; AUNE; CROOKE; SPURLOCK, 2015). Sem o IncRNA, o complexo ndo é
formado, o NFAT é desfosforilado e encaminhado para o nucleo onde realiza seu

papel de fator de transcricéo, ativando genes alvos (GENG; TAN, 2016).

Ativacédo de célula T

Aumento de Ca?*

Figura 14. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo do IncRNA NRON. NRON
se associa com um complexo protéico para manter o fator de transcricdo NFAT (do inglés,
Nuclear Factor of Activated T Cells) que é fosforilado e inativado (Adaptado de HEWARD;
LINDSAY, 2014).
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NeST, também conhecido como IFNG-AS1 ou Tmevpgl, € um IncRNA
gue regula a diferenciacdo dos linfécitos T no subtipo Thl e por isso é
dependente da expressdo dos fatores de transcricdo T-bet e STAT4. Esse
INcRNA é transcrito na orientacdo antisenso do gene que codifica o IFNy e é
expresso nos linfocitos T CD4* Thl, T CD8* e células natural killer (NK),
(ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD, 2017) (Figura 15).

O complexo da histona H3K4 metiltransferase possui uma subunidade
conhecida como WDRS5, na qual o IncRNA NeST se liga. Com essa associacéo,
esse complexo protéico altera por mecanismos epigenéticos, a metilagdo do
locus do gene IFNy, regulando a sua expressao (GENG; TAN, 2016). A presenca
dos fatores de transcricdo T-bet e STAT4 séo essenciais para a expressao de
IFNy, uma vez que sozinho o INncRNA NeST né&o consegue realizar essa funcao
(ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD, 2017).

NeST

WDRS)
() NeSTMI NN P T IEN-y

>

Figura 15. Representacdo esquematica da acdo do IncRNA NeST. NeST interage com a
subunidade da histona H3K4, WDR5 e regula a expressdo do gene IFNy por mecanismos
epigenéticos (Adaptado de ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD, 2017).

Um outro IncRNA envolvido na diferenciacdo de células T na linhagem
Thl, € o RNA intergénico longo nao codificador MAF-4 (linc-MAF-4). O gene
MAF-4 codifica um fator de transcricdo que promove a expressao de genes que
codificam citocinas especificas da linhagem Th2 de linfocitos T CD4* (RANZANI
et al., 2015) (Figura 16).

Linc-MAF-4 reprime a expressdo do gene MAF, que por sua vez,
interrompe a diferenciacdo das células T em Th2 e promove a diferenciacdo da
linhagem Thl. Tanto o non coding como o gene MAF estdo préximos no

cromossomo, o que facilita a acao do linc-MAF-4 em cis para regular a expresséo
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do gene (ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD, 2017). O linc-MAF-4 se associa
com modificadores de cromatina, como o LSD1 e EZH2, para facilitar a
trimetilacdo de marcadores de histona H3K27 no promotor do gene MAF, com a
formacédo de um looping na cromatina, e assim silenciar a sua expressao em
células Thl (AUNE; CROOKE; SPURLOCK, 2015).

lincRNA-MAF-4
gy

LSD1 ™
EZH2 — MAF  pre

= [incRNA
Cr.16 7140 kb3

'-s‘

Loop na cromatina

Figura 16. Representagao esquemadtica da acdo do lincRNA MAF-4. O lincRNA-MAF-4,
localizado no cromossomo 16, silencia a expresséo do gene MAF (associado com a polarizagédo
Th2) e leva a diferenciacdo das células T CD4" para a linhagem Th1, estabilizando um loop na
cromatina para recrutar os fatores PRC2, EZH2 e LSD1 para o locus génico (Adaptado de
ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD, 2017).

O subtipo Th2 dos linfocitos T CD4* pode ser regulado por alguns
INcRNAs como o0 Th2LCRR e o lincR-Ccr2-5’. O IncRNA Th2LCRR é coexpresso
com as citocinas caracteristicas dessa polarizagéo: IL-4, IL-5, IL-13 e € transcrito
no sentido antisenso do gene RAD50 (SPURLOCK et al., 2015). Esse IncRNA
se liga ao componente WDR5 do complexo da histona H3K4 metiltransferase
para manter os marcadores dessa proteina nos promotores dos genes que
codificam as interleucinas IL-4, IL-13, IL-15 e com isso regular a polarizacao das
células T (AUNE; CROOKE; SPURLOCK, 2015).

O lincR-Ccr2-5 AS é transcrito na diregao antisenso do gene Ccr2 e
controla a expressédo de genes relacionados com a resposta do subtipo Th2
(ATIANAND; FITZGERALD, 2015). O nocaute desse lincRNA altera de forma
negativa a expressao de genes de quimiocinas como o Ccrl, 2, 3 e 5, que estao
localizados no mesmo loci gendmico que o non coding intergénico Ccr2-5’ AS
(HEWARD; LINDSAY, 2014).

Os linfocitos T que se diferenciam no subtipo Th17 estdo envolvidos com

a patogénese de doencgas autoimunes e exercem um papel importante na defese
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de patdégenos extracelulares (DONG, 2008). O fator de transcricdo responsavel
por essa diferenciacéo, juntamente com as citocinas IL-6 e TGF- B € 0 RORyt.
Esse gene pode ser ativado pela DEAD box RNA helicase DDX5, molécula
importante no desdobramento de RNAS, e associados, coordenam a transcri¢cédo
de genes envolvidos na resposta Th17 (ATIANAND; CAFFREY; FITZGERALD,
2017).

A interacdo do fator RORyt com a DDX5 requer o IncRNA RMRP (do
inglés, RNA component of the Mitochondrial RNase complex), que esta
localizado no nucleo. Esse complexo DDX5-RMRP é essencial para regular a
funcdo efetora do RORyt em diversos genes especificos da linhagem Th17. O
INcRNA age em trans nos genes dependentes desse fator de transcricdo, com
a ajuda da helicase DDX5 (HUANG et al., 2015).

A descoberta desse complexo RMRP-DDX5 na regulagdo do RORyt
mostra dois fatores importantes: a complexidade nas células Thl7 e a
possibilidade de outras células imunes utilizarem a associacdo de ncRNAs com
helicases de RNA para controlar a expressdo génica (ELLING; CHAN;
FITZGERALD, 2016).

Alguns IncRNAs nédo sao exclusivos dos linfocitos T, porém suas funcdes
influenciam o desenvolvimento e ativacdo dessas células, como os IncRNAs
CD244 e o Fas-AS1. O receptor coestimulatério CD244 regula algumas funcées
das células natural killer (NK), est4 presente em células T CD8" e sua sinalizacao
persistente esta associada com algumas infec¢des virais humanas, como
Hepatite B e C (WANG et al., 2015).

Na tuberculose, esse receptor esta envolvido com a inibicdo da expresséo
de citocinas como IFN-y e TNF-a (protegem o hospedeiro contra a doenca), pois
induz a expressao do INcCRNA-CD244. Este, cuja expressdo é estimulada pela
molécula CD244, regula por mecanismos epigenéticos a repressao dos genes
IFNG e TFN. Esse IncRNA pode ser um importante alvo para intervencéo
terapéutica na tuberculose (AUNE; CROOKE; SPURLOCK, 2015; WANG et al.,
2015).

Fas é uma proteina membro da superfamilia dos receptores de necrose
tumoral e esta envolvida na via de apoptose. E ativada pelo seu ligante FasL,
gue desencadeia uma cascata de eventos que culminam na apoptose. O

receptor de Fas é expresso em diversos tecidos, células tumorais, linfécitos B e
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T (SEHGAL et al., 2014). O IncRNA Fas-AS1 esté envolvido na via de apoptose,
e controla a sintese de Fas e sFas, que € a forma soluvel dessa proteina. Quando
sFas se liga a FaslL, ela inibe a apoptose que ocorre pela ativacao de Fas-FasL
(AUNE; CROOKE; SPURLOCK, 2015).

4. Regulacado da expressao génica por anticorpos anti-CD3

Em pesquisas realizadas anteriormente pelo Grupo de Imunologia
Molecular da Universidade de Brasilia - UnB, foi analisado o perfil
imunorregulatério de linfécitos T tratados com os anticorpos OKT3, sua versao
humanizada FvFcR e a versdo quimérica FvFcM.

Nesse contexto, Silva et al. (2009) observaram que o anticorpo FvFcR
induzia um perfil de citocinas anti-inflamatérias com expresséao tardia do fator
FOXP3 quando comparado ao OKT3, que apresentou uma expressao transiente.
Além disso, eles também descrevem que o FVFCR tem uma expressao diminuida
de IFN-y e aumentada de IL-10 em relacdo ao OKT3. Esses e outros dados
sugerem que o anticorpo humanizado pode induzir um microambiente anti-
inflamatério, o que pode favorecer o desenvolvimento de condi¢des
imunorregulatorias pela ativacdo de mecanismos supressores a partir da citocina
IL-10.

De acordo com os dados obtidos por Bezerra M.A.G. (2014), quando as
versdes FvFcR e FvFcM foram comparadas, a humanizada apresentou menor
mitogenicidade em células T CD4* e CD8* e ambas as versdes induziram o
aumento da expresséo do gene Fas nessas populacdes de células T. Além disso,
dentro das populacdes CD4* e CD8*, esses anticorpos aumentaram o hamero
de células positivas para alguns marcadores de linfocitos T regulatorios (CD25,
GARP e CTLA-4). A versao humanizada FvFcR foi a que revelou o maior
aumento de células CD25* GARP*, sugerindo a inducdo de um fendtipo
imunorregulatorio.

Para uma melhor caracterizacdo do tratamento com os anticorpos anti-CD3
em linfécitos T, Simi K.C.R. (2014) realizou um sequenciamente de alto
desempenho para a obtecdo de dados necessarios para desenvolver um
conhecimento sobre o perfil transcritomico dessas células. Pela a analise dos

dados do RNAseq foi possivel identificar varios genes envolvidos na
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imunorregulacéo e fendtipo de célula T regulatoria, onde o anticorpo FVFCR
apresentou um perfil similiar ao OKT3.

Com o0 avango dos estudos sobre RNAs nao codificadores e sua
importancia na regulacdo de linfocitos T, Sousa et al. (2017) caracterizou as
alteracbes induzidas pelos anticorpos anti-CD3 a nivel de expressao de
microRNAs em linfocitos T humanos. Foram validados 31 microRNAs em
populacdes de células Thl7 e Treg, envolvidos com vias imunorregulatérias. A
versdo humanizada FvFcR aumentou a expressdo de miRNAs que regulam a
expressdo de FOXP3, o que sugere uma diferenciagdo em células T regulatérias.

Os dados obtidos pelos trabalhos anteriores, sugerem a existéncia de uma
inducdo de células T reguladoras promovida pela acdo desses anticorpos.
Porém, ainda é necessaria uma caracterizacdo mais precisa dos efeitos dos
anticorpos anti-CD3 humanizados na diferenciacdo de linfécitos T e na
expressao diferencial de moléculas como os IncRNAs. Estes por sua vez, tem
se mostrado envolvidos em varias vias relacionadas a linfocitos T regulatorios,
caracteristica que os tornam alvos interessantes de estudo quando analisada a

resposta dessas moléculas aos anticorpos anti-CD3.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

De maneira geral, os IncRNAs podem afetar a diferenciagcdo, modulagao
e regulacdo celular, interagindo com moléculas ou cromatina e regulando-as a
niveis transcricionais, pos transcricionais ou epigenéticos por meio de diversos
mecanismos moleculares. Sabe-se também que os IncRNAs desempenham
papéis importantes nos linfécitos T, participando do seu desenvolvimento e
diferenciagao dos seus subtipos celulares.

Com isso, se faz necesséria a caracterizacao da atividade transcricional
dos IncRNAs em linfocitos T com ou sem a estimulacao de anticorpos anti-CD3
humano. Tal caracterizagdo pode aumentar o conhecimento sobre o0s
mecanismos de acao desenvolvidos pelos anticorpos anti-CD3, que podem ter
aplicacdes terapéuticas, além de reconhecer o papel dos IncRNAs como

importantes biomarcadores.

OBJETIVO

Identificar INncRNAs diferencialmente expressos em linfécitos T quando
tratados com anticorpos anti-CD3, por meio da amplificacdo, clonagem e
sequenciamento desses transcritos, bem como determinar e confirmar seus

niveis de expressao por PCR em tempo real.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

1. Iniciadores sintetizados
Os iniciadores foram sintetizados pela empresa IDT (Integrated DNA
Technologies) e diluidos para 100uM em agua Mili-Q.
A Tabela 1 mostra as sequéncias de cada um dos iniciadores, onde 0s numeros
entre parénteses representam os seus transcritos especificos para facilitar sua

visualizacdo e descri¢cdo no texto.

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores escolhidos para cada IncRNA.

IncRNA Transcritos NUmero Sequéncias
de éxons
totais

RP11-838N2.4  TCONS_00018843 3 5/ - CTTCTCTGCGTTCACACACA - 3’
(1) 3’ - ACCACATAATCCTCAGGTATGGA - 5’

TCONS 00018846 2 5’ - GCAGAGCTTGATCCAGAGGT - 3’

‘(2) 3’ - AATCAGGGCTCTTGGACTCC - 5’

CTD-2319112.1 TCONS_00018307 5 5’ - CCAAGACCTGAGCCCTGTAA - 37
(3) 3’ - CTTCCCTGCCTCCCATATCC - 5’

LOC645638 3 5’ - TCCTCCTCCTGTGATCCTCA - 3’

(4) 3’ - CCAGGAAGGGATGACGATCT - 5’

COL4A2-AS2  TCONS_00011352 4 5/ - TTTCATCTCACACAGCTGGC - 3’
(5) 3’ - CCTGCATCTGTGGTTGTCTC - 5’

COL4A2-AS2 5 5’ - GAGAGAGGCAGGGACAGATC - 3’

(6) 3’ - CCTGCATCTGTGGTTGTCTC - 5’

LINCO00861 TCONS_00038502 6 5’ — CTCTTGCGCTTATCAACCCT - 3’
(7) 3’ - TCCCTTTCCTGTAGACTGTGA - 5’

TCONS_00038503 6 5’ - TCTCCATGAGCTCCTATGGC - 37

(8) 3’ - AACCCTATGTCTCCCCTTGC - 5’

TCONS_00038504 3 5’ - ACTCGGCCATCTCCTACTTG - 3’

9) 3’ - ATTGCAATAGGAGTGGGGCA - 5’

LINCO0861 2 5’ - TGAGTGGGCATCTGTTCTCA - 3’

(10) 3’ - ACTGGGTGAAGAAAGCAGGA - 5’
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2. Meios de cultura e solucdes para bactérias
Todos os meios de cultura e solugdes utilizados para cultivo de microorganismos
foram confeccionados com agua destilada e esterilizados em autoclave a 120 °C
por 20 minutos a 1 ATM.

2.1 Meio LB (Luria-Bertani)
Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)
pH 7,0.

2.2 Meio LB agar

Meio LB adicionado de agar bacterioldgico a 1,4% (p/v).

3. Antibiéticos

3.1 Ampicilina
A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentracdo de
50 mg/mL. Apds a ressuspensao, ela foi esterilizada por filtracdo em membrana
Millipore de 0,22 um, estocada a -20° C e protegida da luz. Este antibiético foi
utilizado como marca de selecéo para plasmidios transformados em células de
E. coli.

3.2 Tetraciclina
A tetraciclina liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentracao de
50 mg/mL e esterilizada por filtragdo em membrana Millipore de 0,22 ym. Apds
a filtracdo, ela foi estocada a -20° C e protegida da luz. Este antibiotico foi
utilizado para a semeadura e manutencao de células E. coli das linhagens XL1-

blue, que possuem o gene de resisténcia a esse antibiotico.

4. Solucdes e material para preparo de células competentes e

transformacgao bacteriana
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4.1 Solucéo de CaCl>
CaCl2 50 mM

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4° C

4.2 Solucéo IPTG 0,1M
IPTG 1,226 g
H20 para um volume final de 50mL. Esterilizar por filtragdo em membrana

Millipore de 0,22 um e estocar a 4°C.

4.3 Solucéo X-gal (2mL)
X-gal 100mg

Dissolver em 2mL de Dimetilformamida

5. Solucgbes para extragcdo de DNA plasmidial
Solucéo |
Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Glicose 50 mM

Solucéo |l
NaOH 0,2 M
SDS 1,0% (p/v)

Solucéo I

Acetato de potassio 3 M
Acido Acético 2 M

pH ajustado para 4,8 - 5,0

RNAse A
RNAse A (Invitrogen®, no de catalogo 12091-021).

Clorofane
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Fenol equilibrado em pH 7,6 1 v

Cloroférmio 1 v

B-hidroxiquinilona 0,05% (p/v)

Equilibrado com 0,1 v de Tris-HCI 100 mM pH 7,6

Clorofil

Cloroférmio 24 v

Alcool isoamilico 1 v

Equilibrado com 0,25 v de tampéo TE

Etanol 100%
Etanol 100% (v/v)

Etanol 70%
Etanol 70% (v/v)

Acetato de s6dio 3 M, pH 4,8

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparacdo de pequena escala.

6. Tampéao de corrida para gel de eletroforese
6.1 Tampéao Tris-acetato EDTA (TAE) 10X

Tris-Acetato 40 mM

EDTA1 mM

pH ajustado para 8,5

6.2 Tampao de Amostra (10X) para analise de DNA por eletroforese
TAE 20X 50 % (v/v)
Glicerol 30% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,25 % (p/v)

6.3 Marcador de massa molecular para DNA

1 Kb Plus ladder (Invitrogen)
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7. Kits comerciais
SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Scientific)
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen)
Pgem-T Easy Vector System | (Promega)
QIAquick PCR Purification (QIAGEN)

8. Tampdes de Endonucleases de Restri¢cao
NEBuffer 3 (1X)
Tris-HCI pH 7,9 150 mM
MgCl2 10 mM
NaCl 100 mM
DTT 1 mM

9. Endonucleases de restricao
9.1 New England Biolabs

Nco | (10U/pL)

Not | (10U/uL)
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METODOS

Os métodos resumidos a seguir foram realizados em um trabalho anterior
(SIMI, 2014) cujos dados foram essenciais para a realizacdo do presente
trabalho.

O sangue periférico de doadores saudaveis foi coletado e a separacédo de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi realizada por gradiente
de densidade com Ficoll-Paque Plus (GE). Essas células ficaram em cultura na
presenca ou auséncia dos anticorpos anti-CD3 (anti-CD3¢ Muromonab-CD3 -
OKT3, o humanizado FvFcR e a quimera FvFcM), apos 72 horas, as células T
CD3* foram enriquecidas por selecdo negativa utilizando beads magnéticas. O
método de selecdo negativa nesse experimento, consiste na marcacdo e
separacao de populacdes de células mononucleares que compde 0 sangue
periférico, com excecdo dos linfocitos T CD3*, para evitar que esses linfécitos
sofram uma estimulacdo. O RNA total dos linfécitos T isolados de dois doadores
foi extraido e enviado para sequenciamento.

Essa dissertacdo foi inspirada e baseada a partir desses dados de
RNAseq.

1. Identificagdo dos IncRNAs utilizando o Cufflinks

Para a escolha dos IncRNAs foram utilizados os seguintes critérios a partir
da analise com o pacote do Cufflinks (TRAPNELL et al, 2010): diferencialmente
expressos pelo tratamento com os anticorpos OKT3, FvFcR e FvFcM (fold
change >2); valores de expressédo significativo (p-value = 0,05) e locus néo
codificador de proteinas.

Cada locus nao codificador de proteinas e diferencialmente expresso
detectado com o Cufflinks, foi analisado manualmente utilizando o visualizados
IGV. Varios candidatos foram descartados principalmente quanto a baixa
cobertura (numero de reads que suportavam o modelo). Os dados utilizados

nessa analise estdo disponiveis em http://silo.bioinf.uni-leipzig.de/gero/kelly/
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2. Sintese de Iniciadores
Iniciadores foram desenhados para as moléculas de interesse e

sintetizados pela empresa IDT (Integrated DNA Technologies) (Tabela 1).

3. Sintese das moléculas de cDNA
O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total extraido de linfocitos T de 6
doadores, tratados com os anticorpos anti-CD3 (SIMI, 2014) com o kit
SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Scientific), seguindo as

orientagdes do fabricante.

4. Reacdao de polimerizacdo em cadeia (PCR)

Para amplificar o cDNA, os sistemas de PCR foram montados para um
volume final de 50ul e com o0s seguintes componentes: aproximadamente
~200ng de cDNA; 0,2uM de cada primer; 0,2Mm da solucéo de dNTPs; tamp&o
de PCR para uma concentracdo final de 1x; cloreto de magnésio (na
concentracdo Otima para cada primer) e Tag DNA Polimerase 1U (Platinum Taq
DNA Polimerase — Invitrogen).

Os ciclos de amplificacdo foram realizados no termociclador SimpliAmp
(Apllied Biosystems). A amplificacao foi executada por 35 ciclos onde o DNA foi
desnaturado a 94 °C por 30 segundos, anelado a temperatura ideal para cada
par de oligonucleotideo por 30 segundos e elongado a 72 °C por 1 minuto.

5. Andlise e eluicdo de fragmentos de DNA em gel de agarose

A agarose foi preparada numa concentracao de 0,8% em tampéao TAE 1X
com 0,5 uyg/mL de brometo de etideo. As amostras de DNA foram aplicadas com
o tampdo de amostra azul de bromofenol 6x e submetidas a eletroforese, como
descrito por (SAMBROOK E RUSSEL, 2001). A visualizacdo do DNA foi
realizada pelo transluminador E-Gel Imager (Invitrogen).

Apos analise do gel, os fragmentos de DNA de interesse foram cortados
e a eluicdo realizada com o filtro de centrifugacédo Ultrafree DA (Millipore),
conforme as determinacdes do fabricante.

As quantificacbes das amostras de DNA foram realizadas no

espectofotdbmetro Nanodrop One (Thermo Scientific).
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6. Ligacdo dos fragmentos de IncRNAs no vetor (vetor-inserto)
O vetor utilizado para clonagem foi o pGEM-T System | (Promega) que
apresenta 3kb de tamanho e possui 0 gene de resisténcia a ampicilina. O

protocolo de ligacdo seguiu as orientagdes do fabricante.

7. Preparacdo de células bacterianas competentes para choque

térmico (CacCly)

O preparo de células de E. coli competentes para choque térmico foi
realizado como descrito por Cohen (1972) com modificagdes. As células da
linhagem de E. coli desejada foram crescidas em 5 mL de meio LB e incubadas
a 37 °C durante a noite sob agitacédo a 250 rpm. Em seguida 1 mL do pré-in6culo
foi adicionado a 100 mL de meio LB e incubada a 37 °C sob agitacao (250 rpm)

até atingir uma oD, de 0,2 a 0,3. As células foram coletadas por centrifugacéo
a 3.000 x g por 10 minutos a 4 °C e ressuspensas em 10 mL de CaCI2 100 mM

estéril e gelado. Em seguida as células foram submetidas a uma nova
centrifugacdo nas mesmas condicOes. Posteriormente, as células foram
semeadas em placas de Petri contendo meio LB agar e incubadas a 37°C

durante a noite.

8. Transformacéo de E. coli (XLIBlue) por choque térmico (adaptado de
Sambrook et al., 2001)

Uma aliquota de célula termocompetente previamente preparada foi
utilizada para cada sistema de ligagdo. Em seguida, foram adicionados 10 yL do
sistema de ligacdo as células e estas foram novamente incubadas no gelo por
30 minutos. Apos este periodo, as células foram submetidas a um choque
térmico a 42 °C por 3 minutos e incubadas novamente no gelo por 2 minutos.
Posteriormente foram adicionados 900 puL de meio LB ao sistema que foi
incubado a 37 °C por 1 hora sob agitacdo. Em seguida, as células foram
semeadas em placas contendo meio LB-agar, X-Gal (80ug/mL), IPTG (0,5mM)

e 0 antibidtico ampicilina (200ug/mL) e incubadas a 37 °C durante a noite.
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9. Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (método por lise

alcalina - adaptado de De-Sousa et al., 2016)

Foi inoculado uma colénia de bactéria em 5 mL de meio LB, contendo
ampicilina 200 pg/mL e incubado por aproximadamente 16 a 18 horas a 200 rpm
a 37 °C. A suspenséo bacteriana foi centifugada (5000 rpm por 2 minutos), o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 200uL de solucéo | (Tris-
HCI 25Mm e EDTA 10mM) e incubado por 5 minutos no gelo. Em seguida, foram
adicionados 400uL da mistura da solucéo II (NaOH 0,2M e SDS 1%) e a
homogeinizagdo se deu por inversao do tubo; foi adicionado 300uL de uma
solucéo Il (acetato de potassio 5M e acido acético glacial) e incubado no gelo
por 10 minutos. Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado em um novo tubo, acrescentou-se 10uL de RNAse
(10mg/ml) e a mistura foi incubada por 1 hora a 37°C. Foi adicionada a solu¢éo
de fenol/cloroférmio e as proteinas extraidas por vortex por 2 minutos.
Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi coletada em um
novo tubo e acrescentou-se 300uL da solugéo de cloroférmio e &lcool isoamilico
(24:1). Apos agitacdo em vortex por 1 minuto, centrifugou-se por 10000 rpm por
5 minutos. A fase aquosa foi coletada em um novo tubo. Foram adicionados 2,5v
de etanol absoluto gelado e 1uL da solucdo GlycoBlue Coprecipitant (Applied
Biosystems) a 50ug/ml de e incubados a -20°C por 16 horas.

Centrifugou-se a 12000 rpm por 45 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 200uL de etanol 70% gelado e a mistura
centrifugada por 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. Novamente o sobrenadante
foi descartado e esperou-se até que o pellet secasse para que fosse
ressuspendido em 30uL de H20.

10. Digestdo do DNA plasmidial
A digestdo do plasmideo pGEM-T foi realizada utilizando as enzimas

Nco | e Not |, de acordo com as instru¢des do fabricante.
11.Purificacdo de DNA

As amostras foram purificadas utilizando o kit QIAquick PCR Purification

(QIAGEN), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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12.Preparo das amostras para sequenciamento e analise das
sequéncias

As amostras purificadas foram aliquotadas seguindo as recomendacoes
da empresa Helixxa (Paulinia-SP), que realizou o sequenciamento utilizando a
metodologia Sanger.

A qualidade das sequéncias obtidas na reacdo de sequenciamento
bidirecional foi analisada utilizando-se as ferramentas de bioinformatica:
PHRED; Cross-match e CAP3, disponiveis na pagina:
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. Ap6s a analise de qualidade, as
sequéncias que apresentaram qualidade igual ou superior a PHRED = 20 e
tamanho 2100 nucleotideos, foram analisadas pelo programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990), contra a base de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e o programa BioEdit Sequence Aligment
Editor (HALL, 2007).

13.Ensaio de RT-gPCR
Os ensaios de RT-qPCR foram realizados com o RNA total de 5 doadores, em
triplicata, utilizando o equipamento ABI Step One Plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). O método 2-2ACt foi utilizado para calcular os niveis dos
transcritos de IncRNA (fold change). Para a andlise dos dados obtidos, foi
utilizado o software RT? Profiler PCR Array Data Analysis (SABiosciences)
(BIOSYSTEMS, 2001). Para a normalizagdo de cada amostra foi realizada uma
subtracdo da média dos valores Ct (cycle threshold) das amostras tratadas e ndo
tratadas. O p-value foi calculado baseado no método estatistico Student’s t. As

figuras das analises foram obtidas utilizando o programa GraphPad Prism.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados utilizados como base para o desenvolvimento desse trabalho
foram publicados por SIMI, 2014 em sua Tese de Doutorado pela Universidade

de Brasilia.

1. Selecéo e identificacdo dos IncRNAs

Utilizando a ferramenta de predicdo de transcritos, Cufflinks, foram
selecionados 4 InNcRNAs que perfaziam os critérios para a descoberta de INCRNA
e que apresentaram uma expressao diferencial em linfocitos T apds os
tratamentos com os anticorpos OKT3 e FvFcR. O anticorpo FvFcM néao foi
representado por ndo ter apresentado relevancia estatistica. Esses IncCRNAs
foram significativamente expressos, ndo codificavam proteinas e estavam
menos expressos quando tratados com os anticorpos OKT3 e FvFcR (Tabela 2

e Figura 17).

Tabela 2. IncRNAs selecionados apé6s analise dos dados de RNAseq utilizando o pacote
Cufflinks

chrl8:3466252-3478967 -6.6219 -3.44962 RP11-838N2.4

chr17:58160920-58169276 -4.14345 -2.11776 CTD-2319112.1

chr13:111108978-111115621 -7.25039 -2.1614 COL4A2-AS2
chr8:126921449-26963476 -7.27638 -4.15215 LINC00861

39



A . B
£ £
g S .

<3 2 51

EE ==

2 g z 8

E?-u""‘ oo

 : (s

=2 o3

Cc D

5 8

58 nt
. 8 =3
gm 0e

2 Z2

o8 45

- .-

Figura 17. Expresséo relativa dos IncRNAs determinada por RNAseq. Os IncRNAs foram
tratados com os anticorpos OKT3 e FvFcR e selecionados utilizando a ferramenta de predi¢céo
de transcritos Cufflinks. A- INcRNA RP11-838N2.4; B- CTD-2319|12.1; C- COL4A2-AS2; D-
LINC00861.8.

Os IncRNAs selecionados foram analisados utilizando a plataforma UCSC
Genome Bioinformatics (Universidade da California, http://genome.ucsc.edu/)
gue compara os transcritos obtidos a partir do RNAseq com diversos bancos de
dados que apresentam sequéncias similares (Figuras 18 a 21).

A partir dos resultados obtidos por essa analise, foram desenhados primers
para anelamento na regido dos éxons das sequéncias de interesse (Tabela 1),
com o intuito de obter os INcCRNAs preditos pelo Cufflinks e novas moléculas

observadas a partir dos transcritos do RNAseq.
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2. IncRNA RP11-838N2.4
2.1 Clonagem e sequenciamento dos IncRNAs

Os amplicons dos IncRNAs foram obtidos por PCR e possuem entre 275
e 325 pb (Figura 22). A melhor temperatura de anelamento para os iniciadores
desenhados para o transcrito TCONS_00018843, foi de 51°C e a concentracéo
ideal de MgCl2 foi de 2mM.

D1 EvEcR D1 EvEcM D2 FEvEcM

i

—
-

Figura 22. Amplificacdo de fragmentos correspondentes ao IncRNA RP11-838N2.4 por
PCR. Os amplicons, indicados pela seta vermelha e com tamanho de ~300 pb, foram analisados
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,3% ug/mL). D1 e D2 representam 0s
doadores e FvFcR, FvFcM e OKTS3, os anticorpos. NT representa as amostras que nao
receberam tratamento. M - Marcador de massa molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Apds a amplificacdo, procedeu-se a clonagem em vetor pGEM-T Easy
Vector. Para a obtencédo de uma quantidade e qualidade suficiente de material
para posterior sequenciamento. Os vetores foram transformados em células
competentes, extraido o DNA plasmidial, digeridos com as enzimas Nco | e
Not | para confirmacdo da clonagem (Figura 23) e enviados para

sequenciamento na empresa Helixxa (SP).
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Figura 23. Andlise de restricdo para a confirmacdo da construgcdo dos vetores contendo
os fragmentos de INncRNA em vetor pGEM-T easy. A digestdo de DNA plasmidial foi analisada
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,3% ug/mL). A seta vermelha
representa a amplificacdo do fragmento correspondente ao IncRNA, com um tamanho
aproximado de ~300 pb. D1, D2 e D3 representam os doadores e FvFcR, FvFcM e OKT3, os
anticorpos. NT representa as amostras que ndo receberam tratamento. O () representa os
plasmideos intactos. M - Marcador de massa molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Do total de 18 amostras amplificadas com os iniciadores para o transcrito
TCONS_00018843 (1), 12 foram enviadas para o sequenciamento e apenas 11
sequéncias de qualidade foram obtidas (PHRED = 20 e tamanho = 100nt),
correspondente a 61% do total das sequéncias geradas. Estas sequencias se
distribuem em: D1 — NT, FvFcR e FvFcM; D2 — NT, OKT3, FvFcR e FvFcM; D3
- NT, OKT3, FvFcR e FvFcM.

Os amplicons correspondentes aos INCRNAs obtidos com os iniciadores
desenhados para o transcrito TCONS_00018846 (2) possuiam entre 275 e 325
pb (Figura 24), sendo a melhor temperatura de anelamento para os iniciadores

de 52°C com a concentracéo ideal de MgClz de 2mM.
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M

1Kb Phas DNA Ladder

Figura 24. Amplificacdo de fragmentos correspondentes ao IncRNA RP11-838N2.4 por
PCR. Os amplicons, indicados pela seta vermelha e com tamanho de ~300 pb, foram analisados
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,3% ug/mL). D1, D2, D3, D4, D5 e D6
representam os doadores e O, R e M representam os anticorpos OKT3, FvFcR e FvFcM. NT
representa as amostras que nao receberam tratamento. M - Marcador de massa molecular 1Kb
plus DNA ladder (Invitrogen).

Apds a amplificacdo, procedeu-se a clonagem em vetor pGEM-T Easy
Vector e transformagédo em células competentes E.coli XLIBlue. Extraido o DNA
plasmidial, este foi enviado para sequenciamento. Um total de 8 amostras foram
enviadas e obtiveram sequéncias de qualidade (PHRED = 20 e tamanho =
100nt). Estas sequéncias se distribuem em: D2 — NT, OKT3, FvFcR, FvFcM; D4
— NT, OKT3, FvFcR e FvFcM.

Pela analise dos dados obtidos pelo sequenciamento, foi possivel
constatar uma grande identidade entre os INCRNAs analisados. Utilizando os
iniciadores desenhados para amplificar a sequéncia correspondente ao INCRNA
RP11-838N2.4 (1), foi identificada uma segunda sequéncia descrita como
INcRNA GAPLINC-204. Esse IncRNA possui duas variantes (1 e 2) que entre
elas possuem 100% de cobertura e 95% de identidade. Quando se compara 0s
amplicons obtidos nesse trabalho com as sequéncias da variante 1 do GAPLINC-
204, observa-se 100% de cobertura e identidade (Figura 25). JA quando os
amplicons sdo comparados com a variante 2, essa analise apresenta 100% de

cobertura e 91% de identidade.

47



B @ @0 @©0 @0 oo 20 MO0 (E0 (B0 200 (220 240 (%60 (280 (300 (330 (340 (350 (380 400 @20 40 qaen  @en el

‘D) MR_110429.1: 1..511 (511bp) = | Find: Sl == 30 @), AT T R Tooks ~ | Trads 2 7 =
B =, e, e e pea |=e |4e |ee |we |8 |22 |20 [26e  |29e |9 |32 [ae [0 [ea  |sea  |428 |4 (48 |4ca e
Faquance

Fenes - Exon

I won 13 > > > >

penea
BAPLING
o T e cnenceorcaows ai30cloten. mitive LLHA recuetor el Intaroanic ton-codir BWA tramscrpe versat 1= e |

BLAST Results for: 9 sequénces

D2 OKT3 .|

DINT I ——————————— ———————————

D2 FuFch |

DZINT e
D3 FvicR

DEINT
1 20 a8 5@ e 108 [12e (4@ 8 |18 (208|239 240 [ese  [23e |39 (3@ |30 3 (338|400 [420  |44@ |46 429 Ees

Figura 25. Representacdo do alinhamento realizado pelo BLAST. As linhas na cor preta
representam os éxons do GAPLINC-204 variante 1, em roxo a sequéncia completa e em
vermelho as sequéncias deste trabalho amplificadas com o iniciador 1. D2 e D3 representam 0s

doadores e OKT3, FVFcR e FvFcM os anticorpos utilizados. NT representa as amostras que nao
receberam tratamento.

Com uma andlise mais criteriosa das sequéncias do INcRNA GAPLINC foi
constatado que este INcCRNA apresenta 4 isoformas distintas (Figura 26), que se
diferenciam pelo percentual de cobertura com relagcdo a sequéncia do INcCRNA
GAPLINC-204. Quando analisada a cobertura e identidade entre IncCRNA
GAPLINC-204 e 0 GAPLINC-202 (RP11-838N2.4) estes apresentam 89% de
cobertura e 100% de identidade. Quando se compara estes parametros entre as
outras isoformas, € possivel constatar que o GAPLINC-204 apresenta 100% de
identidade e 56% de cobertura com o0 GAPLINC-203, e 100% de identidade e
45% de cobertura com o GAPLINC-201.

Iniciador (1) ‘

108pb 170pb
._-——_ .
GAPLINC-204 >
IncRNA
I ——
GAPLINC-203 > lincRNA
61pb 170pb 189pb
{1 —_ —
GAPLINC-202 >
INcRNA
I}W
GAPLINC-201 >
lincRNA

Iniciador (2)

i
|
|
|
|
|
!

Figura 26. Representacdo esquemética das quatro isoformas do IncRNA GAPLINC. As
cores azul e rosa representam as regides de éxon para as quais foram desenhados os iniciadores
1 e 2, respectivamente. O tamanho correspondente a cada éxon dos IncRNAs GAPLINC-204 e
202 esta representado em pares de base (pb) (Adaptado de http://www.ensembl.org).
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Para verificar as similaridades de alinhamento entre as sequéncias
provenientes do sequenciamento, os transcritos resultantes do RNAseq, o
GAPLINC-204 e 0 RP11-838N.2, foi utilizada a ferramenta de analise Bioedit. O
alinhamento foi realizado individualmente para cada éxon e o (*) representa
posicdes com residuos conservados (Figura 27).

A partir desse alinhamento foi possivel observar que as sequéncias
apresentam tamanhos diferentes. Esta diferenca pode ser devido aos distintos
tratamentos realizados, nos quais as sequéncias que previamente haviam sido
tratadas com o anticorpo OKT3 apresentaram um tamanho menor guando
comparado a sequéncia do GAPLINC-204, fato observado apenas com a
amostra obtida do doador 2.

Uma possivel explicacdo para o fato dessa sequéncia ser menor é a
ocorréncia de splicing alternativos que podem ter acontecido devido a influéncia
do anticorpo OKT3. Autores como YOSHIMOTO etal., 2016 e TANO; AKIMITSU,
2012, demostraram a regulacédo de splicing por IncRNAs. No caso da amostra
tratada com OKT3, este anticorpo pode ter induzido o recrutamento de outros
INcRNAs ou distintos fatores regulatérios que podem ter realizado o splicing,
modificando o tamanho do IncRNA encontrado nas amostras do Doador 2. Outro
ponto que se deve considerar € que o0 sequenciamento da amostra foi realizado
apenas uma vez e, portanto, o tamanho menor observado pode ser de algum
artefato dessa técnica.

Com relacdo as demais sequéncias, estas apresentaram uma grande
cobertura e similaridade com as sequéncias usadas para comparacao (0s
transcritos resultantes do RNAseq, o GAPLINC-204 e o RP11-838N.2),

confirmando a identidade proposta pelo programa BLAST.
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Figura 27. Representacdo esquemética do alinhamento de sequéncias. As sequéncias
provenientes do sequenciamento, os transcritos resultantes do RNAseq, o GAPLINC-204 e o
RP11-838N.2 foram alinhadas pelo Bioedit, utilizando o genoma humano como referéncia
(GRCh37/hg19). D1, D2, D3 e D4 representam os dados obtidos a partir do RNAseq de linfécitos
T CD3* de diferentes doadores.
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2.2 Expressao relativa

Com o objetivo de quantificar a expressdo desses INcCRNAs foram
realizadas PCR em tempo real utilizando o RNA total das amostras de 5
doadores (n=5), tratados com os anticorpos OKT3, FvFcR e FvFcM. Iniciadores
foram desenhados para as duas variantes do GAPLINC-204 e para 0s éxons 3
e 4 do GAPLINC-202. Este enderecamento dos primers se deve a analises
realizadas anteriormente por RNAseq onde se evidenciou a existéncia destes
IncRNAs. Como controle enddgeno foi utilizado o gene B2M (Beta-2-
Microglobulina). O gene para TGFp também foi quantificado (Figura 28).
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Figura 28. Expressdo quantitativa dos IncRNAs em linfécitos TCD3" tratados com
anticorpos anti-CD3. Os resultados sdo expressos de acordo com o fold change de cada
amostra (n=5; p<0.05). OKT3, FvFcr e FvFcM representam os anticorpos testados. A- Variante
1 do GAPLINC-204; B- Variante 2 do GAPLINC-204; C- GAPLINC-202; D- TGF-B. Cada ponto
representa a média da triplicata técnica dos individuos.

As andlises de gPCR demonstram que o IncRNA GAPLINC-204
apresentou uma diminuicdo na expressao (Figura 28A, B e C) em relagao a

amostras nao tratadas com os anticorpos. Como predito anteriormente pelos

51



dados obtidos pelo RNAseq, essa diminuicdo na expressao pode ser decorrente
da acdo desses anticorpos que atuam de alguma forma na modulacdo do
sistema imune.

Sabe-se que o IncRNA RP11-838N.4 inibe a via de sinalizacdo de TGF-
(LIU; XU; GUO, 2016). Quando se compara as sequéncias do RP11-838N2.4 e
do GAPLINC-202, é possivel observar 100% de similaridade e identidade. O
GAPLINC esté localizado no mesmo locus génico e proximo ao gene TGIF1, que
codifica o fator de transcricdo homeotico TGIF (do inglés, TG- interacting factor)
responsavel por silenciar alguns genes (CONDITIONS, 2017) (Figura 29). Um
desses genes que sofre a acdo do TGIF, é o TGFB1, que codifica TGF- 3, uma
citocina envolvida em diversas respostas do sistema imune, como
desenvolvimento de linfocitos T, tolerancia, homeostase e diferenciacdo dos
subtipos Treg e TH17 (TU; HONG; CHEN, 2009). Na presenca dos anticorpos
OKT3 e FvFcR, TGFB1 nao sofreu modulacao, porém, foi suprimido na presenca
do FvFcM.
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Figura 28. Representacdo esquematica de um locus génico no cromossomo 18. Nesse
locus se encontram os genes do GAPLING e o TGIF1 (Retirado de http://www.ensembl.org).

Devido a proximidade entre os genes do INcCcRNA GAPLINC e o TGIF1, é
possivel sugerir uma regulacdo em cis por parte do GAPLINC no TGIF1,
diminuindo a expresséao de TGF- 3. Um outro fator a ser considerado, é que pelas
andlises de qPCR, TGF- B sofreu uma diminuicdo na presenca do anticorpo
FvFcM, que pode ter induzido o GAPLINC a regular o gene TGIF1. O fato dos
anticorpos OKT3 e FvFcR nédo apresentarem nenhuma modulacéo na expresséo
dessa citocina, ndo descarta a possibilidade de que eles possam regula-la de

algum modo em um determinado contexto celular.
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Nas Figuras 28 A e B, é possivel observar que os anticorpos FvFcR e
FvFcM tem expressdes similares, que pode ser devido a sua estrutura, uma vez
gue sao FvFcs, ou seja, possuem a por¢ao Fc e a Fv, constituida pelas cadeias
variaveis do anticorpo (scFv) e conectadas por uma sequéncia peptidica flexivel,
o peptideo conector. A Figura 30 ilustra as diferentes versdes dos anticorpos
anti-CD3, onde pode-se observar a diferenca de tamanho entre as versdes
FvFcR e FvFcM, bem como o processo de humanizagao ocorrido com o FvFcR.
Esse anticorpo humanizado possui apenas as regides CDRs murinas do OKT3,
enguanto o framework das cadeias leves e pesadas de anticorpos humanizados
sdo humanas. A versao quimérica FvFcM do anticorpo OKT3, possui o Fv murino
e a por¢do Fc humana (MARANHAO & BRIGIDO, 2001).

.. CDRs murina

j/é\ (OKT3) %\>

N\ W ./ 4
v/ i/

4

Fc Humano

Cr2 Cu2

c_‘3' ' cH3 ci3

OKT3 FvFcR FvFcM

Figura 30. Representacdo esquematica das diferentes versdes dos anticorpos anti-CD3.
A- Anticorpos murino OKT3. B- Versdo humanizada FvFcR com as CDRs murinas do OKT3. C-
Versao quimérica do anticorpo OKT3, FvFcM que possui a porgdo scFV do anticorpo murino e a
porcdo Fc humana (Adaptado de SIMI, 2014).

2.3 Predicao da estrutura secundaria

Estudos prévios mostraram que as estruturas secundarias e terciarias dos
INcRNAs séo altamente conservadas, caracteristica que pode ter relagcdo com a
funcéo biologica dessas moléculas (LI; ZHU; LUO, 2016).

Para fazer uma predicao de estruturas secundarias de RNA, é necessério

avaliar o valor do AG, que mostra a estabilidade da molécula in silico. No meio
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celular, as moléculas de RNA podem formar estruturas secundarias diferentes
das preditas, pois interagem com diversas proteinas.

Com o objetivo de analisar e comparar a estrutura secundéaria das
isoformas do INcRNA GAPLINC, essas estruturas foram preditas utilizando o
programa mfold (http://unafold.rna.albany.edu).

Inicialmente foram comparadas as estruturas secundarias do GAPLINC-
202 e do RP11-838N2.4, que confirmaram serem idénticas e estaveis devido ao
valor do AG, -156,41 (Figura 31).

GAPLINC-202
AG=-156,41

RP11-838N2.4
AG=-156,41

Figura 31. Representacdo esquematica das estruturas secundarias do GAPLINC-202 e
RP11-838N2.4. (Adaptado de http://unafold.rna.albany.edu).

Em seguida foram comparadas as estruturas secundarias das variantes 1
e 2 do GAPLINC-204 (Figura 32). A variante 1 possui um AG menor, sugerindo

ser uma estrutura secundaria mais estavel do que a variante 2.
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GAPLINC-204 v1 i e GAPLINC-204 v2
AG=-130.08 ‘T AG=-117.73

Figura 32. Representacdo esquemaética das estruturas secundérias das variantes 1 e 2 do
GAPLINC-204 (Adaptado de http://unafold.rna.albany.edu).

Pelo fato das sequéncias obtidas nesse trabalho ndo estarem completas,
nao foram preditas as estruturas secundarias para elas, uma vez que nao

demonstrariam o seu tamanho e estabilidade caracteristicos.

3. IncRNA CTD-2319112.1

3.1 Clonagem e sequenciamento dos IncCRNAs

Os amplicons dos IncRNAs foram obtidos por PCR, e possuem ~275 pb
(Figura 33). A melhor temperatura de anelamento para o0s iniciadores
desenhados para o transcrito TCONS_00018307, foi de 52°C e a concentracdo
ideal de MgCl: foi de 2mM.
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Figura 33. Amplificacdo de fragmentos correspondentes ao IncRNA CTD-2319112.1 por
PCR. Os amplicons, indicados pela seta vermelha e com tamanho de ~250 pb, foram analisados
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,3% ug/mL). D1, D2, D3, D4, D5 e D6
representam os doadores e O, R e M representam os anticorpos OKT3, FvFcR e FvFcM. NT
representa as amostras que ndo receberam tratamento. M - Marcador de massa molecular 1Kb
plus DNA ladder (Invitrogen).

Apos a amplificacado, foi realizada a clonagem em vetor pGEM-T Easy
Vector. Os vetores foram transformados em células competentes, extraido o
DNA plasmidial e enviado para sequenciamento, da onde retornaram 4 amostras
com gualidade, que foram: D3 — OKT3, FvFcR e FvFcM; D4 — FvFcR.

Do total de 23 amostras amplificadas com os iniciadores para o transcrito
TCONS_00018307, 11 foram enviadas para o sequenciamento e apenas 4
sequéncias de qualidade foram obtidas (PHRED = 20 e tamanho = 100nt),
correspondente a 61% do total das sequéncias geradas. Estas sequencias se
distribuem em: D3 - OKT3, FvFcR e FvFcM; D4 — FvFcR.

Os amplicons dos IncRNAs obtidos com os iniciadores desenhados para
o0 transcrito LOC645632 possuiam ~500 pb, a melhor temperatura de
alinhamento para os iniciadores foi de 51°C e a concentragéo ideal de MgCl: foi
de 3mM. A clonagem foi realizada em vetor pGEM-T Easy Vector, 0 DNA
plasmidial de duas colénias foi extraido (Figura 34) e enviado para
sequenciamento. O total de 6 amostras retornaram com qualidade, que foram:
D1 - FvFcM; D2 — FvFcR e NT; D3 - FvFcR e NT; D4 — NT.
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D4 OKT3 D4FvFcR  D4FvFcR D4NT
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Figura 34. Andlise de restricdo para a confirmacéo da construgdo dos vetores contendo
os fragmentos de INcCRNA em vetor pGEM-T easy. A digestdo de DNA plasmidial foi analisada
em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo (0,3% ug/mL). A seta vermelha
representa a amplificacdo do fragmento correspondente ao IncRNA, com um tamanho
aproximado de ~500 pb. D4, D5 e D6 representam os doadores e FvFcR, FvFcM e OKT3, os
anticorpos. NT representa as amostras que ndo receberam tratamento. O () representa os
plasmideos intactos. M - Marcador de massa molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen). A
digestao foi realizada para duas coldnias transformadas.

Do total de 12 amostras amplificadas com os iniciadores para o transcrito
LOC645638, 11 foram enviadas para o sequenciamento e 8 sequéncias de
qualidade foram obtidas (PHRED = 20 e tamanho = 100nt). Estas sequéncias se
distribuem em: D1 — FvFcM; D2 — FvFcR e NT; D3 - FvFcR e NT; D4 — NT; D5 -
NT; D6 — FvFcR.

Pela analise dos dados obtidos pelo sequenciamento, foi possivel
observar a identidade entre os IncRNAs analisados. Utilizando os iniciadores
desenhados para amplificar a sequéncias do IncRNA CTD-2319112.1, e
realizando o alinhamento inicial utilizando o programa BLAST, foi possivel
constatar 100% de cobertura e 100% de identidade entre as sequéncias e o
pseudogene WAP four-disulfide core domain 21 (WFDC21P), também conhecido
por INcRNA-DC (codificado pelo gene LOC645638).

Os dados obtidos pelo alinhamento revelaram que as sequéncias em
estudo sdo iguais as do LOC645638 (Figura 35). Esse dado contradiz os
resultados obtidos por Pin Wang e colaboradores que afirmaram terem
encontrado esse IncRNA-DC apenas em células dendriticas, onde s&o
importantes para a sua diferenciacdo e funcdo (WANG et al., 2014) Neste
trabalho observou-se a presenca deste INcRNA-DC em linfocitos T.

57



066L 036L
snduns il

1'2116162-010
i 2 2116162-010

61 UOISJaA 3000N30 WOJS 18§ UOLJLI0UUY Bud) Diseq

SUa) bassay
S3u8) bagiay

[} -f} [ ecasv3000
(SI1W0Ua) aA JeJedwod 9 SUNNY ‘Wedy ‘S000  ‘AuURgUad ‘bagiaN) Sauag ISIN |
R R R R IR R R R R R ERRRRRRRRRRRIRRSIRS
UOL JRJ0UUR ISIN Pasn Ayl \ .

- 1 1SN3
SUNY BUIpOI-UOU BUOL - (99 (OWBSUI) CF LOYSUAA (LCUOND) SWOUSE UBWNY SU3 O UOIIEIOUUE PASEH-3DuapiAd \

#1L520007SNOOL
S1L52000”SNOIL
- 1£192080”SNOIL
+ 9192009 SNOJL

TSNOOL
£17152006 "SNOJL
21252000”SNOIL
"SNOOL
L21920007SNOJL

N34 ISUPROJI BUD WOUH UOI ILIOULE BNADULL B3 \
[ e I — TTILT0007SNOIL
"SNOOL

"SNOOL
"SNOOL

AN pue TAY J04 SWJ0j0St paduau auy | 1] \ L]
[000/691°05  [000°991°85 (006 ‘LTSS  [008991°SS  [000/S9T'BS  [000‘#9T‘SS  [000°CI1°eS. [000°291°8S | LW
616U p———————— 2 {1 a1

CseoTrcehllE W HNIEEAN T TRz 10 <€ o EEmiver Bl | (reed) L

58

Sequéncias

éncias.

tica do alinhamento de sequé

do esquema

provenientes do sequenciamento, 0s transcritos resultantes do RNAseq e o LOC645638

alinhados pelo Bioedit, utilizando o genoma como referéncia (GRCh37/hg19).

Figura 35. Representac¢



3.2 Expressao relativa

Com o objetivo de quantificar a expressdo desses INcCRNAs foram
realizadas PCR em tempo real utilizando o RNA total das amostras de 5
doadores, tratados com os anticorpos OKT3, FvFcR e FvFcM. Iniciadores foram
desenhados para 0 LOC645638, que apresenta 3 éxons na estrutura nativa. Nos
dados obtidos pelas analises realizadas foram encontradas duas distintas
estruturas uma contendo o formato original 3 exons e uma segunda sequencia
contendo apenas os dois ultimos exons. Como controle enddgeno foi utilizado o

gene B2M. O gene para STAT3 também foi quantificado (Figura 36).
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Figura 36. Expressdo quantitativa dos IncRNAs em linfécitos TCD3" tratados com
anticorpos anti-CD3. Os resultados sédo expressos de acordo com o fold change de cada
amostra (n=5; p<0.05). A - Exons 1, 2 e 3 do LOC645638; B- Exons 2 e 3 do LOC645638; C-
STAT3. Cada ponto representa a média da triplicata técnica dos individuos.

Conforme mostrado anteriormente pelos dados obtidos do RNAseq, o
LOC645638 se encontra downregulado nas amostras tratadas com os anticorpos
OKT3 e FvFcR quando comparadas aos resultados obtidos com as amostras
nao tratadas (NT). Estes resultados foram corroborados pelos dados obtidos
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com as analises de gPCR realizadas neste trabalho, sugerindo novamente que
esses anticorpos podem estar modulando a resposta desse INCRNA.

A quantificagéo do fator de transcrigdo STAT3 foi realizada utilizando a
técnica de gPCR, com o intuito de comparar os dados obtidos por Pin Wang, que
mostra que o INCRNA-DC é importante para a ativacdo da STAT3, interagindo
com o aminoacido presente na por¢cao C terminal desse fator de transcricao que
sofre fosforilacao e ativa STAT3 (WANG et al., 2014). No entanto, como mostra
a Figura 36 C, STAT3 teve um aumento de expressdo na presenca dos
anticorpos OKT3 e FvFcR, enquanto os INcCRNAs estavam com uma expressao
diminuida na presenca dos mesmos. Essa diferenca entre os dados desse
trabalho e os dados do Pin Wang, pode ter acontecido pois com 0s ensaios de
gPCR foi analisado o nivel de expresséo do transcrito de STAT3, diferente de
Pin Wang que analisou o nivel de fosforilagdo do fator STATS.

3.3Predicdo da estrutra secundaria

Com o objetivo de analisar a estrutura secundaria da isoforma do INCRNA
LOC645638, essa estrutura foi predita utilizando o programa mfold

(http://unafold.rna.albany.edu) (Figura 37).
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LOC645638
AG=-194.01

Figura 37. Representacdo esquematica da estrutura secundaria do LOC645638 (Adaptado
de http://unafold.rna.albany.edu).

A estruturas secundéaria do LOC645638 sugere que essa molécula seja

estavel devido ao valor do AG, -194,01.

4. IncRNA COL4A2-AS2

Pela analise dos dados obtidos pelo sequenciamento, foi possivel
constatar que as sequéncias amplificadas para esse INcCRNA obtiveram 96% de
cobertura e 100% de identidade com a proteina Dipeptidil peptidade 3 (DPP3 —
Gene ID: 10072). Por ser um gene codificador de proteinas, esse INcRNA foi
descartado das anadlises. Esse fato sugere que a predicdo desse INCRNA
realizada pelo Cufflinks como sendo um RNA que néo codificava proteinas, pode

ter sido feita de forma errada por esse software.

5. IncRNA LINC00861

N&o foi possivel a amplificacdo dos amplicons do IncRNA LINC00861,

mesmo tendo sido realizadas diferentes modificacfes nos sistemas de reacao
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das PCRs. Foram desenhados 4 pares de iniciadores para esse IncCRNA, que
variavam sua Tm (melting temperature) entre 54,9°C e 56,8°C. Foram testadas
todas as temperaturas entre os valores de 50°C e 57°C, bem como diferentes
concentracdes de MgClz que variaram de 1mM, 1,5mM, 2mM, 2,5mM e 3mM. As
ciclagens também foram alteradas com a intencdo de amplificar os fragmentos,
porém nenhuma combinacdo de tentativas funcionou. Esse fato pode ter
acontencido pela auséncia desses INcCRNAs nas amostras ou por uma possivel

supressao deles por parte dos anticorpos anti-CD3.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVA

O tratamento com os anticorpos anti-CD3 in vitro promoveu uma alteracao
na expressao de alguns IncRNAs nas amostras testadas, apresentando uma
diminuicdo na expressao na presenca dos anticorpos OKT3, FVFcR e FvFcM.
Realizado o sequenciamento, foi possivel constatar uma similaridade entre os
INcRNAs deste trabalho com os IncRNAs GAPLINC e Inc-DC. Inicialmente
descrito como um IncRNA exclusivo de células dendriticas segundo Wang et al.,
2016, o Inc-DC neste trabalho foi encontrado nas amostras de linfocitos T CD3*.

O IncRNA GAPLINC foi descrito por ter seus niveis elevados em
pacientes com cancer gastrico (HU et al., 2014). No presente trabalho embora
os doadores sejam saudaveis, observou-se que esse INCRNA estava suprimido
na presenca dos anticorpos em estudo. Este fato pode ter ocorrido simplesmente
por estes doadores serem saudaveis ou por acdo dos anticorpos utilizados para
0s experimentos, sugerindo que eles podem estar de alguma forma suprimindo
a expressao desse INcCRNA para manter a homeostase do organismo.

Como perspectivas para trabalhos futuros com o intuito de melhor

caracterizar esses IncCRNAs, € fundamental a resolucéo das seguintes questoes:

e Qual a localizacdo celular desses IncRNAs? Nuclear ou
citoplasmatica?
e Qual a funcado desempenhada pelos INCRNAs?

e Qual a implicagdo do seu nocaute? E da sua superexpressao?
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