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INSTITUTO CARLOS CHAGAS

ANALISE DA REGULAGAO DA EXPRESSAO GENICA EM CELULAS-:I'RONCO OBTIDAS DE
TECIDO ADIPOSO HUMANO DURANTE A DIFERENCIACAO ADIPOGENICA E OSTEOGENICA
E ESTUDO DO PAPEL DA HELICASE DDX6 NESTE PROCESSO

RESUMO
Tese de Doutorado
Bruna Hilzendeger Marcon

As células-tronco obtidas de tecido adiposo humano (hASCs) sdo consideradas uma alternativa
interessante para uso na medicina regenerativa e a compreensdo de como se d& o balanco entre a
manutencado de seu estado indiferenciado e o inicio da diferenciacdo é um passo importante para melhor
aproveitar seu potencial. Dentre os mecanismos envolvidos neste processo, esta a regulagdo do ciclo de
vida dos transcritos, que envolve a a¢do de proteinas de ligacdo ao RNA, como a helicase DDX6. Em
uma tese de Doutorado desenvolvida previamente em nosso grupo, observou-se que a reducdo da
expressao desta proteina em hASCs (através do uso de RNAI) levou a aceleracdo da diferenciacdo
adipogénica, com um maior acimulo de lipideos. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a regulacéo
da expressdo génica em hASCs durante as primeiras 24 horas de diferenciagdo adipogénica e osteogénica
e avaliar o papel da helicase DDX6 neste processo. Para isso, foi primeiramente realizado o
sequenciamento do RNAm total e das fraces associadas a monossomos e polissomos de hASCs mantidas
em meio ndo-indutor ou tratadas com meio de inducao adipogénica ou osteogénica por 24 horas. A anélise
dos dados revelou que, em ambos os processos de diferenciacdo, houve uma importante regulacdo da
expressao, sendo que na osteogénese houve um predominio de genes regulados positivamente, enquanto
que na adipogénese a maior parte dos genes diferencialmente expresso teve regulacdo negativa. Também
se observou que, apos 24 horas de inducdo adipogénica, ja foi possivel verificar mudangas na expresséo
de genes relacionados com a diferenciacdo, 0 que ndo ocorreu na osteogénese, sugerindo que o
comprometimento com a diferenciacdo é mais precoce na adipogénese em hASCs. Além disso, apds 24
horas de inducdo adipogénica, houve redugéo da atividade proliferativa nas hASCs, as quais apresentaram
uma parada do ciclo celular em G1. Os resultados obtidos sugerem que este processo é independente de
DEPTOR (inibidor da via mTOR, a qual é conhecida por regular processos como proliferacdo), estando
majoritariamente relacionado a uma redugéo na abundancia de transcritos de ciclo celular e proliferagéo.
Em uma segunda etapa do trabalho, foi avaliado o papel da DDX6 em hASCs. Observou-se que hASCs
expressam DDX®6, a qual se encontrou dispersa no citoplasma, também se concentrando em estruturas
granulares, as quais tiveram um comportamento semelhante a P-bodies: a manutencdo de sua estrutura
depende de RNA, apresentam colocalizagdo parcial com Dcpla e aumentam de nimero apds tratamento
com um analogo de puromicina. Através da analise por gradiente de sacarose, observou-se que, em
hASCs, DDX6 comigrou majoritariamente com a fragdo livre, mas foi também identificada na fragéo de
monossomos/polissomos leves. Porém, quando foi feita inducéo para diferenciacéo, houve mudanca no
padrdo de sedimentacdo. Através de analise por imunofluorescéncia e por coimunoprecipitacao,
observou-se que DDX6 associa-se a diferentes moléculas que regulam o ciclo de vida do RNAmM em
hASCs e tém seu padrdo de distribuicdo alterado durante o inicio da adipogénese e da osteogénese, 0 que
pode estar relacionado as mudancas no comportamento do ciclo celular e da regulacdo da expressao
génica observadas durante o inicio do processo de diferenciacdo. A anélise complementar do contetido
de RNAmM que se associa aos complexos contendo DDX6 nestas diferentes condi¢des podera trazer mais
informac0es sobre o possivel papel desta helicase na regulacdo da expressdo génica durante o inicio da
diferenciacdo em hASCs. Desta forma, os resultados obtidos podem auxiliar na compreenséo de como a
manutencao do estado indiferenciado de hASCs é regulada e dos mecanismos que ocorrem nas primeiras
etapas da diferenciacdo adipogénica e osteogénica.

Palavras-chave: Células-tronco obtidas de tecido adiposo humano; Regulacdo da expressdo génica;
Granulos de RNPm; DDX6



INSTITUTO CARLOS CHAGAS

ANALYSIS OF THE GENE EXPRESSION REGULATION IN HUMAN ADIPOSE TISSUE-DERIVED
STEM CELLS DURING ADIPOGENIC AND OSTEOGENIC DIFFERENTIATION AND STUDY OF
THE ROLE OF THE DDX6 HELICASE DURING THIS PROCESS

ABSTRACT
Tese de Doutorado
Bruna Hilzendeger Marcon

Human adipose tissue-derived stem cells (hASCs) are known as an interesting source for regenerative
medicine. The comprehension of how the balance between stemness and the differentiation process is
controlled is an important step to better use and to take advantage of their potential. The regulation of
the mRNA life cycle is one of the mechanisms that control this process, and it involves the acting of
RNA-binding proteins, as the DDX6 helicase. In a Doctoral thesis developed in our group, we found
that DDX6 knockdown (using RNAI) in hASCs led to the acceleration of the adipogenic differentiation,
causing an increase in the lipid droplets accumulation. Therefore, the aim of this work was to analyze
the gene expression regulation in hASCs after 24 hours of adipogenic and osteogenic differentiation and
to study the role of DDX6 helicase in this process. First, we performed the sequencing of the total and
the polysome-associated mMRNA from hASCs non-induced or induced to adipogenesis and osteogenesis
for 24 hours. In both differentiation processes, there was an important gene expression regulation.
During osteogenesis most of the differentially expressed genes were upregulated, while in adipogenesis
most of them were downregulated. After 24 hours of adipogenic induction, genes related to the
differentiation process were already differentially expressed. This was not observed in osteogenesis,
suggesting that the cell commitment with the differentiation process happens earlier in adipogenesis in
hASCs. Moreover, after 24 hours of adipogenic induction, there was a decrease in the proliferative
activity of hASCs, with G1-cell cycle arrest. The results obtained suggest that this process is DEPTOR-
independent (DEPTOR is an inhibitor the mTOR pathway, which regulates proliferation), and are
mainly related to a reduction of the abundance of transcripts related to cell cycle and proliferation. Then,
we evaluated the role of DDX6 in hASCs. We found that DDX6 is expressed in hASCs, mainly
dispersed in the cytoplasm and also localized in granules. These granules had features of P-bodies: their
structure was RNA-dependent, they colocalized partially with Dcpla and there was an increased in their
number and size after treatment with a puromycin analogue. Through sucrose gradient separation, we
observed that, in hASCs, DDX6 comigrates mostly with the RNA-free fraction, but was also found in
the monosome/light polysome fractions. However, when differentiation was induced, there was a change
in the sedimentation pattern. Using immunofluorescence and coimmunoprecipitation, we also observed
that, in hASCs, DDX®6 is associated with molecules that regulate the mRNA life cycle. There was also
a change in the distribution pattern of DDX6 after 24 hours of adipogenic and osteogenic induction that
may be related to changes in the cell cycle and in the gene expression regulation during the beginning
of the differentiation process. Further analysis of the mMRNA content of the complexes associated to
DDX6 in these different conditions may yield more information about a possible role of this helicase in
the regulation of the gene expression during the beginning of the differentiation process of hASCs. The
results obtained paved the way for a better understanding of the stemness maintenance and the processes
involved in the early steps of the adipogenic and the osteogenic differentiation.

Keywords: Adipose tissue-derived stem cell, gene expression regulation, mRNP granules, DDX®6.
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1. INTRODUCAO
1.1. Células-tronco

As células-tronco caracterizam-se por sua capacidade de se autorrenovar e de dar origem
a diferentes tipos celulares. Além disso, estas células podem ser mantidas por longos periodos,
mas tém suas caracteristicas e comportamento determinados pelo meio (nicho) em que se
encontram (Slack, 2018). As células-tronco sdo classificadas em trés tipos principais: as
embrionarias, as pluripotentes induzidas (induced pluripotent stem cells, iPSCs) e as adultas.
As células-tronco embrionarias sdo obtidas da massa celular interna do blastocisto em
desenvolvimento e caracterizam-se por serem pluripotentes, ou seja, tém a capacidade de dar
origem a células dos trés folhetos embrionarios (Evans e Kaufman, 1981; Martin, 1981;
Thomson et al., 1998). Ja as iPSCs sdo obtidas a partir de células somaticas, que sdo
reprogramadas para recuperar sua pluripotencialidade (Takahashi et al., 2007; Takahashi e
Yamanaka, 2006). As células-tronco adultas, por sua vez, podem ser encontradas nos tecidos
adultos, onde atuam na renovagédo e na manutencdo da homeostase do tecido (Fuchs e Segre,
2000). Dentre as células-tronco adultas, estdo as chamadas células-tronco mesenquimais, as
quais tém origem na mesoderme e possuem a capacidade de formar diferentes linhagens, como
adipdcitos, osteodcitos e cartilagem. Além disso, ao longo dos anos, diversos trabalhos
demonstraram um importante papel destas células como sinalizadoras, secretando fatores
imunomoduladores e troficos, os quais possuem um importante papel no processo de
regeneracdo tecidual, o que amplia ainda mais as possibilidades de aplicacdo destas células na
medicina (Caplan, 2017).

1.1.1. As células-tronco obtidas de tecido adiposo humano

Ao se avaliar o potencial uso de células-tronco adultas na medicina regenerativa, é
importante considerar alguns fatores, como o acesso a grandes quantidades de material através
de métodos pouco ou mesmo nédo invasivos, a facilidade de cultivo e a capacidade de
diferenciacdo por metodologias bem estabelecidas e reprodutiveis. Estas caracteristicas sao
observadas em células-tronco derivadas de tecido adiposo (Kocan et al., 2017). O tecido
adiposo € um tecido conjuntivo que tem como principais funcfes: reserva energética,
preenchimento, protecdo térmica e mecanica, além de participar do sistema enddcrino com a
secrec¢do de citocinas e fatores de crescimento e de processos inflamatérios (Trayhurn e Beattie,

2001). As células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (human adipose tissue-derived
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stem cells, hASCs) tém origem mesodermal e podem ser isoladas de material que normalmente
é descartado em cirurgias que envolvem lipossuccdo, sendo que este procedimento é
considerado bem tolerado e seguro e permite a obtencdo de uma grande quantidade de células-
tronco (Baer e Geiger, 2012; Rebelatto et al., 2008). O protocolo seguido para isolamento das
hASCs também é considerado simples e eficiente. Em geral, o tecido adiposo é submetido a
digestdo enzimatica (colagenase tipo 1), centrifugado e incubado com solucdes salinas para lise
de células sanguineas, sendo que o critério final para obtencdo das células-tronco é sua
capacidade de adesao ao plastico (Baer e Geiger, 2012; Rebelatto et al., 2008; Zuk et al., 2001).
Diversos fatores podem influenciar as caracteristicas da populacédo de hASCs, como o local de
extracdo do tecido no organismo, a idade dos doadores, 0s meios de cultura utilizados e outras
condicdes de cultivo, como densidade de plaqueamento e numero de repiques realizados.
Assim, os protocolos utilizados devem ser bem padronizados e considerados nas analises
realizadas com hASCs (Kocan et al., 2017).

O isolamento de hASCs foi primeiramente estabelecido por Zuk e colaboradores (Zuk
et al., 2002). A partir de amostras de lipoaspirados, foram isoladas células de morfologia
fibroblastoide, que puderam ser mantidas em cultura por longos periodos de tempo e capazes
de dar origem as linhagens adipogénica, condrogénica, osteogénica e miogénica, tanto em
cultura direta (Zuk et al., 2001), quanto a partir de ensaios de clonagem (Zuk et al., 2002). Ao
longo dos anos, diversos estudos demonstraram que, aléem da capacidade de dar origem a células
de diferentes fendtipos, as hASCs também desempenham um papel tréfico, ou seja, possuem
capacidade de promover a regeneracao tecidual ao estimular a proliferacdo de células locais e
invasoras (Kocan et al., 2017) e também paracrino, através da secrecdo de citocinas, como
fatores angiogénicos, antiapoptoticos (Rehman et al., 2004), fatores hematopoiéticos e pro-
inflamatdrios (Kilroy et al., 2007), além de vesiculas extracelulares (Choi et al., 2017; Kang et
al., 2016), aumentando ainda mais as possibilidades de aplica¢do na medicina. Diante disso, a
compreensdo mais completa da biologia e regulacdo destas células, dos processos envolvidos
na manutencdo de seu estado multipotente e também durante processos de diferenciacdo se

mostra um ponto importante para melhor aproveitar seu potencial uso na medicina.

1.1.2. Adipogénese e osteogénese

Conforme descrito anteriormente, no organismo, as celulas-tronco adultas atuam na
manutencdo da homeostase e na regeneracéo tecidual (Fuchs e Segre, 2000). O tecido 6ésseo,

por exemplo, passa por um constante remodelamento. Estima-se que, em adultos, o esqueleto

17



seja renovado a cada 7 anos. Esta renovacdo envolve a constante absor¢do Ossea por
osteoclastos e a formacéo de tecido novo a partir de osteoblastos em um processo altamente
equilibrado. Os osteoblastos sdo formados a partir de células-tronco mesenquimais encontradas
na medula Ossea. Estas mesmas células sdo capazes de dar origem a outras linhagens celulares,
dentre as quais adipdcitos (Chen et al., 2016; Muruganandan, Roman e Sinal, 2009). Estudos
demonstram que fatores e vias que estimulam a osteogénese inibem a adipogénese. Da mesma
forma, a inducéo adipogénica leva a inibicdo da osteogénese (Beresford et al., 1992; James et
al., 2010). No organismo, o desequilibrio entre a diferenciacdo adipogénica e osteogénica na
medula dssea pode desencadear diversas doencas, por isso a compreensao dos mecanismos que
levam ao comprometimento com cada uma destas linhagens torna-se de grande relevancia
(Chen et al., 2016).

O processo de diferenciacdo adipogénica e osteogénica em células-tronco envolve dois
passos principais: 0 comprometimento com uma determinada linhagem — passando de células-
tronco a progenitores comprometidos - e a maturacéo — passando de progenitores a tipos celulares
especificos (Chen et al., 2016). In vitro, o processo de osteogénese pode ser induzido com o uso
de meio contendo acido ascorbico, B-glicerofosfato e dexametasona. Estes fatores levam ao
aumento da expressédo de FHL2, TAZ, MKP-1 e Col1, os quais estdo envolvidos no aumento da
expressdo e na atividade de RUNX2, um dos principais fatores transcricionais envolvidos no
desencadeamento da diferenciacdo osteogénica. Além disso, o B-glicerofosfato serve como fonte
de fosfato para formacdo de cristais de hidroxiapatita, que marca o processo de mineralizacao,
caracteristico de osteoblastos (Langenbach e Handschel, 2013). J& o processo de diferenciacédo
adipogénica pode ser estimulado in vitro pelo uso de insulina, glicocorticoides e fatores que
estimulam a producdo de cAMP (como isobutilmetilxantina, IBMX) (Chapman et al., 1984;
MacDougald e Lane, 1995; Ringold, Chapman e Knight, 1986; Rosen et al., 2000). Dentre 0s
fatores envolvidos no inicio da diferenciacdo adipogénica estdo as C/EPBs (CCAAT/enhancer
binding proteins) e o PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor-y) (Cao, Umek e
McKnight, 1991; Shao e Lazar, 1997). A diferenciacdo terminal, por usa vez, € marcada pela
expressdo de fatores como glicerofosfato desidrogenase, sintase de acidos graxos (fatty acid
synthase, FAS), acetil CoA carboxilase, enzima malica, transportador de glicose tipo 4 (Glut 4),
receptor de insulina e aP2 (adipocyte-selective fatty acid binding protein), e pelo acumulo de
inclusdes lipidicas, caracteristicas de adipocitos (Rosen et al., 2000).

Em artigos prévios de nosso grupo, foi demonstrado que hASCs induzidas para
diferenciacdo adipogénica passam por uma importante regulacdo pos-transcricional da

expressao génica. Em trabalho publicado em 2013, foram analisadas hASCs induzidas para
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adipogénese por trés dias, sendo demonstrado que, apds este periodo de tratamento, as células
ja se encontram comprometidas com esta linhagem celular. Ao comparar os resultados obtidos
pelo sequenciamento de RNAm total e da fracdo associada a polissomos, foi constatado que
cerca de 60% dos genes diferencialmente expressos nas primeiras 72 horas de adipogénese
apresentavam algum nivel de regulacdo pos-transcricional. Além disso, constatou-se que
muitos transcritos apresentavam mudancas (aumento ou reducdo) no tamanho da regido 3°’UTR,
possivelmente influenciando na estabilidade do RNAmM ou na sua associa¢do com polissomos.
(Spangenberg et al., 2013). Posteriormente, utilizando-se a técnica de ribosome profiling, foi
demonstrado que hASCs induzidas para adipogénese por trés dias passam por uma forte
regulacdo traducional, com reducdo da expressao de genes relacionados a sintese proteica, além
de apresentarem reducdo de tamanho, menor atividade proliferativa e migratoria. Através de
ensaio de incorporacdo de metionina, também foi observado que hASCs induzidas para
adipogénese possuem reducdo da taxa de sintese proteica, a qual ja pode ser observada ap6s 12
horas de tratamento com meio de diferenciacdo adipogénica (Marcon et al., 2017). Estas
observacBes sugerem que hd uma importante regulacdo da expressdo génica no inicio do

processo de adipogénese em hASCs.

1.2. Regulagdo da expressao génica

Para melhor aproveitar o potencial das células-tronco em terapias celulares, € importante
compreender 0s mecanismos envolvidos na manutencdo da sua potencialidade e o que
determina a entrada em diferenciacdo. A compreensdo de como se da a regulacdo da expressao
génica durante estes processos € um passo fundamental. A expressao génica envolve quatro
etapas principais: transcricdo, controle da vida média do RNAm, traducdo e degradacdo de

proteinas (Schwanhdusser et al., 2011).

1.2.1. Regulagéo transcricional da expresséo génica

A sintese de RNAm é realizada pela RNA polimerase Il, a qual é composta por 12
subunidades. A associacdo da enzima com o DNA é feita em conjunto com os chamados fatores
gerais de transcricdo (TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF e TFIIH), dando origem ao chamado
complexo de pré-iniciacdo. Os fatores gerais de transcricdo auxiliam na ligacdo da RNA
polimerase com a regido promotora e na abertura da dupla fita de DNA, formando a chamada

bolha de transcricéo e dando inicio a sintese de um precursor de RNAm (revisado por Sainsbury
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et al., 2015). Além dos fatores gerais, ha ainda outros elementos que participam deste processo
de iniciagdo que sdo especificos de genes ou grupos de genes. Estes fatores e cofatores se ligam
a sequéncias de DNA que podem estar em regides distantes do genoma chamadas enhancers,
as quais funcionam como plataformas operacionais, recrutando fatores e contribuindo para o
aumento da taxa de transcrigdo génica (revisado por Heinz et al., 2015; Spitz and Furlong,
2012). A participacdo dos fatores e cofatores neste processo de iniciagdo ndo apenas auxiliam
no inicio da transcri¢do, mas também funcionam como uma forma de regular todo o processo.

Na etapa de elongacdo, por sua vez, uma das principais formas de regulacdo é através
do controle da velocidade da RNA polimerase. Logo no inicio da sintese do RNA, a enzima
tem um atraso em seu avanco (pausing), ficando acumulada na proximidade da regido
promotora e do sitio de inicio de transcri¢do. Este atraso possui tanto funcGes de controle de
qualidade (como checagem do capeamento da extremidade 5° do RNA) quanto regulatoria, e
pode ser influenciado pela presenca de reguladores negativos, ou mesmo de nucleossomos
presentes na proximidade da regido promotora. A liberacdo da RNA polimerase por sua vez é
estimulada pela presenca de fatores positivos de elongacédo e de ciclinas, como a ciclina T1.
Além desta etapa de inicio, a continuidade da elongacdo também pode ser regulada, com a
velocidade de avango da RNA polimerase variando entre genes e mesmo dentro do mesmo
gene. Estudos apontam que esta regulagdo da velocidade esta relacionada tanto a caracteristicas
do préprio gene (como numero de exons), quanto a modifica¢fes nas histonas de nucleossomos
préximos (revisado por Jonkers and Lis, 2015). A etapa de terminacédo da transcricdo, por sua
vez, também auxilia na regulacéo da expressao génica, ao se delimitar os limites da sequéncia
do transcrito e finalizar a estruturagdo do RNAm, com a clivagem da extremidade 3’ ¢ adigdo
da cauda poliA (revisado por Porrua and Libri, 2015). Diversas proteinas associam-se ao pré-
RNAmM a medida em que este vai sendo transcrito, promovendo modificacBes, como a excisdo
dos introns, adigdo dos complexos que marcam as juncOes entre exons, do cap 5°7-
metilguanisona (™'G) e da cauda poliA (Gehring, Wahle e Fischer, 2017). Além de serem
importantes para a estrutura e funcionalidade do RNAm, estas modifica¢des também servem
como pontos de controle da qualidade do transcrito, sendo que a falta destes elementos pode
determinar o encaminhamento da molécula para degradacéo.

A sintese do RNAm também ¢é regulada pelo grau de enovelamento dos nucleossomos
ao redor do local onde estd ocorrendo a transcri¢cdo, que estd diretamente relacionado a
modifica¢fes pos-traducionais de suas proteinas, como acetilacdo e metilagcdo. Além disso, o
proprio DNA pode sofrer alteracbes que determinam a acessibilidade da maquinaria de

transcricdo, como metilacdo. Estas modificacbes que determinam o remodelamento da
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cromatina participam da regulacdo da expressdo génica e podem ser passadas de uma geracao
a outra, sendo chamadas de epigenéticas, uma vez que nao estdo relacionadas a mudancas na

sequéncia nucleotidica em si (revisado por Allis and Jenuwein, 2016).

1.2.2. Regulacéo pos-transcricional da expressao génica

Apos a sintese do RNAm, ele € transportado para o citoplasma, onde é traduzido e
degradado. Contudo, cada uma destas etapas passa por diferentes tipos de regulacdo, a fim de
controlar o nivel, a localizacdo e a qualidade da sintese de proteinas. Em eucariontes, 0
transporte do RNAm para o citoplasma é feito principalmente através dos complexos de poro
nuclear, que permitem a livre passagem de pequenas moléculas (menores do que 30-
40kDa/5nm), embora estrutura maiores, como complexos de RNA-proteina (formando as
chamadas ribonucleoproteinas, RNPm), ndo consigam transitar livremente. Um dos desafios do
transito de RNPm deve-se ao fato de serem complexos bastante diversificados, ja que as
moléculas de RNAmM possuem sequéncias e tamanhos variados e se associam a diferentes tipos
de proteinas. Para atravessar os poros, as RNPm se associam aos receptores de transporte
nuclear Mex67-Mrt2 e a outras proteinas adaptadoras em um processo mediado pelo complexo
de transporte/exportacdo TREX. Os receptores de transporte nucleares, por sua vez, interagem
com as proteinas do poro para viabilizar a passagem da RNPm. Além de regular o transito de
moléculas entre nacleo e citoplasma, as proteinas do poro nuclear também fazem um controle
de qualidade, impedindo a exportacdo de moléculas de RNAm aberrantes (revisado por Sloan
et al., 2016). Além disso, em 2012, Speese e colaboradores demonstraram em células pds
sinapticas a ocorréncia de transporte de grandes complexos de RNPm através do brotamento de
vesiculas na dupla membrana do envelope nuclear (Speese et al., 2012).

Uma vez no citoplasma, 0 RNAm pode associar-se a maquinaria de traducdo. Durante
0s primeiros ciclos de leitura do transcrito, 0 RNAmM passa por um screening de qualidade, o
qual pode levar a sua degradacao, caso sejam encontradas falhas que comprometam a qualidade
do processo. A auséncia de elementos como o cap 5’ou a cauda poliA séo sinais de erro na
estrutura no RNAm e funcionam como sinal para ativacdo do processo de degradacdo. Além
disso, falhas como a presenca de codons de parada prematuros, ou auséncia de codons de parada
no transcrito, ou ainda a presenca de elementos que impedem o avanco do ribossomo ao longo
da cadeia polinucleotidica desencadeiam o recrutamento de maquinarias de degradacgdo
conhecidas como Nonsense (NMD), Nonstop (NSD) e No-go Mediated Decay (NGD),

respectivamente (Wu e Brewer, 2012).
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O RNAm integro, por sua vez, pode ter sua taxa de tradu¢do modulada, provendo uma
possibilidade de ajuste fino da expressdo génica na célula. Assim como o processo de
transcricdo, a traducdo de um RNAmM pode ser dividida em trés etapas principais: iniciagéo,
elongacdo e terminacao; sendo que a etapa de iniciacdo pode ser dependente ou ndo do cap 5°.
Pela via dependente de cap, em eucariontes, fatores de inicio da traducdo (eukaryotic
translation initiation factors, elFsl, 1A, 3 e 5) se ligam a subunidade menor do ribossomo e em
seguida a um complexo ternario ou 43S, composto por um RNAt de metionina, o fator elF2 e
uma guanosina trifosfato (GTP), dando origem ao complexo de pré-inciacdo. Ao RNAm,
inicialmente se liga o complexo elF4F, o qual é composto pelos fatores elF4E (que se liga ao
cap), elFAG (que se associa a proteinas de ligacdo a cauda poliA - polyA binding proteins,
PABPs) e elF4A. Este complexo entdo recruta o complexo de pré-iniciagdo para 0 RNAm,
formando o complexo 48S. Ao se ligar ao transcrito, a subunidade menor do ribossomo faz a
varredura do RNAm até chegar ao coédon de iniciacdo. A subunidade maior do ribossomo é
entdo recrutada através da intermediacdo de elF5b, enquanto os fatores elF1, 2-GTP, 3 e 5 séo
liberados. O GTP associado a elF5b é clivado, sendo liberado GDP+Pi, além dos fatores elF1A
e elF5B, tendo entdo inicio a etapa de elongacdo (Kong e Lasko, 2012). Tendo em vista a
participagcdo de uma série de fatores em cada passo do inicio de tradugdo, uma das formas de
regulacdo € através da acdo de inibidores competitivos dos fatores de iniciacdo como a proteina
de ligacdo a elF4E, 4E-BP1 (elF4E binding protein 1) (Pause et al., 1994), ou de modificacdes
pos-traducionais que alteram a funcéo destas proteinas, como a fosforilacdo de elF2a (Donnelly
etal., 2013).

A etapa de elongacéo, por sua vez, também pode ser regulada, através da modulacéo da
velocidade de avanco dos ribossomos. Além de influenciar na taxa de sintese da proteina, esta
regulacdo da velocidade pode também levar a mudancas no dobramento do polipeptideo ou
mesmo desencadear a desmontagem do polissomo e a degradacdo do RNAm (Ingolia, Lareau
e Weissman, 2011; Radhakrishnan et al., 2016; Sweet, Kovalak e Coller, 2012; Zhang,
Hubalewska e Ignatova, 2009).

As etapas de controle da taxa de traducdo podem levar tanto a um silenciamento
definitivo de um transcrito, encaminhando-o para a via de degradacdo, ou transiente. O
silenciamento e armazenamento temporario do RNAm pode ser utilizado tanto para controlar o
timing, quanto a localizacao do produto proteico na célula. Em células neuronais, por exemplo,
RNAm especificos sdo silenciados ao chegarem ao citoplasma e sdo transportados até os
dendritos para s6 entdo serem traduzidos (Eberwine et al., 2001). J& os odcitos estocam

transcritos que serdo utilizados durante as primeiras etapas do desenvolvimento embrionario.
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Durante este periodo, a atividade transcricional é fortemente reduzida, sendo que a sintese
proteica é feita majoritariamente com base nestas moléculas de RNAmM que haviam sido
armazenadas (Ladomery, Wade e Sommerville, 1997).

Parte importante da homeostase celular € o turnover das moléculas de RNA, ou seja, a
sua degradacdo e reaproveitamento dos nucleotideos para sintese de novas moléculas.
Conforme descrito anteriormente, a auséncia de elementos como a cauda poliA e 0 cap 5’ sdo
sinais que marcam o transcrito para degradacdo. Assim, a principal via de degradacdo de RNAm
tem inicio com a degradacdo da cauda poliA, através da acdo das nucleases Pan2-Pan3 e
posteriormente do complexo Ccr4-NOT (Wu e Brewer, 2012). Em seguida, 0 processo de
degradacéo pode seguir em dois sentidos, 5°-3” ou 3°-5’. Para a quebra 5°-3°, primeiramente a
maquinaria de decapeamento da molécula é ativada. Fazem parte deste complexo a enzima
decapeadora Dcp2 e sua ativadora Dcpl (Dunckley e Parker, 1999; Lykke-Andersen, 2002).
Uma vez que estes elementos tenham sido removidos, a degradacdo do RNAmM tem
continuidade com a agdo da exonuclease XRN1, que atua no sentido 5°-3” (Wu e Brewer, 2012).
Outra via importante de degradacdo do RNA €é promovida pela acdo de exossomos. Estes
complexos multiproteicos podem ser recrutados apds a remocao da cauda poliA e promovem a
quebra da molécula de RNA no sentido 3’-5°, sendo que a degradacao do cap 5’ ¢ realizada ao
final do processo, através da atuagdo da enzima DcpS (Wu e Brewer, 2012).

Estas diferentes etapas de regulacdo fazem com que o nivel de proteinas na célula ndo
seja um reflexo direto no nivel de RNAmM. Nos altimos anos, diferentes trabalhos evidenciaram
a importancia da regulacdo pds-transcricional e traducional para o controle da expressao génica.
Estudos demonstraram que 40% da variabilidade nos niveis de proteinas seriam explicados
pelos niveis de RNAm, sendo que a maior parte da regulacdo pos-transcricional se daria pela
modulacdo da taxa de traducdo e uma menor parte seria devido a estabilidade do RNAmM
(Schwanhéausser et al., 2011; Tian et al., 2004). Conforme descrito anteriormente, dois
trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério, utilizando as técnicas de polysome
profiling e de ribosome profiling, mostraram que mais de 60% dos genes diferencialmente
expressos durante a diferenciacdo adipogénica de hASCs apresentavam algum nivel de
regulagdo pos-transcricional (Marcon et al., 2017; Spangenberg et al., 2013). Conforme
descrito anteriormente, no trabalho publicado em 2017, foi demonstrado também que hASCs
induzidas para adipogénese apresentam reducdo da atividade traducional apos 12 horas de
tratamento (Marcon et al., 2017). Contudo, ainda faltam estudos que elucidem quais processos
estdo envolvidos nestas primeiras etapas de diferenciacdo e como se da a regulacéo da expressao

génica durante este periodo.
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1.2.3. Proteinas de ligacdo ao RNA e granulos de ribonucleoproteinas mensageiras

A regulacdo do uso do RNAm pela célula através do controle de sua localizacéo,
traducéo e estabilidade envolve a atuacdo de outros elementos, como é o caso das proteinas de
ligacdo ao RNA (RNA-binding proteins, RBPs), dos RNAs nao codificantes e de outras
pequenas moléculas, como ions, formando as particulas de RNPm (Gehring, Wahle e Fischer,
2017). As RBPs podem reconhecer tanto uma sequéncia nucleotidica quanto estruturas
secundarias do RNA alvo. A associacdo de RBPs ao RNA frequentemente é feita através de
dominios caracteristicos de ligagdo, como é o caso do motivo de reconhecimento de RNA (RNA
recognition motif, RRM), dos dominio de homologia K (K-homology domain, KH), dedos de
zinco (zinc fingers), DEAD-box e do motivo de reconhecimento de RNA dupla fita (Gehring,
Wahle e Fischer, 2017; Hentze et al., 2018). Além disso, nos ultimos anos, diferentes estudos
vém demonstrando que esta associacdo pode ser feita por interacdes ndo-candnicas envolvendo
complexos proteicos (Hentze et al., 2018).

De acordo com a diversidade de alvos, as RBPs podem ser classificadas em trés grupos
gerais: as proteinas core comuns, que se ligam a todos os RNAm em fases especificas de seu
ciclo de vida e fazem parte de mecanismos gerais de processamento, como € 0 caso das
proteinas que promovem o splicing, a adicdo do cap 5’ e da cauda poliA; as proteinas
especificas, que reconhecem determinadas sequéncias ou estruturas de um grupo restrito de
RNAs, ligando-se ao transcrito com alta afinidade; e as proteinas ndo-especificas, que possuem
uma especificidade baixa, reconhecendo uma maior variedade de transcritos, como € o caso de
helicases da familia DEAD-box. Frequentemente, a associacdo destas RBPs nao-especificas
pode ser direcionada através da interagdo com outras proteinas ou complexos proteicos,
conferindo uma maior especificidade para sua atividade (Gehring, Wabhle e Fischer, 2017).

No citoplasma de eucariontes, sdo encontradas regides onde muitos destes complexos
ribonucleoproteicos de manutencdo e degradacdo de RNA se concentram, formando os
chamados granulos de RNPm. Estas organelas ndo possuem membrana e apresentam um
comportamento de estrutura liquida, mantendo-se em uma fase separada do restante do
citoplasma (Elbaum-Garfinkle et al., 2015; Jain et al., 2016; Lin et al., 2015; Molliex et al.,
2015; Standart e Weil, 2018). O processo de montagem dos granulos de RNPm envolve a
formagéo de agregados, os quais incluem a presenca de proteinas que tendem a interagir umas
com as outras. Entre os fatores que podem levar a esta agregacéo, estd a presenca de dominios
prion-like, como é o caso de TIAL (Kedersha et al., 2000), de dominios ricos em glutamina-

asparagina, como em LSM4 (Decker, Teixeira e Parker, 2007; Reijns et al., 2008) e de
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autointeracdo, como em Edc3 (Decker, Teixeira e Parker, 2007). Estudos sugerem também que
a interacdo RNA-proteina e entre dominios de regides desordenadas intrinsecas levam a uma
separacdo de fase liquida-liquida, dando origem a estrutura granular (Lin et al., 2015; Molliex
et al., 2015). No caso de granulos de estresse, Jain e colaboradores propuseram um modelo em
que estas estruturas seriam compostas por nucleos estaveis, mantidos por interacfes proteina-
proteina, envoltos por uma camada mais dindmica mantida por separacdo de fase liquida-liquida
(Jain et al., 2016).

A classificacdo especifica de cada tipo de granulo de RNPm depende da presenca de
proteinas caracteristicas, do contexto celular em que se encontra e de sua fungdo presumida
(Buchan, 2014). Dois exemplos de granulos de RNPm sdo os de estresse e 0s de processamento
(P-bodies). Os granulos de estresse se formam quando a célula é submetida a uma situacéo de
estresse, reduzindo a atividade traducional, principalmente como resultado da fosforilacdo do
fator de iniciacdo elF2a. Diante dessa situacdo, o0s RNAm bloqueados séo direcionados para
grénulos de estresse, onde sdo armazenados, podendo posteriormente ser liberados e traduzidos
ou enviados para degradacdo (Kedersha et al., 2000, 2005, 1999). Algumas das proteinas que
caracteristicamente compdem os granulos de estresse sdo TIAL e TIAR (Kedersha et al., 1999).

J& os P-bodies foram inicialmente caracterizados como regides do citoplasma da célula
em que haveria uma grande concentragdo e atuacdo de proteinas envolvidas no decaimento do
RNAmM, como a enzima decapeadora Dcp2 e o ativadores de decapeamento Dcpl e DDX6
(Kedersha et al., 2005; Sheth e Parker, 2003). Porém, trabalhos subsequentes sugeriram que
estes granulos também poderiam atuar como complexos de armazenamento de RNAmM em
situacOes determinadas (Arribere, Doudna e Gilbert, 2011; Brengues, Teixeira e Parker, 2005;
Chu e Rana, 2006). Em trabalho publicado em 2017, Hubstenberger e colaboradores realizaram
o isolamento de P-bodies através da técnica de FAPS (fluorescence-activated particle sorting,
separacdo de particulas ativadas por fluorescéncia). Estes granulos purificados continham
moléculas de RNAmM com a regido 5’ protegida, porém RNAs antisense e linc - 0s quais por
definicdo ndo séo traduzidos, mas séo degradados pelas mesmas vias que 0 RNAmM — néo
estavam presentes. Desta forma, os autores sugeriram que os RNAm encontrados em P-bodies
correspondem a transcritos cujo processo de degradagdo foi inibido, sendo que as enzimas
decapeadoras ali encontradas estariam inativas e/ou que a protegdo do 5’-cap bloguearia sua
atuacdo. (Hubstenberger et al., 2017). Além disso, estudos de localizagdo de sitios de
degradacdo demonstraram que este processo ocorre no citoplasma da célula, mas néo
especificamente em P-bodies (Horvathova et al., 2017; Tutucci et al., 2018). Assim, estes

trabalhos sugerem que, embora os P-bodies contenham diversas proteinas ligadas a vias de
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decaimento, esta atividade ocorreria principalmente fora destes granulos, no citoplasma da
célula (Luo, Na e Slavoff, 2018; Standart e Weil, 2018) (Figura 1.1). Quanto aos transcritos
identificados nos P-bodies, observou-se que, em células HEK293, estes granulos estdo
enriquecidos em moléculas de RNAm de genes relacionados a fungdes regulatorias, sendo
menos frequente a observacdo de transcritos de fungBes bésicas, como housekeeping
(Hubstenberger et al., 2017; Standart e Weil, 2018) (Figura 1.1).

P-body Funcoes regulatorias

Metilases de histona

PY Fatores de splicing

~ Ligases E3, desubiquitinases
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~ /T\L)V
_$~ o /\VC/ e
, - \ /\'/
\A.J - Armazena'mtinto /\’/
/\I’/ _ I
= v
AEK, ok N v <N
Decaimento ./
Fungoes basicas

Histonas *\/ b

Proteinas snRNP

Subunidades do proteassomo
Subunidades ribossomais
etc.

Legenda:
e Oofy lv A
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Figura 1.1. Representacdo esquematica da dinamica e fungdo dos P-bodies. Os P-bodies sdo
inclusdes viscosas encontradas no citoplasma da célula, as quais contém moléculas de RNAm
traducionalmente silenciadas ligadas a RBPs. Dentre os transcritos enriquecidos nestas estruturas,
estdo moléculas com fungdo regulatdria. Estas RNPm transitam entre estas inclusdes viscosas e 0
citoplasma, onde podem tanto ser direcionadas para a sintese proteica quanto para 0 processo de
degradagdo. Embora os P-bodies contenham proteinas ligadas a vias de decaimento do RNAm,
acredita-se que esta atividade ocorra principalmente no citoplasma, fora destas estruturas (adaptado
de Standart e Weil, 2018).
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Uma das caracteristicas comuns entre os granulos de RNPm ¢é o fato de serem formados
por RNAm silenciados (Buchan, 2014). Além disso, os granulos atuam em constante interacdo
com os polissomos, sendo que 0 RNAm pode transitar entre estas estruturas (Brengues, Teixeira
e Parker, 2005; Kedersha et al., 2000; Sheth e Parker, 2003). Assim, a utilizacdo de drogas que
blogueiam a sintese proteica em diferentes etapas afeta a formacdo de granulos de RNPm. A
cicloheximida, por exemplo, bloqueia o avanco dos ribossomos sobre 0 RNAm e impede que 0
polissomo seja desmontado. Por isso, a utilizacdo desta droga leva a reducdo da quantidade e
do tamanho de granulos de estresse (Kedersha et al., 2000) e P-bodies (Sheth e Parker, 2003).

Os grénulos de RNPm também podem interagir entre si, podendo sofrer fusdes, troca de
elementos ou mesmo representar diferentes estagios de maturacdo (Buchan, 2014). Assim, para
cada tipo de célula e durante diferentes estagios do ciclo de vida, podem ser formadas diferentes
composicdes de ribonucleoproteinas, as quais participam e representam uma parte dos
mecanismos de regulacdo da expressdao génica que estdo sendo desenvolvidos em um

determinado cenério celular.

1.2.4. A helicase DDX6

DDX6 é uma proteina de aproximadamente 54 kDa que pertence a uma subfamilia
altamente conservada de helicases DEAD-box. As proteinas DEAD-box possuem uma
sequéncia motivo altamente conservada, a qual é necessaria para sua funcdo RNA helicase.
Fazem parte desta sequéncia nove dominios conservados, dentre os quais o motivo Il, que
contém os aminoacidos Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-A-D), de onde deriva o nome do grupo. Os
motivos DEAD, 1, Q e VI sdo necessarios para a funcdo de ligacdo e hidrélise de ATP
(adenosina trifosfato), necessaria para a funcédo helicase (revisado por Linder, 2006). Dentro da
subfamilia de DDX6, estdo os homologos Dhhlp encontrado em Saccharomyces cerevisiae,
CGH1 em Caenorhabditis elegans, Me31B em Drosophila, Xp54 em Xenopus e RCK/p54 em
mamiferos (Ladomery, Wade e Sommerville, 1997; Minshall et al., 2009; Weston e
Sommerville, 2006). Embora a proteina encontrada em humanos tenha sido inicialmente
denominada RCK/p54, nos altimos anos diversos grupos vém adotando a nomenclatura DDX6
(Ayache et al., 2015; Huang et al., 2017; Taniguchi et al., 2018; Wang, Y. et al., 2015), sendo
por isso esta a forma utilizada no presente estudo. Apesar de serem proteinas altamente
conservadas, as diferencas mais significativas encontradas entre os homélogos de DDX6 em

diferentes espécies estdo nas regides proximas as extremidades C e N terminal, o que pode estar
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relacionado as variadas interacGes observadas em células e organismos distintos (Weston e
Sommerville, 2006).

Ao longo dos anos, diferentes trabalhos demonstraram que DDX6 e seus homdlogos
podem ter diferentes funcdes. Através de ensaios de interacdo (como imunoprecipitacdo e TAP-
tag), demonstrou-se que DDX6 (ou seus homologos em diferentes espécies) é capaz de se
associar com proteinas que participam da maquinaria de decapeamento, como Dcpl, EDC3,
EDC4, Lsml e Pat 1; proteinas mediadoras da traducdo, como elF4E, e de repressdo
traducional, como 4E-T, ataxina 2/2L (ATXN2 e ATXN2L), LSM14; alem de outras RBPs
como YBX1, IGF2BP2 E FXR1, proteinas de ligacdo a cauda poliA e proteinas ribossomais
(Ayache et al., 2015; Coller et al., 2001; Wang, Y. et al., 2015); o que sugere a participacao
desta proteina em diferentes etapas do ciclo de vida do RNAm. Interessantemente, trabalhos
demonstraram que DDX6 ou seus homologos em diferentes espécies encontram-se em excesso
molar com relacdo ao nimero de moléculas de RNAm (Ernoult-Lange et al., 2012; Kramer et
al., 2010). Em células HeLa, por exemplo, haveria uma média de 2x10° moléculas de DDX6,
enquanto que e a estimativa média de moléculas de RNAm é de 3x10° por célula (Ernoult-
Lange et al., 2012).

Em estudo com od6citos de Xenopus, Ladomery e colaboradores identificaram a presenga
de Xp54 (homologo de DDX6 na espécie) em particulas de RNPm, responsaveis pelo
armazenamento de transcritos, sugerindo gque esta proteina poderia estar associada a inibicao
traducional e ao armazenamento de RNAm durante os estagios iniciais do desenvolvimento
embrionério, periodo em que a atividade transcricional da célula é altamente limitada
(Ladomery, Wade e Sommerville, 1997). Também em o6citos de Xenopus e em células Hela,
foi demonstrado que DDX6 é realmente capaz de se associar e inibir a traducdo de RNAm
alvos, atividades reguladas pelos dominios conservados da familia DEAD-box (Minshall et al.,
2009). DDX6 e seus homologos também ja foram identificados em granulos de estresse, 0s
quais sdo estruturas caracterizadas pelo armazenamento de transcritos silenciados (Nonhoff et
al., 2007; Wilczynska et al., 2005). Além disso, trabalhos com diferentes organismos
demonstraram que DDX6 e seus homdélogos sdo capazes de inibir a sintese proteica por
diferentes mecanismos, como: atraves da inibi¢cdo da formacdo do complexo de pré-iniciacao
48S (Coller e Parker, 2005); ao se associar com proteinas do complexo RISC, como as
argonautas 1 e 2, atuando junto a via de decaimento mediada por microRNAs (Chu e Rana,
2006); associando-se a maquinaria de deadenilacdo (Chen et al., 2014; Ozgur et al., 2015); e

ativando a via de decapeamento de RNAm (Coller et al., 2001).
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O papel de DDX6 na repressao traducional e na via de decaimento de transcritos
também faz com que esta proteina e seus homologos sejam encontrados em P-bodies (Chu e
Rana, 2006; Coller e Parker, 2005; Hubstenberger et al., 2017; Sheth e Parker, 2003), sendo
necessaria para a montagem e manutencao destes complexos (Ayache et al., 2015; Chu e Rana,
2006; Coller e Parker, 2005; Minshall et al., 2009). Cerca de metade das proteinas encontradas
em P-bodies isolados pela técnica de FAPS sdo parceiros conhecidos de DDX6, o que sugere
um papel central desta helicase na montagem destes granulos (Hubstenberger et al., 2017;
Standart e Weil, 2018). Mas, apesar de sua importancia para montagem de P-bodies, a helicase
é encontrada majoritariamente dispersa no citoplasma, fora destas estruturas (Ayache et al.,
2015; Ernoult-Lange et al., 2012) e também no nucleo, embora em menor quantidade (Huang
et al., 2017). DDX6 também é capaz de se associar a polissomos, estando tanto relacionada
com a ativacdo (Wang, Y. et al., 2015), quanto com a repressao traducional (Radhakrishnan et
al., 2016; Sweet, Kovalak e Coller, 2012). Dois trabalhos demonstraram que Dhh1p (homélogo
de DDX6 em leveduras) atua no monitoramento da velocidade traducional. Em 2012, Sweet e
colaboradores demonstraram que Dhhl associa-se a polissomos lentos por uma via
independente dos fatores de iniciacdo elF4E e elF3b (Sweet, Kovalak e Coller, 2012). Ja em
2016, Radhakrishnan e colaboradores identificaram que Dhhlp atua como um sensor de
velocidade traducional, associando-se a RNAm com cddons subétimos em que a velocidade
traducional é reduzida e encaminhando-os para degradacéo, estabelecendo um crosstalk entre
a traducdo e o decaimento de RNAm (Radhakrishnan et al., 2016).

Trabalhos anteriores também abordaram o papel de DDX6 em diferentes tipos de
celulas-tronco. O silenciamento de DDX6 em células-tronco embrionérias levou ao aumento da
expressao de alvos de microRNAS. Este incremento ndo esteve relacionado com mudancas na
estabilidade destes RNAm alvos, mas sim de sua taxa de traducdo (Freimer, Hu e Blelloch,
2018). Por outro lado, Kami e colaboradores demonstraram que DDX6 possui um papel
fundamental na obtencéo de iPSCs a partir de células TIG-1 (fibroblastos derivados de pulméao
fetal humano), atuando na degradacdo do RNAm parental (Kami et al., 2018).

Em células-tronco neurais, foi demonstrado que DDX6 associa-se a TRIM32,
aumentando a atividade do microRNA Let-7a e estimulando a diferencia¢do neuronal, através
de um processo dependente de sua atividade helicase. Além disso, a superexpressdo de DDX6
levou a reducéo da atividade proliferativa nestas células, enquanto que o silenciamento causou
ao aumento da proliferacdo e reducdo da neurogénese (Nicklas et al., 2015). J& Wang e
colaboradores demonstraram o envolvimento de DDX6 na regulacdo da proliferacdo e

diferenciacdo de progenitores epidermais atraves da associagdo com diferentes complexos
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proteicos, inclusive com polissomos. Observou-se que DDX6 e elFAE podem ser recrutados
por YBX1 e se ligam a transcritos relacionados a proliferacdo (CDK1, CDK2, HMGB2, TOP2)
e a manutencdo do estado de stemness (EZH2, ACTL6A), facilitando sua traducdo. Por outro
lado, também se constatou que DDX6 pode se associar a EDC3 e levar a desestabilizacdo do
MRNA de KLF4 (Wang, Y. et al., 2015), um fator transcricional fundamental para a
diferenciacdo epidermal terminal (Segre, Bauer e Fuchs, 1999). A perda de DDX6 em
progenitores de células musculares também levou a um aumento da expressdo de genes de
diferenciacédo e reducdo de proliferacdo (Wang, Y. et al., 2015). Em uma tese de Doutorado
desenvolvida no grupo, Cofré verificou que o knockdown de DDX6 concomitantemente com a
inducdo para diferenciacdo adipogénica levou ao amadurecimento mais rapido dos adipécitos,
aumentando a quantidade de inclusdes lipidicas nas células, quando comparado ao controle
(Cofré, 2015).

Em conjunto, estes trabalhos demonstram que DDX6 possui um importante papel na
regulacdo pods-transcricional de diferentes tipos celulares, atuando inclusive no processo de
diferenciacdo de células-tronco. Estas atividades estdo frequentemente relacionadas a
associacdo com diferentes proteinas, sendo que a participacdo em complexos com composicdes
distintas pode levar a participacdo de DDX6 em atividades diversificadas. Além disso, outros
grupos ja demonstraram que a desregulacdo no nivel de DDX6 estd envolvida em diferentes
tipos de cancer (Hashimoto et al., 2001; Nakagawa et al., 1999; Taniguchi et al., 2018), o que
destaca a importancia de estudos sobre seu funcionamento para medicina.

Tendo em vista as informacdes apresentadas, levantou-se a hipo6tese de que o estimulo
para diferenciacdo adipogénica e osteogénica poderia levar a mudancas na expressao génica de
hASCs ja nas primeiras 24 horas de tratamento com meio indutor. Através da analise e
comparacdo de dados de sequenciamento de RNAm total e polissomal, sera possivel ter um
panorama geral de quais genes estdo diferencialmente expressos neste contexto e de qual o nivel
principal de regulagdo: pelo controle de abundancia de RNAm ou na associagdo com a
maquinaria traducional. Além disso, a identificacdo destes genes diferencialmente expressos
poderia dar indicios do grau de comprometimento das hASCs com o processo de diferenciagdo
nestas duas linhagens celulares nas primais 24 horas de tratamento com meio de indugéo. O
fato de que trabalhos anteriores demonstraram que a helicase DDX6 atua em diferentes niveis
de regulacéo do ciclo de vida do RNAm, participando inclusive do processo de diferenciagdo
de diferentes tipos de células-tronco em diversos fenétipos, também levantou a hipétese de que
ela poderia participar deste disparo dos processos de adipogénese e osteogénese, atuando em

conjunto com diferentes proteinas. A analise da presenca e do comportamento de DDX6 em
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hASCs mantidas em meio ndo-indutor e apds a inducdo para adipogénese e osteogénese, e a
caracterizagdo dos complexos aos quais ela se associa poderia dar indicios de uma possivel
participacdo da helicase neste contexto. Estas informacdes poderdo se somar aos demais
trabalhos do nosso e de outros grupos com o intuito de compreender 0os mecanismos envolvidos
no disparo da diferenciacdo adipogénica e osteogénica, a fim de elucidar tanto processos que
ocorrem no organismo, quanto visando ao aproveitamento e utilizacdo do potencial das células-

tronco em possiveis aplicacGes na medicina.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Analisar a regulacdo da expressdo génica em hASCs apds 24 horas de indugdo para

diferenciacdo adipogénica e osteogénica, e avaliar o papel da helicase DDX6 neste processo.

2.2. Objetivos especificos

- Analise do perfil de expressao génica de hASCs ndo-induzidas e apds a indugédo para
diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas através do sequenciamento de RNAmM

total e de RNAm associado a polissomos (polysome profiling);

- Andlise da atividade proliferativa e do ciclo celular de hASCs ndo-induzidas e ap6s a

inducdo para diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas;

- Andlise da expressdo e distribuicdo da helicase DDX6 em hASCs ndo-induzidas e ap6s

a inducdo para diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas;

-Determinar o conteldo de complexos de RNPm contendo DDX6 em hASCs néo-

induzidas e apds a inducdo para diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Modelo de estudo

Foram utilizadas hASCs isoladas de tecido adiposo de doadores submetidos a cirurgia
de lipoaspiracdo. A coleta foi feita com o consentimento dos doadores, que foram esclarecidos
quanto aos objetivos do projeto de pesquisa, de acordo com normas para pesquisa envolvendo
seres humanos e com a aprovacgdo do comité de ética da Fundagdo Oswaldo Cruz (numero de
aprovacdo CAAE: 48374715.8.0000.5248).

3.1.1. Isolamento e cultivo das hASCs

O procedimento para isolamento da hASCs foi padronizado previamente por Rebelatto
e colaboradores em 2008 (Rebelatto et al., 2008). Primeiramente, 100 mL do tecido adiposo
coletado foram lavados em solucdo salina tamponada por fosfato estéril (PBS, Gibco,
Invitrogen), a fim de remover residuos contaminantes e hemécias. Em seguida, o tecido foi
digerido com colagenase tipo I (1 mg/mL, Invitrogen) sob agitagdo constante, por 30 minutos
a 37° C. O material digerido foi filtrado duas vezes, primeiro em membrana de nylon de 100
pum e, em seguida, de 40 um (BD), a fim de eliminar fragmentos nao digeridos. O conjunto foi
centrifugado a 800 x g por 10 minutos e os eritrdcitos contaminantes foram removidos através
de incubacdo por 5 minutos com tampédo de lise eritrocitico (cloreto de amonio 0,83%,
bicarbonato de sodio 0,1% e acido etilenodiaminotetracético — EDTA - 0,004%), pH 7,3. As
células estromais coletadas foram lavadas, plaqueadas em densidade de 1x10° células/cm? em
meio contendo Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12,
Gibco), 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL)
e mantidas a 37° C e 5% de didxido de carbono (COz). Apds 24 horas, as células ndo aderentes
foram removidas e 0 meio de cultura passou a ser trocado duas vezes por semana. Quando foi
atingida uma confluéncia de 80%-90%, as células foram coletadas através de incubacdo com
tripsina/EDTA (0,25%, Invitrogen) e replaqueadas em passagem 1.

As células-tronco isoladas foram cultivadas em garrafas de 150 cm?, com meio de
cultivo composto por DMEM, 10% de SFB (Gibco), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL), e mantidas a 37° C e 5% de CO: (estufa Umida, HEPA Class 100, Thermo
Scientific). A troca de meio era realizada duas vezes por semana e a passagem de celulas era
feita quando estas atingiam 70% a 80% de confluéncia. Para passagem, as células foram lavadas

duas vezes com solucdo salina balanceada sem sais de calcio e magnésio (BSS-CMF) e
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incubadas com tripsina (0,05%) (Sigma) por 5 minutos a 37° C. A acdo da enzima foi, entéo,
inibida com meio de cultura contendo SFB (10%) (Gibco). Apos centrifugacdo (700 x g, 8° C,
5 minutos), as células foram ressuspendidas em meio de cultivo e replaqueadas a uma densidade
de 1x10% a 3x10° células por cm?.

Para verificacdo de que as células isoladas possuiam perfil de células-tronco
mesenquimais, segundo os critérios estabelecidos por Dominici e colaboradores em 2006, foi
feita caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo e foi analisada a capacidade de

diferenciacdo em pelo menos dois fenotipos celulares (adipdcitos e osteoblastos).

3.1.2. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A caracterizacdo do perfil de expresséo proteico das células isoladas foi realizada quanto
estas atingiram passagem 4 ou 5. Os anticorpos utilizados estao descritos na tabela 3.1. Foram

utilizadas 2x10° células para cada antigeno analisado.

Tabela 3.1. Anticorpos utilizados para caracterizacao do perfil de expressao proteico por
citometria de fluxo.

Antigeno Hospedeiro  Tipo* Fluoroforo Fabricante/Catalogo  Diluicdo

CD90(Thyl) camundongo m FITC Bigl2_8eig§gd/ 1.5
CD105 camundongo  m PE Elglgg(é';rlg/ 1:50
CD73 camundongo  m APC Eg'g;ggrlg/ 1:50
CD140b camundongo m PE BD/558821 2:5
CD34 camundongo ~ m FITC Ellflggzg)rf;/ 1:50
CD11b camundongo m PE BD/557321 1:50
CD45 camundongo  m APC Elslgzglger;cgf/ 1:50
CD19 camundongo  m FITC Ellflgiglger;(?/ 1:50
HLA-DR  camundongo  m APC Elslggggerllcze/ 1:50
(Pé: CDA?I%/I 1 camundongo ~ m FITC Ellflggigrl&e/ 1:50

*m = monoclonal; p = policlonal

Para imunofenotipagem, as células foram lavadas duas vezes com BSS-CMF e
incubadas com tripsina (0,05%) por 5 minutos a 37° C. A acdo da enzima foi, entdo, inibida
com meio de cultura contendo SFB (10%). Apos centrifugacdo (700 x g, 8° C, 5 minutos), as
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células foram ressuspendidas em PBS contendo 1% de albumina de soro bovino (BSA) e
incubadas nesta solucdo de blogueio em gelo por 1 hora. As células foram centrifugadas e o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, as amostras foram incubadas com o0s anticorpos
descritos na tabela 3.1, diluidos em solucéo de bloqueio, por 1 hora a 4° C e ao abrigo da luz.
As células foram centrifugadas, lavadas uma vez com PBS e fixadas com paraformaldeido 4%
(incubacéo por 10 minutos em temperatura ambiente). Por fim, as células foram lavadas duas
vezes com PBS, ressuspendidas nesta mesma solucéo e analisadas. A andlise por citometria de
fluxo foi realizada nos citdmetros de fluxo FACS Calibur (BD) ou FACSARIA Il (BD) e a
andlise dos dados foi feita com o programa Flow Jo verséo 7.5 (Flowjo).

3.1.3. Inducdo para diferenciacdo adipogénica e osteogénica

Para inducdo de diferenciacdo adipogénica, foram utilizados os meios de cultivo
comerciais hMSC Adipogenic Differentiation Medium (meio indutor, Lonza) e hMSC
Adipogenic Maintenance Medium (meio de manutencdo, Lonza). Para o ensaio de anélise da
capacidade de diferenciacdo das hASCs, foi seguido um protocolo de tratamento das células
por 3 dias com meio de inducdo e 4 dias com meio de manutencdo (recomendado pelo
fabricante), sendo que este ciclo foi repetido até um total de 28 dias. Ao final deste periodo, as
células foram fixadas com 4% de paraformaldeido (em PBS) por 30 minutos e armazenadas em
PBS para posterior marcacdo com Vermelho Nilo.

Para inducdo da diferenciacdo osteogénica, foi utilizado meio de cultivo comercial
hMSC Mesenchymal Stem Cell Osteogenic Differentiation Medium (Lonza). Para verificacdo
da capacidade de diferenciacdo osteogénica das células-tronco isoladas, as células foram
tratadas com esse meio por 21 dias, sendo que a troca era realizada a cada 3-4 dias. Ao final
deste periodo, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido por 30 minutos e
armazenadas em PBS para posterior marcacao com o kit Osteolmage.

O meio de manutencdo Lonza foi utilizado como controle nos ensaios de polysome

profiling, imunofluorescéncia, ensaios de imunoprecipitacdo e Western Blot.

3.1.4. Marcacao com Vermelho Nilo

O Vermelho Nilo é um marcador que, ao se associar a lipideos neutros, como colesterol
esterificado e triacilglicerideos (presentes em inclusdes lipidicas, tipicas de adipdcitos), emite

fluorescéncia em comprimentos de onda proximos ao amarelo-verde. Para marcacao, as células
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previamente fixadas foram lavadas com PBS por duas vezes e incubadas com uma solugéo de
Vermelho Nilo (estoque a 1 mg/mL dissolvido em dimetil sulfoxido; solucéo de uso a 1 pg/mL,
diluida em PBS) por 30 minutos a 4° C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com 4’6’diamidino-2-fenilindol dihidroclorido (DAPI) diluido em PBS (1 pg/pL)
por 20 minutos em temperatura ambiente. Por fim, as células foram lavadas por trés vezes com
PBS e analisadas ao microscopio éptico de fluorescéncia (Leica DMI6000B) e aquisi¢do de

imagens utilizando-se o software LAS AF.

3.1.5. Marcagdo com Osteolmage

Para verificacdo da diferenciacdo osteogénica, foi utilizado o kit Osteolmage™
Mineralization Assay. Este Kit possui um corante fluorescente (excitacdo/emissdo = 492/520
nm) que se liga especificamente a hidroxiapatita, a qual é produzida por osteoblastos. Para
marcacdo, as células previamente fixadas foram lavadas com o tampdo de lavagem do Kkit,
incubadas com o corante de hidroxiapatita por 30 minutos em temperatura ambiente (protegidas
da luz) e novamente lavadas. Em seguida, foi feita marcacdo com DAPI (1 pg/uL) por 20
minutos em temperatura ambiente. Apds trés lavagens com PBS, as células foram mantidas
neste mesmo tampdo. Foi feita, entdo, analise do material ao microscopio éptico de

fluorescéncia (Leica DMI6000B) e aquisi¢ao de imagens utilizando-se o software LAS AF.

3.2. Separacdo por gradiente de densidade de sacarose e isolamento de RNA

Quando as hASCs em cultivo atingiram aproximadamente 70% de confluéncia, foi
realizado tratamento com meio controle, de indugéo adipogénica e osteogénica por 24 horas.
Em seguida, as células foram tratadas com 0,1 mg/mL de cicloheximida (Sigma-Aldrich) (10
minutos, 37° C), coletadas com tripsina e lavadas duas vezes om 0,1 mg/mL de cicloheximida
em PBS. Ap0s centrifugacédo (700 x g; 5 minutos), o pellet celular foi ressuspendido em tampé&o
de lise polissomal (15 mM Tris-HCI pH 7,4, 15 mM MgClz, 300 mM NaCl, 100 pg/mL
cicloheximida, 1% Triton X-100) e incubado por 10 minutos em gelo. O lisado celular foi
centrifugado a 12000 x g for 10 minutos a 4° C e o sobrenadante foi coletado e depositado sobre
um gradiente de sacarose (10-50%, preparado previamente com BioComp model 108 Gradient
Master). As amostras foram centrifugadas a 150000 x g (rotor SW40, HIMAC CP80WX
HITACHI) por 2,5 horas a 4° C e as fragdes do gradiente de sacarose foram separadas usando

o0 sistema de fracionamento de gradiente ISCO (ISCO Model 160 Gradient Former Foxy Jr.
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Fraction Collector), conectado a um detector de UV. A absorbancia a 275 nm foi monitorada e
o perfil polissomal foi gravado. A razdo entre as fragdes monosomal e polissomal foram
quantificadas e a area abaixo dos picos monossomal e polissomal foram calculadas usando o
software ImageJ.

O RNA obtido pelo fracionamento por gradiente de sacarose e o0 RNA total foram
isolados usando Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research), seguindo as instrucdes do
fabricante.

Quando foi feito o gradiente para avaliacdo da presenca de DD X6 nas diferentes fracdes,
foi adicionado tampdo de amostra 4x (Tris-HCI 160 mM, pH 6.8, dodecil sulfato de sodio —
SDS - 4%, B-mercaptoetanol 10%, glicerol 24%, azul de bromofenol 0,02%) nas fracOes
coletadas. Além disso, apés a separacdo do gradiente, foi adicionado 0 mesmo tampéo (diluido
para 1x) ao fundo do tubo em que foi realizado o gradiente, a fim de coletar os complexos

maiores que ai se depositam.

3.3. Preparacdo da biblioteca de cDNA e sequenciamento das amostras de RNA total e

associado a polissomos

Para preparagdo da biblioteca de cDNA, foi utilizado o TruSeq Stranded Total RNA
Sample Preparation kit (Illumina, Inc.) e o sequenciamento foi realizado em uma plataforma
Illumina HiSeq utilizando o RNA-seq Kit, sequindo as recomendacdes do fabricante (llumina,
Inc.). Ao final do preparo, 0 DNA obtido foi analisado por Bioanalyzer e por PCR em tempo

real.

3.4. Analise dos dados de sequenciamento de RNA total e associado a polissomos

A andlise dos dados de sequenciamento foi realizada em colaboracdo com a Dra. Lucia
Spangenberg, do Instituto Pasteur de Montevidéu. O mapeamento e contagem dos dados de
sequenciamento foram realizados utilizando-se um pacote Rsubread package (Liao, Smyth e
Shi, 2013). A clusterizacao hierarquica das amostras (log das contagens mais um) foi realizada
para avaliagdo da variabilidade biologica. Cada amostra foi normalizada para um milh&o de
reads para contagem para tamanho da biblioteca.

A andlise de expressdo diferencial foi realizada utilizando o Bioconductor R pacote
edgeR (Robinson, McCarthy e Smyth, 2010). Para esta analise, foram retidos apenas 0s genes

com pelo menos uma contagem por milhdo em pelo menos trés amostras.
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A andlise de ontologia génica foi realizada utilizando gProfiler (Reimand et al., 2016)
e DAVID (Huang, Sherman e Lempicki, 2009a; b).

3.5. Ensaio de incorporacédo de EAU

Para anélise de proliferacéo, as células foram tratadas com meio controle ou de indugéo
adipogénica acrescidos de 10 uM de EdU (em meio de cultivo) por 24 horas. Em seguida, as
células foram coletadas com tripsina, lavadas, fixadas e marcadas com Click-iT® EdU Alexa
Fluor® 647 Flow Cytometry Assay Kit (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific), seguindo
as instrucoes do fabricante. Cerca de 10000 eventos foram adquiridos usando-se o citometro de
fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences) e a anélise dos dados foi realizada usando o software

Flow Jo versdo 10.0.8r1.

3.6. Analise de ciclo celular

Para andlise de ciclo celular, as células foram coletadas com tripsina, lavadas em PBS
e centrifugadas (700 x g, 5 minutos). O pellet celular foi ressuspendido em uma solucéo gelada
de 70% etanol e 30% de PBS e incubada por 2 horas a 4° C para fixacdo. Em seguida, as células
foram lavadas uma vez com PBS e centrifugadas. As células foram ressuspendidas em 100 pL
de PBS e foi adicionado um volume igual de solugéo de coloragéo 2X (3,4 mM Tris-HCI pH
7,4; 0,1% Nonidet P40; 700 U/L RNase A DNase-free; 10 mM NaCl; 30 pg/mL iodeto de
propideo) e o conjunto foi incubado por 10 minutos. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em PBS para andlise por citometria de fluxo.
Cerca de 10000 eventos foram adquiridos usando-se o citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD

Biosciences) e a analise dos dados foi realizada usando o software Flow Jo versao 10.0.8r1.

3.7. Silenciamento por RNA de interferéncia

Os ensaios de silenciamento e analise por qRT-PCR foram realizados em colaboragéo
com a Dra. Patricia Shigunov. Para reduzir a expressdo de DEPTOR em hASCs, foi feito
silenciamento por RNA de interferéncia (siRNA) com Lipofectamine 2000 Transfection
Reagent (Invitrogen™), sequindo recomendacdes do fabricante. Todos os siRNAs dupla fita
foram desenhados e sintetizados por Origine (Maryland, Estado Unidos). As células foram
inicialmente plaqueadas em placas de 6 pogos (1x10° células/pogo) até que atingissem 80-90%

de confluéncia e entdo transfectadas com 10 nM de siRNA contra DEPTOR (siDep —
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SR312133B) ou com um controle negativo universal scrambled (nonsense) de sSiRNA (SINS —
SR30004). Apos seis horas de transfeccao, o meio de cultura foi trocado para remocao do agente
transfectante. As células foram mantidas nesta condic¢éo por um total de 24 horas e o nivel de
expressao do RNAm e de proteina de DEPTOR foi mensurado utilizando-se qRT-PCR e
Western Blot, respectivamente.

3.8. Extracdo de RNA e gRT-PCR

O RNA total de hASCs foi extraido utilizando-se o kit RNeasy Mini (QIAGEN),
seguindo-se recomendacdes do fabricante. A reagéo de transcriptase reversa foi realizada com
o kit ImProm-1I"™ Reverse Transcription System (Promega), com 1 pg de RNA total, e
seguindo-se também as recomendacdes do fabricante. O nivel relativo de expressdo do RNAmM
de DEPTOR foi mensurado através de g°PCR com o equipamento LightCycler® 96 Instrument
(Roche) e SYBR Select Master Mix (Life Sciences). O programa de ciclos foi o seguinte: inicio
a 50° C por 2 minutos, desnaturagdo a 95° C por 2 minutos, seguido por 45 ciclos de
desnaturacdo a 95° C por 15 segundos, anelamento a 60° C por 15 segundos e extensdo a 72° C
por 1 minuto. As sequéncias iniciadoras (primers) para GAPDH humano (Forward
5 GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC3” e Reverse 5 TGGTTCACACCCATGACGAY)
resultam em fragmentos com 149 pares de base; as de DEPTOR (Forward
5 AATCCAGTCAGAGCAGCGGA3" e Reverse 5CCATGGTTTTAGGGCCGTGC 3)
resultam em fragmentos com 134 pares de base e reconhece ambas as isoforma (1 e 2). As
reacOes foram corridas em triplicata e os produtos gerados foram analisados com o software
LightCycler® 96 (Roche). Os dados foram avaliados como valores de 2-AACq, onde Cq indica

o ciclo threshold.

3.9. Analise por imunofluorescéncia

Para andlise por imunofluorescéncia, as células foram cultivadas em laminas associadas
a camaras de incubacdo Nunc™ Lab-Tek™ (Nunc). Os anticorpos primarios e secundarios
utilizados encontram-se descritos nas tabelas 3.2 e 3.3, respectivamente.

Para imunomarcacgdo, as células que estavam em cultura foram lavadas com PBS e
fixadas com 4% de paraformaldeido (diluido em PBS) por 20 minutos em temperatura
ambiente. Apos lavagem com PBS por trés vezes, as células foram incubadas com solucéo de

permeabilizac¢do (0,5% Triton X-100 em PBS) por 10 minutos e novamente lavadas com PBS
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por trés vezes (com incubacbes de 5 minutos). Em seguida, as células foram incubadas com
solucéo de bloqueio (3% de BSA) por uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, foi feita
incubacdo com o anticorpo primario também diluido em solucéo de blogueio por uma hora, em
temperatura ambiente. As células foram lavadas trés vezes com PBS, com incubacdes de 5
minutos, com suave agitacdo, a cada lavagem. A incubagdo com o anticorpo secundario
(também diluido em solucdo de bloqueio) foi feita por uma hora, em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Em seguida, as células foram novamente lavadas trés vezes com PBS, com
incubacdes de 5, 20 e 5 minutos, sob suave agitacdo. Por fim, as células foram incubadas com
DAPI (1 pg/pL) por 20 minutos, em temperatura ambiente, e lavadas com PBS. A andlise do
material foi feita ao microscopio dptico de fluorescéncia (Leica DMI6000B) e a aquisi¢do de

imagens foi realizada utilizando-se o software LAS AF.

Tabela 3.2. Anticorpos primarios utilizados para imunomarcagao.

Antigeno Hospedeiro Tipo* Fabricante/Catalogo Diluicdo Diluicdo
IFF WB
Santa Cruz/ ) )
Dcpla camundongo m sc-100706 1:50 1:200
Cell Signaling/ .
DEPTOR/DEPDC6 coelho m 118165 - 1:1000
PABP camundongo m Santa Cruz/sc-32318 1:50 -
DDX6 (Rck/p54) coelho p MBL/PD009 1:400 1:2500
TIAL camundongo  pm ICC** 1:400 -
TIAR coelho m Cell Signaling/8509S 1:400 -

*m = monoclonal; p = policlonal; pm = policlonal monoespecifico; IFF = imunofluorescéncia; WB = Western Blot

** o anticorpo anti-TIA1 foi gentilmente cedido pela Dra. Fabiola Barbieri Holetz

Tabela 3.3. Anticorpos secundarios utilizados para analise por imunofluorescéncia.

Antigeno Hospedeiro Fluoroforo Fabricante/Referéncia Diluicéo
19G de cabra Alexa Fluor® Invitrogen/A11003 1:600
camundongo 546
19G de cabra Alexa Fluor® Invitrogen/A11001 1:800
camundongo 488
IgG de coelho cabra AIexz;él;éuor@ Invitrogen/A11010 1:600
IgG de coelho cabra Alexigilguo@ Invitrogen/A11008 1:800

A contagem dos granulos contendo DDX6 foi feita manualmente. Para isso, foram
adquiridas 20 imagens de cada condicéo e foi feita marcagdo dos limites de cada célula. Em

seguida, utilizando o software LASAF, foi estabelecido um corte baseado em um limite minimo
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de intensidade de luz (threshold), a fim de que apenas as estruturas granulares (mais brilhantes)
fossem exibidas. O mesmo threshold foi aplicado nas trés condic¢Ges de tratamento das células
(ndo-induzidas e induzidas para adipogénese ou osteogénese) e foi entdo feita a contagem de

granulos.

3.10. Eletroforese de proteinas em gel de acrilamida

As amostras de proteinas obtidas (extrato celular, imunoprecipitados e controles) foram
resolvidas através de eletroforese em gel de acrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Para isso,
30 pL de amostra foram acrescidos de 10 pL de tampéo de amostra 4x (Tris-HCI 160 mM, pH
6.8, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10%, glicerol 24%, azul de bromofenol 0,02%), aquecidos a
95° C por 10 minutos e aplicados em gel de acrilamida desnaturante 10% (SDS 0,1%, Tris-HCI
400 mM, pH8.8, acrilamida 10%, persulfato de aménio 0,075%, TEMED 0,07%). A separacdo
das proteinas foi feita em tampdo para SDS-PAGE (Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM, SDS
0,1%) a 30 mA, durante 90-120 minutos.

3.11. Coloracao com prata

O gel obtido a partir do SDS-PAGE (item 3.4) foi incubado com solucéo de fixacéo por
30 minutos (etanol 50%, acido acético 12%, formaldeido 0,02%), lavado trés vezes em etanol
50%, com incubacdes de 5, 10 e 15 minutos, e incubado em solucdo de sensibilizacdo
(tiossulfato de sddio 0,02%) por 1 minuto. Em seguida, o gel foi lavado trés vezes com agua
destilada (agitacdo vigorosa) e incubado com solucao de nitrato de prata (nitrato de prata 0,2%,
formaldeido 0,03%) por 30 minutos. O gel foi, entdo, lavado trés vezes com agua destilada
(agitacdo vigorosa) e incubado com solucdo de revelacdo (carbonato de sédio 3%, formaldeido
2%, tiossulfato de sddio 0,0004%, formaldeido 0,02%) até que fosse possivel visualizar as
bandas proteicas. A revelacao foi, entdo, interrompida com solucéo de término da reacéo (etanol
50%, &cido acético 12%).

3.12. Western Blot

Para Western Blot, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences), com tampdo de
transferéncia (Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%), overnight, a 4° C, 25 V. A

membrana foi blogueada com tampdo de bloqueio (salina tamponada por Tris — TBS,
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Tween®20 0,1%, leite em pd desnatado 5%) por uma hora em temperatura ambiente e lavada
trés vezes (com incubacbes de 5 minutos) com TBS-T (TBS, 0,1% Tween®20). Foram
adicionados os anticorpos primarios (tabela 3.2), diluidos em TBS-T com 5% de BSA, e foi
feita incubacdo overninght, a 4° C, sob agitacdo suave. A membrana foi lavada trés vezes com
TBS-T (com incubagdes de 5 minutos) e foi adicionado o anticorpo secundério (anti-1gG de
camundongo, conjugado a fosfatase alcalina, diluicdo 1:1000, Sigma; ou anti-IgG de coelho,
conjugado a peroxidase, diluicdo 1:2500), diluido em tampdo de blogqueio. Ao final, a
membrana foi lavada novamente com TBS-T. A revelacdo de amostras marcadas com
peroxidase foi feita com Novex® ECL HRP Chemiluminescent. A revelacdo de amostras
marcadas com fosfatase alcalina foi feita com tampé&o AP, BCIP e NBT.

Para quantificacdo, foi utilizado o software Image J. A normalizacdo foi feita em relacéo
a guantidade de proteinas totais (controle de loading), a qual foi mensurada com base na
intensidade registrada para trés bandas de pesos moleculares diferentes de cada lane. Para
DEPTOR, foi feita a normalizagdo com base na quantificacdo das bandas marcadas com
Ponceau nas alturas de aproximadamente 60 kDa, 70 kDa e 80 kDa. Para DD X6, a normalizacéo

foi feita com a bandas nas alturas de aproximadamente 30 kDa, 40 kDa e 55 kDa.

3.13. Tratamento de hASCs com RNase

Para verificar se as estruturas granulares contendo DDX6 eram dependentes de RNA,
foi realizado tratamento com RNase seguido de imunofluorescéncia. Para isso, as hASCs que
estavam em cultivo foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com solucdo de
permeabilizacdo (PBS, Triton X-100 0,5%) por 2 minutos (37° C). O tampéo de
permeabilizacado foi retirado e as células foram lavadas mais duas vezes com PBS. Em seguida,
as celulas foram incubadas por 5 minutos com solucdo contendo 10 mg/mL de RNase A
(temperatura ambiente). Apos a retirada da solucdo contendo RNase A, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido (4% em PBS) por 20 minutos e depois
mantidas em PBS para posterior marcagdo por imunofluorescéncia e analise ao microscopio

optico.

3.14. Ensaio de localizacéo de peptideos nascentes

Para localizacdo de peptideos nascentes, foi utilizado o kit Click-it Plus OPP Protein

Synthesis Assay Alexa 488 (Invitrogen). Para o ensaio, as hASCs em cultivo foram incubadas
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com uma solugdo de trabalho contento 20 UM de O-propargil-puromicina (OPP, diluido em
meio de cultura) por 30 minutos (37° C), lavadas uma vez com PBS e fixadas com
paraformaldeido 4% (15 minutos). Em seguida, as células foram lavadas com PBS,
permeabilizadas (incubacdo com 0,5% Triton X-100 em PBS por 10 minutos) e novamente
lavadas com PBS. Por fim, foi feita a reacdo de deteccdo do OPP e marcacdo do nucleo
seguindo-se as orientac¢des do fabricante.

Para avaliacdo da localizacdo de peptideos nascentes em situacoes de estresse, foi feito
também um experimento com tratamento das hASCs com arsenito. Foram avaliadas hASCs (1)
incubadas com OPP por 30 minutos (em meio controle) e (2) incubadas com OPP e arsenito de
sodio (0,5 mM) por 30 minutos (juntos).

Apbs a realizacdo da marcacdo de OPP, foi feita imunofluorescéncia com anticorpos
contra os antigenos TIAR e DDXG6 (tabela 3.2). As amostras foram analisadas ao microscopio
confocal a laser Leica SP5 AOBS.

3.15. Quantificacdo do enriquecimento de DRIPs em granulos de DDX6 e TIAR

A partir do ensaio de incorporacao de OPP, ocorre a formacao de produtos ribossomais
defeituosos (defective ribosomal products, DRIPS) a partir da terminacdo prematura do
processo de sintese proteica (Ganassi et al., 2016; Liu et al., 2012). Para quantificar o
enriquecimento de DRIPs nos granulos de TIAR e DDX6, as amostras foram analisadas ao
microscopio confocal a laser Leica SP5 AOBS, sendo adquiridas 5 imagens de cada condicao.
As imagens foram analisadas utilizando o sistema Columbus™ Image Data Storage and
Analysis (PerkinElmer). A metodologia utilizada foi elaborada com base no processo de analise
de enriquecimento de DRIPs em granulos de estresse descrito por Ganassi e colaboradores em
2016 (Ganassi et al., 2016).

O sistema Columbus ™ ¢ executado com base em blocos de construcéo (building blocks)
de analise. A seguir, sera descrito o caminho de analise seguido, com a identificacdo dos blocos
de construcéo utilizados, com a especificacdo das metodologias aplicadas dentro de cada bloco.
Primeiramente, foram identificados os ndcleos com base na marcacdo de DAPI (Find Nuclei,
método B) e o citoplasma com base na marcacao de OPP (Find Cytoplasm, método D). A regido
do citoplasma foi selecionada (Select Cell Region, método Resize Region) e dentro desta regido,
foram identificados os granulos com base na marcagdo de DDX6 ou TIAR, utilizando-se o critério
de intensidade (Find Image Region, método Commom Threshold). Em seguida, foi identificada a

regido do citoplasma ao redor dos granulos, a qual consistiu, portanto, em todo o citoplasma,
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excluindo-se apenas as regides dos granulos. Para isso, foi utilizado o bloco de construgéo Select
Region, método Restrict by Mask, utilizando-se como maéscara inversa a regidao dos granulos
previamente selecionadas. Por fim, aplicando-se os blocos de construcdo Calculate Intensity
Properties, foram mensuradas a intensidade média de OPP nas regiGes dos granulos e no
citoplasma ao redor dos granulos. O calculo de enriquecimento de OPP em cada granulo foi feito
com base na razéo entre a intensidade média de OPP na regido do grénulo e a intensidade média
de OPP no arredor deste. Os dados foram plotados em histogramas de distribuicao de frequéncia
desta razdo e também em graficos de coluna demonstrando o percentual de granulos enriquecidos
em OPP por célula. Foram considerados enriquecidos granulos em que a razao de intensidade de
OPP entre o granulos e o citoplasma foi maior do que 1,5, com base no descrito por Ganassi e

colaboradores (Ganassi et al., 2016).

3.16. Padronizacgéo do protocolo de coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros

Para avaliar o papel da proteina DDX6 durante a diferenciacdo adipogénica e
osteogénica, optou-se por fazer a caracterizacdo do contetdo proteico e de RNA dos complexos
aos quais ela se associa. Para isso, foi escolhida a estratégia de isolar estes complexos através
da imunoprecipitagdo de DDX6 e de seus parceiros para posteriormente ser feita analise deste
material por espectrometria de massas e sequenciamento de RNA. O protocolo de
imunoprecipitacdo de antigenos e seus parceiros consiste em quatro etapas principais: lise
celular; ressuspensdo em solucdo tampdo (no caso de a lise ter sido mecanica);
imunoprecipitacdo dos antigenos de interesse, através do uso de anticorpos ligados a beads; e
recuperacdo do material isolado. Cada etapa deve ser padronizada a fim de que seja possivel
manter 0 antigeno de interesse ligado a seus parceiros e, a0 mesmo tempo, reduzir as ligagdes

inespecificas com outras moléculas.

3.16.1. Lise celular

A primeira etapa da imunoprecipitagdo consiste na lise celular. Foram avaliadas duas
metodologias: lise mecanica e uso de tampdo de lise. Para lise mecéanica, foi testado o
método de criomoagem (cryogrinding). Para tal, as células foram lavadas duas vezes com
PBS e uma vez com PBS acrescido de inibidor de protease (cOmplete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche). O material foi centrifugado (700 x g, 8° C, 5 minutos) e o

sobrenadante descartado. Com o auxilio de uma micropipeta, o pellet celular obtido foi
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gotejado em um tubo contendo nitrogénio liquido, promovendo o congelamento das
amostras. O tubo foi entdo colocado em um recipiente contendo gelo seco, a fim de que o
nitrogénio pudesse evaporar, mantendo a amostra congelada. As células congeladas foram
submetidas a moagem a frio, utilizando-se um moinho vibratério (Retsch MM400), com
ciclos de 2 minutos de vibragdo a 30 Hz e 2 minutos de congelamento em nitrogénio liquido.
Este ciclo foi repetido 5 vezes. O p6 de células obtido foi pesado e armazenado a -80° C.
Por fim, foi ressuspendido em tampédo Hepes (40 mM, pH 7), cloreto de sédio (120 mM),
EDTA (1 mM); CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilaménio]-1-propanosulfonato, 0,3%); e
inibidor de protease (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Mini EDTA-free,
Roche) (Isabelle et al., 2012), para anélise por eletroforese em gel de acrilamida.

Em seguida, foi avaliado um protocolo utilizando-se um tampédo de lise diretamente
sobre as células. O tampéo era composto por Tris-HCI pH 7,4 50 mM; acetato de potassio 100
mM; acetato de magnésio 2mM; 0,5 mM ditiotreitol — DTT; 1% Nonidet P-40 e inibidor de
protease (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Mini EDTA-free, Roche, uma pastilha
para 10 mL de solucdo) (Jain et al., 2016). Neste protocolo, as células foram lavadas com PBS,
colocadas sobre gelo e o tampao de lise (4 mL para cada 5 garrafas de 180 cm?, com células em
confluéncia de aproximadamente 80%) foi adicionado diretamente dentro da garrafa de cultivo.
As células foram raspadas, o lisado foi transferido para um tubo de centrifuga e foi feito
up/down duas vezes com uma seringa. Em seguida, o lisado foi submetido a dois ciclos de
sonicacdao em banho de 10 segundos cada, com 20 segundos de intervalo em gelo. Por fim, a
amostra foi centrifugada (5 minutos, 1000 x g, 4° C) e o sobrenadante foi coletado para
utilizagdo na imunoprecipitacao.

Os dois protocolos de lise foram avaliados quanto ao rendimento e ao padrdo de

proteinas obtido por eletroforese de proteinas em gel de acrilamida e colora¢do com prata.

3.16.2. Padronizacao do protocolo de imunoprecipitacdo de DDX6 em células HeLa

Uma vez estabelecido o protocolo de lise celular, foram feitos os ensaios de
imunoprecipitagdo. Como o rendimento das hASCs é baixo, sendo necessarios muitos frascos
de cultivo para realizagdo dos experimentos, foram feitos inicialmente testes com células HelLa
submetidas a estresse por incubacdo com arsenito de sodio (0,5 mM) por 45 minutos. Foi
avaliado o protocolo descrito por Jain e colaboradores para isolamento de granulos de estresse
em ceélulas de leveduras e de mamiferos (Jain et al., 2016), com algumas modificagdes. As

utilizadas as solugdes descritas na tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Solucges utilizadas no teste do protocolo de imunoprecipitacdo de DDX6 em
células HeLa

Tampado de lise

Reagente Concentracao
Tris-HCI pH 7,4 50 mM
Acetato de potassio 100 mM
Acetato de magnésio 2mM
DTT 0,5mM
Nonidet P-40 0,5%
Inibidor de protease* Uma pastilha para 10 mL

Tampéao de lavagem 1
Tris-HCI pH 8 20 mM
Cloreto de sddio 300 mM

Tampao de lavagem 2

Tris-HCI pH 8 20 mM

Cloreto de sadio 500 mM
Tampao de lavagem 3

Tris-HCI pH 7,4 50 mM

Acetato de potassio 100 mM

Acetato de magnésio 2mM

DTT 0,5mM

Nonidet P-40 1%

Ureia 2M

Inibidor de protease Uma pastilha para 10 mL

Tampao de lavagem 4

Tris-HCIl pH 7,4 50 mM

Acetato de potassio 100 mM

Acetato de magnésio 2mM

DTT 0,5mM

Inibidor de protease * Uma pastilha para 10 mL

Tampéao TBS
Tris-HCI pH 8 20 mM
Cloreto de sddio 150 mM

*Foi utilizado como inibidor de protease o cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Mini EDTA-free, Roche.

Para imunoprecipitacéo, foi utilizado o anticorpo anti-Rck/p54 (DDX6) (policlonal feito em
coelho, PD009, MBL) e beads magnéticas conjugadas a proteina A (Dynabeads Protein A,
Invitrogen). As células foram lavadas com PBS, colocadas sobre gelo e o tampao de lise (3 mL para
cada garrafa de 180 cm? — células HelLa) foi adicionado diretamente dentro da garrafa de cultivo.

As células foram raspadas, o lisado foi transferido para um tubo de centrifuga e foi passado duas
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vezes por uma seringa. Em seguida, o lisado foi submetido a dois ciclos de sonicagdo em banho de
10 segundos cada, com 20 segundos de intervalo em gelo. A amostra foi centrifugada (5 minutos,
10 x g, 4° C) e o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. Em seguida, o lisado
foi novamente centrifugado (20 minutos, 14000 x g, 4° C), o sobrenadante foi descartado e o pellet
(fracéo enriquecida em grénulos de RNA) foi ressuspendido em 1 mL de tampé&o de lise. Foi feita
uma nova centrifugacdo (20 minutos, 14000 x g, 4° C) e o pellet foi ressuspendido em 300 pL de
tampdo de lise. Foi adicionado o anticorpo anti-Rck/p54 e o conjunto foi incubado por 16-17 horas,
a 4° C, sob agitacdo suave. As amostras foram novamente centrifugadas (20 minutos, 14000 x g, 4°
C), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 500 uL de tampéo de lise. As
beads magnéticas (previamente equilibradas atraves de duas lavagens de 5 minutos em TBS e trés
no tampé@o de lise) foram adicionadas e o conjunto foi incubado por 3 horas, a 4° C, sob agitacao
suave. As beads magnéticas foram coletadas e lavadas trés vezes com tampdo de lavagem 1
(incubacéo de 5 minutos cada), uma vez com o tampao de lavagem 2 (incubacdo de 5 minutos),
uma vez no tampdo de lavagem 3 (incubacgdo de 2 minutos) e uma vez no tampéo de lavagem 4
(incubacdo de 5 minutos). Ao final, as beads magnéticas foram ressuspendidas no tampéo de
lavagem 4 e foi adicionado tampédo de amostra 4x (Tris-HCI 160 mM, pH 6.8, SDS 4%, p-
mercaptoetanol 10%, glicerol 24%, azul de bromofenol 0,02%) para eluir o imunoprecipitado. As

amostras foram analisadas por eletroforese em gel de acrilamida corado com prata e Western Blot.

3.16.3. Padronizacéo do protocolo de imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs

Uma vez que o protocolo testado teve sucesso com células Hela, foi feita a avaliacdo
do uso deste procedimento para hASCs, com algumas modificacfes: (1) o tampéo de lise foi
preparado com 1% de detergente e foram usados 4 mL de tampdo para cada 5 garrafas de 180
cm?; (2) a primeira centrifugacio — para retirada de membranas e restos celulares — foi feita a
1000 x g (em vez de 10 x g); (3) as centrifugacdes para enriquecimento de granulos foram feitas
a 16400 x g (em vez de 14000 x g); (4) foi feita uma etapa de pré-limpeza (incubacdo com as
beads magnéticas sem anticorpo) antes da incubacdo com o anticorpo a fim de remover
elementos (proteinas, RNA etc.) que se ligam inespecificamente as beads.

Em seguida, foram feitas outras adaptacOes. Foi avaliada a realizagdo de um processo
diferente de lavagem das beads magnéticas. Assim, néo foi utilizado o tampdo de lavagem 1; foram
feitas duas lavagens no tampao 2; uma no tampéo 3; e uma no tampéo 4. Além disso, foi feito
também um novo teste, mantendo o padrdo do protocolo inicial, mas em que foram feitas duas

imunoprecipitagdes em paralelo: uma com o pellet obtido apos a centrifugacéo a 16400 x g e outra
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com o sobrenadante. Por fim, uma Ultima adaptacéo realizada foi a utilizagdo do reagente TRIzol
(Thermo Fisher) para extracéo de proteinas e RNA da amostra imunoprecipitada. Para verificacdo
da especificidade do protocolo estabelecido, foi feito também um controle com a analise da
imunoprecipitacdo de uma proteina ndo correlacionada a DDX®6, utilizando-se 0 mesmo protocolo.

Neste caso, foi utilizado o anticorpo anti-histona H3, produzido em coelho (Abcam, ab1791).

3.16.4. Coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em hASCs

A partir dos resultados obtidos, foi estabelecido o protocolo de coimunoprecipitacdo de
DDX6 e seus parceiros em hASCs. As solugdes utilizadas estdo descritas na tabela 3.5. Para
imunoprecipitagdo, foi utilizado o anticorpo anti-Rck/p54 (DDX6) (7 pL para cada
imunoprecipitacdo, policlonal feito em coelho, PD009, MBL) e beads magnéticas conjugadas a
proteina A (60pL de beads para cada imunoprecipitacdo, Dynabeads Protein A, Invitrogen). As
células foram lavadas com PBS (37° C), o tampao de lise gelado (4 mL para cada 5 garrafas de 180
cm? — hASCs) foi adicionado diretamente dentro da garrafa de cultivo e as células foram raspadas
sobre gelo. O lisado foi transferido para um tubo de centrifuga e foi passado duas vezes por uma
seringa. Em seguida, o lisado foi submetido a dois ciclos de sonicacdo em banho de 10 segundos
cada, com 20 segundos de intervalo em gelo. A amostra foi centrifugada (5 minutos, 1000 x g, 4° C)
e o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. Em seguida, as células foram
novamente centrifugadas (20 minutos, 10000 x g, 4° C) e o sobrenadante foi coletado e transferido
para um novo tubo. Para pré-limpeza, as beads magnéticas previamente equilibradas (duas lavagens
de 5 minutos em TBS e trés no tampé&o de lise) foram adicionadas e incubadas por 3 horas, a 4° C,
sob agitacéo suave. Em seguida, as beads foram removidas, o anticorpo anti-Rck/p54 foi adicionado
e o conjunto foi incubado por 16-17 horas, a 4° C, sob agitacdo suave. As beads magnéticas
previamente equilibradas foram adicionadas e o conjunto foi incubado por 3 horas, a 4° C, sob
agitacao suave. As beads magnéticas foram coletadas e lavadas trés vezes com tampédo de lavagem
1 (incubacéo de 5 minutos cada), uma vez com o tampao de lavagem 2 (incubacéo de 5 minutos),
uma vez no tampdo de lavagem 3 (incubacdo de 2 minutos) e uma vez no tampao de lavagem 4
(incubacdo de 5 minutos). Nesta Gltima etapa, a amostra foi transferida para um novo tubo. Foi
adicionado 1 mL de TRIzol e foi feita a extracdo de RNA e proteinas com TRIzol (Thermo Fisher),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. As beads magnéticas utilizadas da etapa de pré-
limpeza foram lavadas, seguindo-se 0 mesmo protocolo aplicado nas beads da imunoprecipitacéo, e
o0 conteudo proteico e de RNA que permaneceu aderido foi extraido com TRIzol. O RNA extraido

foi preparado e analisado por RNA-Seq conforme descrito no item 3.3.
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Tabela 3.5. Soluges utilizadas no protocolo de imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs
Tampao de lise

Reagente Concentracao
Tris-HCI pH 7,4 50 mM
Acetato de potassio 100 mM
Acetato de magnésio 2mM
DTT 0,5mM
Nonidet P-40 1%
Inibidor de RNase* 65 unidades/mL
Inibidor de protease* Uma pastilha para 10 mL

Tampéao de lavagem 1

Tris-HCI pH 8 20 mM
Cloreto de sadio 200 mM
Tampao de lavagem 2
Tris-HCI pH 8 20 mM
Cloreto de sadio 500 mM
Tampao de lavagem 3
Tris-HCI pH 7,4 50 mM
Acetato de potassio 100 mM
Acetato de magnésio 2 mM
DTT 0,5mM
Nonidet P-40 1%
Ureia 2M
Inibidor de protease Uma pastilha para 10 mL

Tampao de lavagem 4

Tris-HCI pH 7,4 50 mM

Acetato de potassio 100 mM

Acetato de magnésio 2mM

DTT 0,5mM

Inibidor de protease * Uma pastilha para 10 mL

Tampéao TBS
Tris-HCI pH 8 20 mM
Cloreto de sddio 150 mM

*Foi utilizado como inibidor de RNase a RNase OUT (Invitrogen) e como inibidor de protease o cOmplete
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Mini EDTA-free, Roche.

3.17. Analise de amostras de proteinas por espectrometria de massas

As amostras e controles obtidos a partir da coimunoprecipitagdo de DDX6 e seus

parceiros foram submetidos a analise por espectrometria de massas. Para isso, as amostras
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foram primeiramente submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 10% e coradas com
prata. Em seguida, a regido do gel contendo amostra foi coletada, cortada em porcdes de cerca
de 3-5 mm e transferida para um tubo de centrifuga. Foi adicionada solucdo de descoloracéo
(tiossulfato de sédio 50 mM; ferricianeto de potassio 15 mM) e o conjunto foi incubado por
10 minutos a 25° C sob agitagdo. Em seguida, foram feitas lavagens com solugdo ABC
(bicarbonato de am6nio 50 mM) até remover completamente a solucdo de descoloracdo. O
gel foi entdo desidratado com etanol 100%, seco (utilizando-se o equipamento SpeedVac) e
foi adicionado tampédo de reducdo (DTT 10 mM em solugdo ABC 50 mM) por 60 minutos,
56° C, sob agitacdo. O sobrenadante foi descartado, foi adicionado tampdo de alquilagdo
(iodoacetamida 55 mM em solugédo ABC 50 mM) e o conjunto foi incubado por 45 minutos,
25° C, sob agitacdo e protegido da luz. O sobrenadante foi descartado, o gel foi lavado uma
vez com solucdo ABC (50 mM), desidratado com etanol 100% e mais uma vez lavado com
solugdo ABC. Em seguida, o gel foi novamente desidratado com etanol 100% e seco. Foi
adicionada solucdo de tripsina (tripsina 12,5 ng/uL em solucdo ABC) e o conjunto foi
incubado por 20 minutos, 4° C. Em seguida, o excesso da solucdo de tripsina foi retirado, foi
adicionada solucdo ABC em volume suficiente para cobrir o gel e o conjunto foi incubado a
37° C por 16-18 horas. O processo de digestdo foi interrompido com solucdo de acido
trifluoroacético (TFA) e o sobrenadante foi coletado. Foi adicionada solucdo de extragdo
(TFA 3%; acetonitrila 30%), o conjunto foi incubado por 10 minutos, 25° C e o sobrenadante
foi coletado. Esta etapa foi repetida mais uma vez. Em seguida, 0 mesmo procedimento foi
realizado com acetonitrila 100%. O sobrenadante coletado em todas estas etapas foi seco até
que seu volume fosse reduzido a 10-20% do volume original. Os peptideos obtidos foram
entdo purificados em StageTips-C18 e armazenados para analise por espectrometria de
massas.

A andlise por espectrometria de massas foi feita na Plataforma de Espectrometria de
Massas RPTO2H, Fiocruz-PR, pertencente a Rede de Plataformas Tecnoldgicas Fiocruz. A
analise foi realizada no espectrdmetro Thermo Fisher LTO Orbitrap XL e a identificacdo dos
peptideos foi feita utilizando-se o software MaxQuant (versdo 1.6.1.0), tendo pardmetro um

FDR de 1% tanto em nivel de peptideo quanto de proteina.

3.18. Analise dos dados de espectrometria de massas

Os dados obtidos por espectrometria de massas foram analisados utilizando-se o

software Perseus (versdo 1.6.2.3). A partir da tabela de proteinas identificas através do
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software MaxQuant, foi primeiramente feita uma filtragem para remover as proteinas
apenas identificadas por sitio, as reversas e 0s potenciais contaminantes. Em seguida,
foram removidas as proteinas identificadas nas amostras de pré-limpeza, ou seja, aquelas
que se ligam inespecificamente as beads. Foram consideradas como presentes nas amostras
de pré-limpeza aquelas proteinas que tiveram pelo menos 1 peptideo unico identificado em
pelo menos uma das réplicas de pelo menos uma das condi¢Bes (ndo-induzido, induzido
para adipogénese ou induzido para osteogénese). Por fim, foram consideradas como
presentes nas amostras de imunoprecipitacdo de DDX6 apenas as proteinas que foram
identificadas com pelo menos 2 peptideos Unicos em pelo menos uma das réplicas de pelo
menos uma das condi¢des (ndo-induzido, induzido para adipogénese ou induzido para
osteogénese).

A partir das proteinas consideradas como presentes nas amostras de
imunoprecipitacdo (apds as etapas de filtragem), foi feita a quantificacdo utilizando-se
como parametro a intensidade do sinal de cada proteina. Para isso, os valores de intensidade
foram convertidos em escala logaritmica (log10(Intensidade)) e os valores faltantes foram
imputados a partir de uma distribuicdo normal separadamente para cada réplica de cada
amostra. Por fim, foi realizada uma normalizacdo dividindo-se cada valor pela média de
cada réplica.

Utilizando-se o software Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus), foi
feita a andlise de agrupamento hierarquico nao-supervisionado, tendo como meétrica de
dissimilaridade a medida de distancia Euclidiana e método de ligacdo a média das distancias, a
partir da qual foi gerado um dendograma. As proteinas diferencialmente associadas a DDX6
nas diferentes condi¢bes (ndo-induzido, induzido para adipogénese ou induzido para
osteogénese) foram identificadas a partir de anélise utilizando-se ANOVA (considerando-se
significativas as proteinas com valor de p<0,05), seguida de post hoc test (FDR=0,05).

A andlise de ontologia génica foi realizada utilizando a base de dados gProfiler
(Reimand et al., 2016). Também foi feita analise de predicdo de interacdes proteina-proteina
utilizando-se a ferramenta STRING (Szklarczyk et al., 2017). Para constru¢cdo do mapa de
interacOes, foram utilizados os seguintes parametros: ligagdes entre nds representando acdes
moleculares, utilizacdo de mineracédo de texto, experimentos e bancos de dados como fontes de
informacdes sobre as interacdes e pontuacdo de interacdo minima de 0,7 (alta confianca). As
proteinas que ndo apresentaram interacdes preditas dentro destes parametros foram ocultadas

do mapa gerado.
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3.19. Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados com hASCs de pelo menos 3 doadores
diferentes (réplicas bioldgicas), com excecdo do ensaio de imunoprecipitacdo, que foi
desenvolvido com células de 2 doadores diferentes e com duas réplicas técnicas de cada doador.
Os graficos de barras representam média com erro padrdo (EP). As analises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prisma (versdo 7.01). Antes da realizagdo da andlise estatistica,
foi feita a verificacdo de distribuicdo utilizando-se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Para experimentos com duas condicGes diferentes e distribuicdo gaussiana, foi utilizado teste T
ndo-pareado. Quando foi observada distribuicdo ndo-gaussiana, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. Em experimentos com mais de duas condi¢es e distribui¢do gaussiana, foi utilizado
One-Way ANOVA com multiplas comparacdes e pds-teste de Tukey. Em experimentos com
mais de duas condic@es e distribuicdo ndo-gaussiana, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis,
com mdltiplas comparacgdes e pos-teste de Dunn. Para experimentos de analise de grupos e
distribuicdo gaussiana, foi utilizado Two-Way ANOVA com mudltiplas comparagdes, seguido

de pos-teste de Sidak. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho foram organizados em trés
capitulos. O primeiro deles descreve o processo de obtencdo de hASCs e a padronizacdo de
protocolos utilizados nesta pesquisa. No segundo, estdo os resultados da anélise da regulacdo da
expressdo génica de hASCs induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas, bem como
ensaios complementares para confirmacao das observagdes realizadas. O terceiro capitulo, por sua
vez, trata das analises relacionadas ao comportamento da proteina DDX6 em hASCs, tanto mantidas

em seu estado de stemness, quanto induzidas para diferenciacéo adipogénica e osteogénica.

CAPITULO |

Isolamento de hASCs e padronizacao de protocolos

4.1. Isolamento e caracterizagéo de hASCs

Foram isoladas hASCs de doadores com idade de 17 a 56 anos submetidos a
lipoaspiracdo. Para verificar se as células obtidas possuiam o perfil de células-tronco, foi feita
caracterizacdo imunofenotipica e foi analisada a capacidade de diferenciacdo em pelo menos dois
fendtipos celulares (adipdcitos e osteoblastos). As células utilizadas para anélise da expressdo
génica através do sequenciamento de RNA total e associado a polissomos foram caracterizadas
pelo grupo previamente (Robert et al., 2018), sequindo 0 mesmo protocolo descrito no presente
trabalho. Para as demais analises, foram isoladas e caracterizadas células de trés doadores.

A caracterizago imunofenotipica foi realizada com as células em passagem 4 (P4) ou 5 (P5).
Para as células isoladas do doador TAL13 (doador A), observou-se que mais de 99% das células
expressavam CD90, CD105, CD73 e CD140b e menos de 2% expressavam CD11b, CD45, CD19
e CD31. ParaCD34 e HLADR, obteve-se 5,68% e 3,19% de células positivas, respectivamente. Para
0 doador TAL15 (doador B), mais de 90% das células expressavam CD90 e CD140b, e mais de 99%
tiveram marcagdo para CD105 e CD73. Menos de 5% expressavam CD34, CD11b, HLADR e
CD3L1. Para CD45 e CD19, obteve-se menos de 2% de células positivas. Para o doador TAL16
(doador C), mais de 98% das células expressavam CD90, CD105, CD73 e CD140b. Menos de 2%
foram positivas para CD11b, CD45 e CD31, enquanto que menos de 5% tiveram marcacéo para
CD34, CD19 e HLADR (Tabela 4.1). Na analise do potencial de diferenciagdo, observou-se que as
celulas isoladas dos trés doadores tiveram a capacidade de diferenciar em adipocitos e em ostedcitos
(Figura 4.1 A e B), confirmando o fenétipo de hASCs.
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Tabela 4.1. Caracterizag¢do imunofenotipica por citometria de fluxo das células isoladas
de tecido adiposo humano.

TAL13 (P4) TAL15 (P5) TAL16 (P5)

Fenotipo Caracteristico de (doador A) (doador B) (doador C)
CD90+ c¢lulas mesenquimais 98,42% 92,02% 98,45%
CD105+ c¢lulas mesenquimais 99,34% 99,80% 99,92%
CD73+ c¢lulas mesenquimais 99,39% 99,90% 99,89%
CD140b+ células derivadas de mesenquimais  99,90% 93,70% 99,91%
CD34+ progenitor hematopoiético 5,68% 2,39% 3,03%
CDI11b+ macrofagos € monocitos 1,20% 2,19% 1,48%
CD45+ células hematopoiéticas 0,73% 1,98% 1,39%
CDI19+ células B 1,49% 1,95% 2,27%
HLADR+ leucocitos 3,91% 3,13% 4,56%
CD31+ células endoteliais 1,31% 2,02% 1,50%

4.2. Padronizacdo do protocolo de coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros

Um dos objetivos deste trabalho consistiu em avaliar a presenca e o comportamento da
proteina DDX6 em hASCs. A fim de analisar os complexos aos quais esta helicase se associa,
optou-se pela utilizagdo da metodologia de coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros. Para
isso, foi necessario primeiramente realizar a padronizacdo desta metodologia em hASCs. O
primeiro passo foi avaliar dois protocolos de lise celular para realizacdo da imunoprecipitacao:
lise mecanica por criomoagem e uso de tampéo de lise. Em um primeiro teste de criomoagem,
foram usadas 2,2x107 células (cultivadas em 14 garrafas de 150 cm?), sendo que, ao final do
processo, foram obtidos 200 mg de p6 de células. Devido ao baixo rendimento obtido, foi feita
uma nova tentativa de criomoagem, com 6x107 células (cultivadas em 48 garrafas de 150 cm?), a
partir da qual foram obtidos 800 mg de pd de células. Em seguida, 50 mg do p6 de célula foi
ressuspendido em uma solugcdo tampéo e analisado por eletroforese em gel de acrilamida e
coloracdo com prata. Foi possivel observar que, a partir da criomoagem, foram obtidas proteinas
com tamanhos variaveis (Figura 4.2 A). 1sso sugere que o processo de lise celular foi eficiente e
gue a integridade das proteinas foi mantida, uma vez que nao foram verificados sinais de
degradagdo (“arrasto”). Contudo 0 rendimento deste protocolo foi muito baixo, sendo que foram
necessarias 48 garrafas de 150 cm? para obtenco de apenas 800 mg de p6 de células. Ja com a
utilizacdo do tampéo de lise, foi possivel obter uma boa quantidade de proteinas, sem que também
fosse observada degradagéo (Figura 4.2 B). Tendo em vista que este protocolo teve melhor
rendimento, obtendo-se um lisado celular com proteinas integras e com distribuicdo homogénea

de tamanho, optou-se por utilizar esta metodologia para a realizacdo da imunoprecipitacéo.
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Figura 4.1. Analise da capacidade de diferenciacdo das hASCs. (A) Apds indugdo adipogénica
(28 dias), observam-se inclusdes lipidicas por contraste de fase (CF) e marcadas em verde pelo
corante Vermelho Nilo (VN). (B) Apos indugéo osteogénica (21 dias), os cristais de hidroxiapatita
foram marcados com o kit Osteolmage (OI). Nucleos foram corados com DAPI.
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Figura 4.2. Padronizacdo do protocolo de lise celular para imunoprecipitacdo. (A) O p6
de células obtido por criomoagem foi ressuspendido em uma solucdo tampéo e submetido a
eletroforese em gel de acrilamida 10%. Ap6s coloracdo com prata, foi possivel observar uma
distribuicdo homogénea de bandas ao longo do gel, o que sugere que o processo de lise foi
eficiente e sem degradacao de proteinas. (B) O lisado celular obtido com o uso de solucéo de
lise (Tris-HCI pH 7,4 50 mM; acetato de potassio 100 mM; acetato de magnésio 2mM; 0,5 mM
DTT; 1% Nonidet P-40 e inibidor de protease) foi submetido a eletroforese em gel de acrilamida
10%. Apos coloracdo com prata, também foi possivel observar uma distribuicdo homogénea de
bandas ao longo do gel, demonstrando que o processo de lise foi eficiente e sem degradacao de
proteinas.

Uma vez estabelecida a etapa de lise, foi dada continuidade a padronizagéo do protocolo
de imunoprecipitacdo. Foi avaliada a metodologia estabelecida por Jain e colaboradores, a qual
foi utilizada para isolamento de granulos de estresse a partir de células de leveduras e de
mamifero submetidas a estresse com azida de sodio e arsenito de sodio, respectivamente (Jain
et al., 2016). Com base nesse protocolo, ap6s a lise celular, o extrato obtido foi centrifugado a
fim de que os granulos de RNPm pudessem decantar e formar um pellet, e esta fracdo
enriquecida de granulos foi ressuspendida e utilizada para imunoprecipitacdo. Em uma primeira
avaliacdo, optou-se pela realizacdo de um experimento piloto de imunoprecipitacdo de DDX6
de celulas HelLa submetidas a estresse com arsenito de sodio, a fim de verificar a
reprodutibilidade do protocolo descrito por Jain e colaboradores. Através da analise por
eletroforese em gel de acrilamida e colora¢do com prata, foi possivel observar que, na amostra
de imunoprecipitacdo eluida das beads, foi obtida uma boa quantidade de proteinas, inclusive
com uma banda na altura correspondente a DDX6 (aproximadamente 55 kDa) (Figura 4.3 A,
coluna 9). Por Western Blot, foi confirmado o isolamento de DDX6 (Figura 4.3 B) e pelo menos

um de seus parceiros conhecidos, Dcpla (Figura 4.3 C).
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Figura 4.3. Padronizacdo de coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em células HeL.a
e hASCs. (A) Analise por eletroforese em gel de acrilamida e coloracdo com prata do teste de
imunoprecipitacdo de DDX6 em células HelLa submetidas a estresse: 1- Pellet apds centrifugagéo a
1000 x g; 2- Sobrenadante ap6s a centrifugacdo a 1000 x g; 3- Sobrenadante do extrato com
anticorpo, apos centrifugacdo a 16400 x g; 4— Extrato e anticorpo que ndo se ligaram as beads
magnéticas; 5- Primeira lavagem das beads (tampédo de lavagem 1); 6- Quarta lavagem das beads
(tampdo 2); 7- Quinta lavagem das beads (tampdo 3); 8-Vazio; 9-Imunoprecipitado de DDX6. (B)
Western Blot com imunoprecipitado de DDX6 e marcacdo com anticorpo anti-DDX6 e (C) anti-
Dcpla. (D) Anélise do teste de imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs por eletroforese em gel de
acrilamida e coloracdo com prata: 1- Pellet apds centrifugacdo a 1000 x g; 2- Sobrenadante apds a
primeira centrifugacdo a 16400 x g; 3- Sobrenadante apos a segunda centrifugacao a 16400 x g; 4—
Eluido das beads de pré-limpeza; 5- Sobrenadante do extrato com anticorpo, apos centrifugacdo a
16400 x g; 6- Extrato e anticorpo que néo se ligaram as beads magnéticas; 7- Primeira lavagem das
beads (tamp&o de lavagem 1); 8-Vazio; 9-Imunoprecipitacdo de DDX6. (E) Analise do teste de
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs por Western Blot: 1- Pellet apds centrifugagdo a 1000 x g;
2- Sobrenadante apds a primeira centrifugacéo a 16400 x g; 3- Eluido das beads de pré-limpeza; 4-
Sobrenadante do extrato com anticorpo, ap0s centrifugacdo a 16400 x g; 5- Vazio; 6- Extrato e
anticorpo que ndo se ligaram as beads magnéticas; 7- Vazio; 8- Imunoprecipitado de DDX6. Estao
indicadas as alturas esperadas das proteinas DDX6, Dcpla e para a cadeia pesada do anticorpo (CP).
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Em seguida, este mesmo protocolo foi utilizado para a imunoprecipitagdo de DDX6 de
hASCs, com algumas modificagdes. Em uma primeira avaliacdo do protocolo, observou-se que,
durante as centrifugagdes para enriquecimento da fracao de granulos, formava-se um pellet dificil
de ressuspender. Diante disso, foi levantada a hipdtese de que isso se devia a uma lise pouco
eficiente e a uma ma separacdo da fragdo de membranas. Assim, foram feitas as seguintes
adaptacdes: (1) o tampéo de lise foi preparado com 1% de detergente e foram usados 4 mL de
tampAo para cada 5 garrafas de 180 cm?; (2) a primeira centrifugacio — para retirada de membranas
e restos celulares — foi feita a 1000 x g (em vez de 10 x g); (3) as centrifugacdes para enriquecimento
de granulos foram feitas a 16400 x g (em vez de 14000 x g); (4) foi feita uma etapa de pré-limpeza
(incubagdo com as beads magnéticas sem anticorpo) antes da incubagdo com o anticorpo a fim de
remover elementos (proteinas, RNA etc.) que se ligam inespecificamente as beads.

Apos a realizacdo do ensaio de imunoprecipitacdo com este novo protocolo, as amostras
foram analisadas por eletroforese e Western Blot. Por eletroforese de gel de acrilamida e coloracéo
com prata, observou-se que foram obtidas proteinas a partir da imunoprecipitacdo de DDX6 (Figura
4.3 D, coluna 9), mas com um padréo diferente do observado no teste feito com as células HeLa sob
estresse (Figura 4.3 A, coluna 9). Por Western Blot, constatou-se que, através deste protocolo, nao
foi possivel detectar a proteina DDX6, sendo observada apenas a banda correspondente a cadeia
pesada do anticorpo (Figura 4.3 E, coluna 8). Por eletroforese e coloragdo com prata, também foram
observadas muitas bandas de proteinas na amostra da lavagem das beads magnéticas, apds a
incubacao com extrato celular e anticorpo (Figura 4.3 D, coluna 7). Assim, foi levantada a hipotese
de que as condicOes de lavagem utilizadas ndo foram adequadas e houve perda de material nesta
etapa. Além disso, por Western Blot, foi observada uma discreta marcagdo na altura de DDX6 no
controle do sobrenadante apds a primeira centrifugacéo a 16400 x g (Figura 4.3 E, coluna 2).

Diante destes resultados, foi realizado um novo teste com mudanc¢as no protocolo de
lavagem das beads magnéticas e aumento da velocidade de centrifugacdo de enriquecimento da
fragéo de granulos para 20000 x g, a fim de favorecer a decantagdo dos complexos associados a
DDX®6. A partir deste novo teste, também ndo houve sucesso no isolamento da proteina DDX6
(Figura 4.4 B, coluna 11). Observou-se que houve perda de proteinas na etapa de pré-limpeza
(Figura4.4 A, coluna4) e, por Western Blot, ndo foi verificada marcagao na altura correspondente
a DDX6 no imunoprecipitado, nem nos controles. Assim, optou-se por fazer um novo teste sem
a etapa de pré-limpeza. Além disso, foram feitas duas imunoprecipitacdes em paralelo: uma
utilizando o pellet da etapa de centrifugacéo a 20000 x g (conforme foi feito anteriormente) e uma
com o sobrenadante. Isso foi feito, pois uma das hipdteses levantadas seria que esta velocidade

de centrifugacdo néo seria suficiente para decantar os complexos associados a DDX6 em hASCs.
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Figura 4.4. Coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em hASCs, padronizacdo da
centrifugacdo e da lavagem. (A) Analise por eletroforese em gel de acrilamida e coloragdo com
prata do teste de imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs, teste com mudanga no protocolo de
lavagem: 1- Pellet apos centrifugacéo a 1000 x g; 2- Sobrenadante apos a primeira centrifugacéo a
20000 x g; 3- Sobrenadante apds a segunda centrifugacéo a 20000 x g; 4— Eluido das beads de pré-
limpeza; 5- Sobrenadante do extrato com anticorpo, apos centrifugagdo a 20000 x g; 6- Extrato e
anticorpo que nao se ligaram as beads magnéticas; 7- Primeira lavagem das beads (tampéo de
lavagem 2); 8- Segunda lavagem das beads (tampéo 2); 9- Terceira lavagem das beads (tampao 3);
10- Quarta lavagem das beads (tampéo 4); 11- Imunoprecipitado de DDX6. (B) Western Blot com
imunoprecipitado de DDX6 e marcagdo com anticorpo anti-DDX6: 1- Eluido das beads de pré-
limpeza; 2- Extrato e anticorpo que ndo se ligaram as beads magnéticas; 3- Primeira lavagem das
beads (tampao de lavagem 2); 4- Vazio; 5- Imunoprecipitado de DDX6. (C) Analise por eletroforese
em gel de acrilamida e coloragdo com prata do imunoprecipitado de DDX6 em hASCs, teste sem
pré-limpeza e com e sem enriquecimento de granulos por centrifugagdo. (D) Esta mesma amostra
foi analisada por Western Blot: 1- Imunoprecipitado de DDX6 com sobrenadante (centrifugacdo a
20000 x g), marcagdo para DDX6; 2- Imunoprecipitado de DDX6 com pellet, marcagdo para DDX6;
3- Imunoprecipitado de DDX6 com sobrenadante, marcacéo para Dcpla; 4- Imunoprecipitado de
DDX6 com pellet, marcacdo para Dcpla. Estdo indicadas as alturas esperadas para as proteinas
DDX6, Dcpla e para a cadeia pesada do anticorpo (CP).
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Utilizando o protocolo de imunoprecipitacdo com o sobrenadante da centrifugacéo de 20000
x g, foi obtida uma boa quantidade de proteinas (Figura 4.4 C) e foi possivel coimunoprecipitar a
proteina DDX6 (Figura 4.4 D, coluna 1) e Dcpla, um de seus parceiros conhecidos (Figura 4.4 D,
coluna 3). Quando foi feito o protocolo com o pellet da centrifugacéo de 20000 x g, nem a proteina
DDX6 nem Dcpla estavam presentes (Figura 4.4 D, colunas 2 e 4). Diante disso, a amostra de
imunoprecipitacdo obtida do sobrenadante foi analisada por espectrometria de massas, sendo
identificadas 67 proteinas, as quais estdo descritas na tabela 4.2 (Tabela 4.2; Anexo 11l Tabela S1).
A partir dos dados obtidos, foi possivel confirmar o isolamento de DDX6 a partir do protocolo de
imunoprecipitacdo estabelecido. Ao classificar os peptideos identificados por intensidade, observou-
se que DDX6 ficou em segundo lugar, sendo que apenas moléculas de imunoglobulina (provenientes
do anticorpo utilizado no protocolo) tiveram maior representacdo. Além disso, foram obtidos
peptideos de outras proteinas ja descritas na literatura como parte de complexos com DDX6, como
PABC1, PABC4, EDC3, UPF1, ATXN2, ATXN2L, HSPA5 e NUFIP2 (Ayache et al., 2015).
Portanto, os resultados obtidos pela analise por espectrometria de massas confirmaram que o
protocolo estabelecido foi eficiente para coimunoprecipitacdo de DDX6 e de proteinas parceiras.

Para finalizar a padronizacdo do protocolo de coimunoprecipitacdo de DDX6, foi feito um
novo teste com as seguintes adaptacdes: utilizacdo de uma etapa de pré-limpeza, reducdo da
centrifugacédo do extrato celular de 20000 x g para 10000 x g e a utilizacéo do reagente TRIzol para
isolamento de proteinas e RNA. Neste novo teste, também foram feitos controles para verificar a
eficiéncia e a especificidade do protocolo. Foram analisados: o input (extrato celular total, ap6s
centrifugacdo para retirar restos celulares); o eluido das beads magnéticas utilizadas na pré-limpeza;
a imunoprecipitacdo de uma proteina ndo relacionada a DDX6 (no caso, foi utilizada a histona H3);
0 extrato celular com anticorpo que ndo se ligou as beads magnéticas; as condicBes de
imunoprecipitacdo com e sem pré-limpeza e utilizando dois métodos de extracdo de proteinas: uso
de tamp@o de amostra e de TRIzol. As amostras e controles foram submetidos a eletroforese em gel

de acrilamida, coloragdo com prata (Figura 4.5) e analise por espectrometria de massas.

Tabela 4.2. Proteinas obtidas por coimunoprecipitacdo de DDX6, identificas por
espectrometria de massas, primeira analise.

Nome do gene Peptideos ngnti'ggsos Intensidade
IGHGL;IGHG2;IGHG4;IGHG3 1 1 1.28E+09
DDX6 18 18 6.54E+08
FLII 22 12 2.05E+08
MYH9 22 18 1.97E+08
LRRFIP1 17 17 1.84E+08
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PABPC1 16 10 1.82E+08
KIF14 1 1 1.64E+08
ACTB 8 0 1.59E+08

MAP1B 22 22 1.30E+08

MVP 17 17 1.28E+08
QPRT 5 5 9.10E+07
GBP1 1 1 7.52E+07
DCD 2 2 6.09E+07
ACTBL2 3 1 6.01E+07
YBX1;YBX2 4 2 5.41E+07
EDC3 7 7 4.51E+07

PABPC4 10 4 3.00E+07

UPF1 6 6 2.34E+07
FAM167B 1 1 2.05E+07
TMCO5B 1 1 1.94E+07

ATXN2 5 5 1.86E+07

SCHIP1;1QCJ-SCHIP1 1 1 1.83E+07
IGKV1-8;IGKV1-9;IGKV1-27 1 1 1.70E+07
FLI 12 2 1.57E+07

DSG1 3 3 1.47E+07

CKAP4 4 4 1.40E+07

JUP 5 5 1.18E+07
DSP 3 3 1.02E+07

MB21D2 4 4 9.40E+06

MYH14 2 1 9.27E+06

MYO1C 4 4 8.49E+06

ARHGAP24 2 2 7.13E+06

CSTA 2 2 6.77E+06
FAM120A 4 4 6.70E+06

MYO1B 5 4 5.98E+06
YBX3 3 1 5.65E+06
APC2 1 1 5.61E+06

RPL18A 2 2 5.03E+06
TUBB 3 0 4.91E+06

EEF1A1P5;EEF1AL,EEF1A2 1 1 4.89E+06
SYCP1 1 1 4.75E+06

WRN 1 1 4.61E+06
TUBAILB;TUBA4A 3 0 3.24E+06

RPL7 1 1 2.61E+06

LGALS7 1 1 2.35E+06
GGCT 1 1 2.26E+06
HSPA5 1 1 2.24E+06

HMCN?2 1 1 2.17E+06

ACTAL,ACTCL,ACTG2;ACTA2 5 1 1.85E+06
1 1

RPLPO;RPLPOP6

1.80E+06



LYZ 1 1 1.68E+06

MYADM 1 1 1.59E+06

TPMA4 1 0 1.58E+06

DDX5;DDX17 1 1 1.56E+06

U2AF2 1 1 1.40E+06

ATXN2L 1 1 1.39E+06

RPL13 1 1 1.36E+06

RBMS1;RBMS3 1 1 1.35E+06

NUFIP2 1 1 1.29E+06

CCDC80 1 1 1.13E+06

RPS4X 1 1 1.04E+06

PIP 1 1 7.56E+05

TCHH 1 1 7.06E+05

PDCD6IP 1 1 6.47E+05

PLB1 1 1 4.99E+05

SUGP2 1 1 4.90E+05

ZNF813 1 1 4 54E+05
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Figura 4.5. Coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em hASCs, padronizacdo da pre-
limpeza e da metodologia de eluigéo. (A) Analise por eletroforese em gel de acrilamida e coloragéo
com prata dos controles da imunoprecipitacdo de DDX6 e histona H3 em hASCs: 1- Extrato e
anticorpo que ndo se ligaram as beads magnéticas, teste de imunoprecipitagdo de DDX6 sem pré-
limpeza; 3- Extrato e anticorpo que nao se ligaram as beads magnéticas, teste de imunoprecipitacao
de DDX6 com pré-limpeza; 5- Extrato e anticorpo que ndo se ligaram as beads magnéticas, teste de
imunoprecipitacdo de histona H3 sem pré-limpeza. 7- Input (extrato celular inicial) As colunas 2, 4
e 6 estdo vazias. (B) Anélise por eletroforese em gel de acrilamida e coloracdo com prata dos
controles e da imunoprecipitacdo de DDX6 e histona H3 em hASCs:1- Eluido das beads de pré-
limpeza; 3- Imunoprecipitado de histona H3 sem pré-limpeza; 5- Imunoprecipitado de DDX6 sem
pré-limpeza e eluicdo com tampdo de amostra; 7- Imunoprecipitado de DDX6 com pré-limpeza e
eluicdo com tampdo de amostra; 9- Imunoprecipitado de DDX6 sem pré-limpeza e elui¢do com
TRIzol. As colunas 2, 4, 6 e 8 estdo vazias. Estdo indicadas as alturas esperadas para a proteina
DDXG6 e para a cadeia pesada do anticorpo (CP).
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A partir da analise por espectrometria de massas, foram identificados 111 peptideos na
coimunoprecipitacdo de DDX6 sem pré-limpeza e eluicdo com tampéo de amostra; 144 peptideos
no teste com pré-limpeza e eluicdo com tampédo de amostra; e 124 peptideos no teste sem-pré-
limpeza e eluicdo com TRIzol (Tabela 4.3, Anexo 11 Tabela S2). Nestes trés testes, foi observada a
presenca de DDX6 como maior intensidade do que os demais peptideos. Além disso, com estes trés
protocolos foram coimunoprecipitados peptideos de proteinas ja descritas como parceiras de DD X6,
como PABC1, PABP4, EDC3, ATXN2, UPF1 e YBX1 (Tabela 4.3, Anexo Il Tabela S2). Através
da analise do input, foram identificados 591 peptideos, dentre os quais estava a presenca de DDX6,
porém com intensidade igual a, em média, 0,009% das obtidas nas anélises de coimunoprecipitagao
de DDX6. Também foram analisados o extrato celular com anticorpo que néo se ligou as beads
magnéticas. Neles também foi observada a presenca de DDX6, mas com, em média, intensidade
igual a 0,026% das obtidas nas analises de coimunoprecipitacdo de DDX6, confirmando a eficiéncia
do protocolo estabelecido no enriquecimento desta proteina. Tendo em vista que o objetivo do
trabalho é a coimunoprecipitacdo de DDX6 e outras proteinas do complexo, também foi verificada
a eficiéncia de enriquecimento destes parceiros da helicase. EDC3, ATXN2 e YBX1, por exemplo,
foram identificados na imunoprecipitacdo e ndo no input, nem no extrato do anticorpo que nao se
ligou as beads magnéticas. Ja PABC1, foi identificado nestes controles, mas com uma intensidade
correspondente a 0,6% da observada na imunoprecipitagéo (Anexo Il Tabela S2).

Tabela 4.3. Proteinas obtidas por coimunoprecipitacdo de DDX6, identificas por
espectrometria de massas, segunda analise (50 com maior intensidade).

Peptideos P%?]ﬁ'goesos Intensidade

Nome do gene 1 2 3 1 2 3 1 2 3
DDX6 23 19 27 23 19 27 132E+09 107E+09  3.26E+09
LRRFIP1 33 20 33 33 29 33 111E+09 B8.63E+08  1.69E+09
FLII 46 42 48 23 22 25 B73E+08 6.04E+08  L.71E+09
'GHGl;'GHH%é;'GHG‘“'G 1 1 1 1 1 1 G559E+08 15LE+07  9.44E+08
PABPC1 19 17 25 13 10 17 290E+08 2.18E+08  592E+08
MYHg 83 11 23 67 7 19 O50E+08 188E+07  7.63E+07
ACTB 13 7 13 0 0 0 3.89E+08 1156408 4.61E+08
EDC3 14 12 21 14 12 21 1556408 1.28E+08  4.88E+08
MAP1B 42 36 36 42 36 36 246E+08  160E+08  2.62E+08
oy 1 1 1 1 1 1 1076408 110E+08 2.67E+08
QPRT 6 5 6 6 5 6 104E+08 B347E+07  2.74E+08
MB21D2 10 8 11 10 8 11 325E+07 417E+07  1.15E+08
MUC19 1 o0 1 0 0 166E+08 0.00E+00  0.00E+00
ATXN2 11 11 9 11 11 9 341E+07 200E+07  6.96E+07
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MVP 11 8 15 11 15 2.82E+07  1.93E+07  5.99E+07

8
SULF1 9 8 3 9 8 3 5.09E+07 3.74E+07  9.31E+06
YBX1 3 2 2 445E+07  7.25E+06  3.50E+07
PABPC4 12 12 12 5 5 258E+07  2.74E+07  2.36E+07
RPL7 7 3 5 7 3 5 3I12E+07 1.01E+07  3.25E+07
UPF1 14 7 10 14 7 10 2.86E+07 9.21E+06  3.59E+07
TUBAI1C;TUBA1B 8 7 6 0 0 0 1.94E+07 1.94E+07  3.42E+07
ARHGAP24 8 8 10 8 8 10 1.81E+07 1.79E+07  3.52E+07
PDCD6 7 6 6 7 6 6  245E+07 1.90E+07  2.27E+07
MYL12A;MYL12B 7 1 2 2 1 1 584E+07 1.26E+06  3.87E+06
SAMHD1 8 6 8 8 6 8 2.04E+07 1.04E+07  2.97E+07
TUBB4B 5 7 9 0 0 0 1.19E+07 1.27E+07  3.17E+07
CKAP4 11 10 7 11 10 7  2.18E+07 1.41E+07 1.99E+07
RPL3 4 3 5 4 3 5 205E+07 1.68E+07 1.23E+07
RPL10A 3 1 4 3 1 4 156E+07 6.20E+06  2.59E+07
IFI16 6 3 5 6 3 5 203E+07 851E+06  1.73E+07
ACTBL2 3 4 4 0 1 0 0.00E+00  4.21E+07  0.00E+00
TGFBI 7 7 4 7 7 4 1.78E+07 1.19E+07  9.59E+06
BTBD10 3 5 7 3 5 7 6.76E+06 524E+06  2.56E+07
KIF14 1 0 1 1 0 1 164E+07 0.00E+00  2.09E+07
RPLPO;RPLPOP6 5 3 5 5 3 5 147E+07 3.44E+06  1.77E+07
RPS4X 2 2 6 2 2 6 3.89E+06  1.28E+07 1.78E+07
COL15A1 5 4 6 5 4 6 T7.14E+06 5.75E+06  2.05E+07
PUF60 3 4 5 3 4 5 636E+06 6.93E+06  1.89E+07
RPL30 2 2 4 2 2 4 778E+06  3.59E+06  1.85E+07
LSM12 2 1 2 2 1 2 B838E+06 457E+06  1.62E+07
TBC1D10C 1 1 1 1 1 1 3.09E+06 3.73E+06  2.06E+07
FLI 25 21 24 2 1 1 975E+06 4.27E+06  1.18E+07
PTRF 5 2 2 5 2 2 159E+07 2.81E+06  5.90E+06
RPL4 6 4 2 6 4 2 139E+07 6.43E+06  4.22E+06
MYL6 1 0 4 1 0 227E+07 1.47E+06  0.00E+00
RPL13 4 3 0 4 3 0 158E+07 7.81E+06  0.00E+00
MYO1C 13 1 1 12 1 1 228E+07 0.00E+00  9.36E+04
VIM 6 4 5 6 4 5 T777E+06 3.92E+06  9.65E+06
SLC25A5 4 2 1 1 0 7.18E+06 3.86E+06  8.31E+06
RPL18A 3 1 5 3 1 1.26E+07 1.24E+06  5.16E+06

*1- Imunoprecipitacdo DDX6 com pré-limpeza e eluicdo com tamp&o de amostra; 2- Imunoprecipitacdo DDX6 sem
pré-limpeza e eluicdo com tampdo de amostra; 3- imunoprecipitagdo DDX6 sem pré-limpeza, elui¢do com TRIzol.

A fim de verificar a especificidade do protocolo utilizado, foi analisado o eluido das beads
magnéticas utilizadas na pre-limpeza, sendo que foram identificados 41 peptideos, dentre as quais
estavam os de proteinas do citoesqueleto, mas ndo os de DDX6 (Anexo Il Tabela S2), confirmando
gue esta proteina ndo se liga inespecificamente as beads magnéticas. Também para verificar a

especificidade do protocolo, foi feito em paralelo a imunoprecipitagéo de histona H3, utilizando o
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mesmo protocolo e reagentes de DDX6, com excecdo do anticorpo. Por espectrometria de massas,
foram identificados 67 peptideos, dentre os quais estavam os da histona H3, mas ndo os de DDX6
(Anexo Il Tabela S2), também confirmando a especificidade do protocolo utilizado.

Uma vez que a etapa de obtencdo das hASCs e de padronizacdo dos protocolos estava
concluida, foi dado seguimento a anélise da expressao génica e, em seguida, a0 comportamento

de DDX6 com este modelo de estudo.

CAPITULO 1

Analise da expressao génica em hASCs apds 24 horas de inducao adipogénica e osteogénica

4.3. Analise de genes regulados positivamente e negativamente durante a diferenciacao

adipogénica e osteogénica

Para compreender os mecanismos envolvidos na diferenciacdo adipogénica e osteogénica
de hASCs, foi realizada a andlise da expressdo génica por sequenciamento de RNA total e
associado a polissomos. Em trabalho anterior do grupo, observou-se que, apds 24 horas de
inducdo para adipogénese, as células passam por uma forte reducdo da taxa de sintese proteica,
com mudanca no perfil de fosforilagdo de 4E-BP1, um inibidor da atividade traducional (Marcon
et al.,, 2017), o que sugere uma forte regulacdo da expressdo génica. Tendo em vista estas
observacdes prévias, neste trabalho foi realizada a analise de hASCs tratadas com meio controle
ou indutor para adipogénese ou osteogénese por 24 horas. Este periodo de inducao foi escolhido
com o objetivo de entender os passos iniciais do processo de diferenciacao.

A anélise por sequenciamento foi realizada em colaboragdo com outros membros do
grupo de pesquisa. Foram feitas trés réplicas bioldgicas de cada condicdo, sendo analisado o
RNAmMm total, associado a polissomos e a monossomos. Para as amostras de RNAm total, foram
obtidas entre 48 e 58 milhdes de reads; para as de RNAm associado a monossomos, foram 44
e 63 milhdes de reads; enquanto que para as de RNAm associado a polissomos foram obtidas
entre 54 e 82 milhGes (Tabela 4.4). Os dados referentes ao detalhamento do protocolo de
separacdo por gradiente de sacarose e sequenciamento das fragdes de RNA livre, associada a
monossomos/polissomos leves e polissomos pesados de hASCs por gradiente de sacarose, 0S
controles realizados e a confirmagdo dos resultados obtidos foram compilados em um
manuscrito intitulado “Total and polysomal RNA-Seq of human adipose-derived stem cells
undergoing early adipogenesis and osteogenesis” (Anexo I). Este artigo foi submetido para

publicacdo na revista Scientific Data e tem como primeiros autores Bruna Marcon e a Dra.
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Lucia Spangenberg, e como autor para correspondéncia a Dra. Patricia Shigunov. Cabe destacar
que este primeiro artigo ndo aborda a anélise dos dados obtidos, que sera descrita a seguir.

Tabela 4.4. Numero de reads obtido por sequenciamento de cada condic&o, tipo de RNAm

e réplica biologica (n=3).

Réplica Numero de reads Total de reads

biologica (milhdes) por condicdo(milhdes)
1 8,82

22,27 57,45

26,36

23,33

17,40 62,70

21,96

19,65

18,46 54,41

16,30

13,55

18,76 49,98

17,67

14,47

15,62 52,75

22,66

17,66

18,48 61,60

25,47

17,17

15,18 48,77

16,42

14,43

13,89 44,90

16,58

30,46

31,81 81,92

19,65

Condicao RNAmM

Total

NI Monossomal

Polissomal

Total

Adipo  Monossomal

Polissomal

Total

Osteo Monossomal

Polissomal

WINIPWINIPWINIFPIWINIFPIWINIFPWINIPWNIPFPOWQINFPWIN

Em seguida, utilizando-se as ferramentas gProfiler e KEGG, foi feita a anélise de ontologia
génica dos genes identificados como diferencialmente expressos em hASCs induzidas para
adipogénese pelo sequenciamento de RNAm total e associado a polissomos. Os resultados referentes
a diferenciacao osteogénica foram previamente analisados e publicados (Robert et al., 2018). Porém,
no presente trabalho, estes mesmos dados foram reavaliados utilizando outra ferramenta de ontologia
génica (gProfiler), a fim de que as informagdes observadas possam ser correlacionadas com a analise

da diferenciacéo adipogénica e com o estudo do contetido de RNA dos granulos de DDX6.
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Primeiramente, foi feita a reanalise dos dados referentes a osteogénese. A partir dos dados
de RNA total, observou-se que, 407 genes tiveram regulacéo positiva (log2(FC)>1; FDR<0,01) e
346 negativa (log2(FC)<-1; FDR<0,01) (Anexo Ill Tabela S3), ap6s 24 horas de inducao
osteogénica. Por ontologia génica, observou-se que genes relacionados a morfogénese de estrutura
anatdémica, resposta a quimico, estimulo externo e substancia organica, regulacéo da cascata MAPK,
de processo de desenvolvimento e metabdlico tiveram regulacéo positiva (Figura 4.6 A, Anexo llI
Tabela S5). J& a analise dos genes com regulacdo negativa revelou que estavam enriquecidos termos
relacionados a morfogénese de estrutura anatdbmica, processo de desenvolvimento celular,
motilidade, migracdo e diferenciacdo celulares, além de desenvolvimento de sistema, estrutura

anatdémica, tecido e 6rgao multicelular e animal (Figura 4.6 B, Anexo 11l Tabela S5).

A resposta a quimico B desenvolvimento de sistema
morfogénese de estrutura anatdmica desenvolvimento de estrut. anatémica
resposta a estimulo externo desenvolvimento de org. multicelular
regulagéo da cascada MAPK desenvolvimento de 6rgéo animal
reg. de processo de desenvolvimento morfogénese de estrutura anatémica
resposta celular a estimulo quimico processo de desenvolvimento celular
resposta a substancia organica I motilidade celular |
desenvolvimento de tecido migragéo celular
reg. de processo metabdlico de fosforo diferenciagéo celular -
reg. de processo metabdlico de fosfato desenvolvimento de tecido
I T T T T 1 I T T T T 1
ST A T T ST A TN
-logio(pvalue) -logsg(pvalue)
C morfogénese de estrutura anatdmica D aminoacilagdo de RNAt para trad. prot.
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via de sin. de receptor de superficie resposta a substancia organica —{I
reg. da comunicagao celular resposta a estresse
reg. de processo de desenvolvimento resposta a estimulo externo —{I—
resposta celular a estimulo regulagao de motilidade celular
I T 1 I T T 1
N ) o N 2 >
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Figura 4.6. Analise por ontologia génica de processo bioldgico de genes com expressao
diferencial ap6s 24 horas de osteogénese. Termos enriquecidos na analise de genes regulados
positivamente (log(FC)>1; FDR<0,01) (A) e negativamente (log(FC)<-1; FDR<0,01) (B)
identificados no sequenciamento de RNAm total (gProfiler). Termos enriquecidos na anélise de
genes regulados positivamente (C) e negativamente (D) no sequenciamento de RNAm associado a
polissomos pesados (gProfiler). Estdo descritos os 10 termos com menor valor de p e t depth=2-3.
Na analise de RNA associado a polissomos ap0s 24 horas de diferenciacdo osteogénica,
foram observados 717 genes regulados positivamente e 317 negativamente (Anexo Il Tabela
S4). Por ontologia génica, termos relacionados a morfogénese de estrutura anatdmica, via de
sinalizacdo de receptor de superficie, resposta celular a estimulo e regula¢do da comunicacao
celular e de processo de desenvolvimento, além de desenvolvimento de tecido, de sistema, de
organismo multicelular, de 6rgdo animal estavam enriquecidos entre os genes regulados
positivamente (Figura 4.6 C, Anexo Ill Tabela S5). J& os transcritos relacionados a
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aminoacilacdo de RNA, ativacdo e processo metabolico de aminoéacido, desenvolvimento de
sistema, resposta a substancia organica, estimulo externo e estresse, e motilidade de migracao
celulares tiveram regulacéo negativa (Figura 4.6 D, Anexo |1l Tabela S5).

Em seguida, foi feita a analise dos dados referentes a diferenciacdo adipogénica. Através
da analise de RNA total, observou-se que, apos 24 horas de indugdo adipogénica, 551 genes
tiveram regulagéo positiva e 942 negativa (Anexo |11 Tabela S6). Por ontologia génica, observou-
se que genes relacionados a desenvolvimento de tecidos e de sistema, resposta a substancias
organicas e componente contendo oxigénio e metabolismo de lipideos tiveram regulacéo positiva.
Por outro lado, a anélise dos genes com regulacdo negativa demonstrou que estavam enriquecidos
termos relacionados a ciclo celular, mitose, separacdo de cromatides irmas, organizacdo de
organelas e montagem de nucleossomos (Figura 4.7 A e B, Anexo Il Tabela S9). Entre os genes
relacionados com ciclo celular que tiveram regulacdo negativa, estdo os das ciclinas A2, B1, B2,
D1 e F e das quinases dependentes de ciclinas (cyclin-dependent kinases, CDKSs) 1 e 2. Por outro
lado, CDKN1A/p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A), que participa da parada de ciclo
celular, teve aumento na sua expressdo (log2(FC)=0,84; FDR=4,3E-03).

Em relacdo a analise de RNA associado a polissomos apds 24 horas de diferenciacdo
adipogénica, foram observados 727 genes regulados positivamente e 979 negativamente (Anexo IlI
Tabela S7). Por ontologia génica, observou-se que genes relacionados a resposta a substancias
organicas e estimulo quimico, desenvolvimento de organismo multicelular, de sistema e de tecido e
metabolismo de lipideos tiveram aumento na sua expressao (Figura 4.7 C e D, Anexo I1l Tabela S9).
Além disso, identificou-se também um aumento na associacdo com polissomos dos transcritos
C/EBP-B e C/EBP-6 (Anexo Ill Tabela S7), os quais séo fatores transcricionais cujo aumento na
expressdo durante o inicio da adipogénese ja foi previamente descrito (Cao, Umek e McKnight,
1991; Janderova et al., 2003). Por outro lado, os transcritos relacionados a mitose, organizacdo de
cromossomo e citoesqueleto, replicacdo do DNA e ciclo celular tiveram regulagdo negativa. Entre
0s transcritos com expressao reduzida, estdo as ciclinas B1, B2, D1, E2 e F; e CDKs 1 e 2. Também
foi observada regulacdo negativa de genes envolvidos no controle transcricional de ciclina D1, tais
quais E2F-1 e JUN (Anexo Ill Tabela S7) e de genes relacionados a mudancas estruturais que
ocorrem na célula durante o ciclo celular, como os envolvidos na replicagdo do DNA, componentes
do complexo da DNA polimerase, helicases de DNA, laminas, histonas e quinesinas. Por outro lado,
CDKN1A/pl também teve aumento na associagdo com polissomos (log2(FC)=0,93; FDR=2,86E-
04). Os dados de RNAm total e polissomal também foram analisados utilizando o banco de dados
KEGG (Anexo Il Tabela S10). Através desta plataforma, foi possivel observar com maior clareza

a regulacao negativa de genes relacionados ao ciclo celular (Figura 4.7 E).
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Figura 4.7. Analise por ontologia génica de processo bioldgico de genes com expressao
diferencial apés 24 horas de adipogénese. Termos enriquecidos na anélise de genes regulados
positivamente (log(FC)>1; FDR<0,01) (A) e negativamente (log(FC)<-1; FDR<0,01) (B)
identificados por sequenciamento de RNAm total (gProfiler). Termos enriquecidos na analise de
genes regulados positivamente (C) e negativamente (D) identificados por sequenciamento de RNAmM
associado a polissomos pesados (gProfiler). Estdo apresentados os 10 termos com menor valor de p
e t depth=3. (E) Genes relacionados a ciclo celular identificados como regulados negativamente por
sequenciamento de RNAm total e/ou associado a polissomos pesados (Adaptado de KEGG).
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A partir dos dados analisados, observou-se uma forte regulacdo negativa de genes
relacionados a ciclo celular e mitose tanto em relacdo ao RNA total, quanto polissomal, sugerindo
que haveria tanto uma reducdo na quantidade de transcritos, quanto uma menor associacdo destes
com polissomos. A menor ligacdo de RNAm a maquinaria traducional poderia, portanto, ser apenas
um reflexo da menor quantidade de transcritos; ou poderia haver uma redugdo da sua taxa de
traducdo, sendo que estas sequéncias passariam da fracdo de polissomos pesados para a de
leves/monossomal. Para avaliar isso, foi feita analise do RNA associado a fragdo monossomal e de
polissomos leves. Foram observados 29 genes regulados positivamente e 14 negativamente na fracdo
monossomal/polissomal leve (Anexo Il Tabela S8). Por analise qualitativa, observou-se que todos
os transcritos identificados como regulados positivamente nesta fracdo também o estavam na fracéo
de polissomos pesados. O mesmo resultado foi observado para 0s genes regulados negativamente.

Em seguida, foi feita uma anélise focada em genes relacionados a ciclo celular e proliferagéo.
Foram selecionados todos os genes incluidos em termos relacionados a proliferacdo, mitose ou ciclo
celular na andlise de ontologia génica. Em seguida, foi realizada a analise do log2(FC) de cada uma
das fracdes e foi plotado em um gréafico de dispersao. Observou-se que a maior parte dos genes teve
regulacdo similar nas fracdes total e associada a polissomos leves/monossomos e associada a
polissomos pesados, embora com mais variabilidade na fragdo monossomal (Figura 4.8 A e B).
Assim, os resultados sugerem que ha uma forte regulacdo negativa de genes relacionados a ciclo
celular e proliferacdo, a qual estaria majoritariamente ligada a uma regulacéo do nivel de RNAm.
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Figura 4.8. Regulagdo da expressdo génica de transcritos relacionados a ciclo celular e
proliferacdo. (A) Os genes relacionados a ciclo celular e proliferacdo identificados como
diferencialmente expressos nas fracdes monossomal/polissomos leves e/ou de polissomos pesados
foram selecionados. O grafico representa o diagrama de dispersao de log2(FC) destes genes em cada
uma das fragdes. (B) A mesma analise foi realizada com os genes relacionados a ciclo celular e
proliferacdo identificados diferencialmente expressos nas fracdes total e/ou de polissomos pesados.

70



4.4. hASCs induzidas para adipogénese apresentam parada no ciclo celular em G1 por
uma via independente de DEPTOR

Tendo em vista a forte regulacdo negativa de genes relacionados a ciclo celular e
proliferacdo, foi feita a analise para verificar estas condicdes em hASCs durante o inicio
da diferenciacdo adipogénica. Para anélise de proliferagdo, foi utilizado o ensaio de
incorporacéo de EdU. Os resultados obtidos demonstraram que 55,17% (EP = £5,881) das
células tratadas com meio controle incorporaram EdU em um intervalo de 24 horas,
enquanto que, para as células induzidas para adipogénese, este percentual foi de apenas
15,14% (EP = +4,539) (Figura 4.9 A). Além disso, observou-se que houve reducao da
capacidade de proliferagdo de células de doadores com idade mais avancada (Tabela 4.5).
Porém, em todos os casos, houve uma reducao média de 40% no percentual de hASCs que
incorporaram EdU apds a inducdo para adipogénese, independentemente da idade do

doador.
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Figura 4.9. hASCs induzidas para adipogénese por 24 horas apresentam reducdo da
proliferacédo, com parada do ciclo celular em G1. (A) Analise de proliferacdo celular por
ensaios de incorporagdo de EdU com hASCs tratadas com meio controle ou de inducédo
adipogénica por 24 horas (n=3). Média com erro padrdo (EP); Anélise por teste T de Student
ndo-pareado: **p < 0,01. (B) Analise de ciclo celular de hASCs tratadas com meio controle e
de inducdo adipogénica por 24 horas. As células foram marcadas com iodeto de propideo e
analisadas por citometria de fluxo. Média com EP; Analise por teste T de Student ndo-pareado:
*p < 0,05; ***p < 0,001.

Tabela 4.5. Ensaio de incorporacédo de EdU em hASCs tratadas com meio de manutengao
(NI) ou induzidas para adipogénese (A) por 24 horas.

Doador |Idade % EdU+ NI % EdU+ A

Doador1 17 anos 64,5 22,6
Doador 2 46 anos 443 6,93
Doador 3 27 anos 56,7 15,9
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Para verificar qual fase do ciclo celular estava sendo afetada, foi realizado o ensaio
de ciclo celular. Observou-se que as células tratadas com meio controle tiveram em média
43,78% (EP = +2,036) de células em G1, 35,9% (EP = +1,709) em S e 17,48% em G2 (EP
= £1,522). Por outro lado, quando foi feita inducdo adipogénica, 73,38% (EP = +3,490)
das células permaneceram em G1, e apenas 14,73% (EP = £1,928) e 8,5% (EP = £2,530)
continuaram para S e G2, respectivamente (Figura 4.9 B). Assim como observado no ensaio
de incorporacgédo de EdU, houve uma reducéo no percentual de células em G2 em doadores
de idade mais avancada, o0 que pode estar relacionado a uma reducdo na capacidade de
proliferagdo. Mesmo assim, em todas as amostras, houve uma reducgéo do percentual de
células nas fases S e G2, com aumento em G1 quando a adipogénese foi induzida (Tabela
4.6). Desta forma, os resultados obtidos sugerem que hASCs induzidas para adipogénese
por 24 horas possuem reducdo na atividade proliferativa, com parada do ciclo celular em
G1.

Tabela 4.6. Analise de ciclo celular em hASCs tratadas com meio de manutencéo (NI) ou
induzidas para adipogénese (A) por 24 horas.

Doador Idade Condicdo % Gl %S % G2

Doador 1 17 anos I'\A” 322 ii; 214%
Doador 2 46 anos ['\A\” ggi igs ;7();
Doador 3 27 anos I\A” ?22 ii; 1%)?3
Doador 4 56 anos I\A” ggé gg; ig;

Conforme descrito, em trabalho anterior do grupo, observou-se que hASCs
induzidas para adipogénese por 72 horas apresentam redugdo do tamanho celular e das
atividades traducional, migratoria e proliferativa. Além disso, observou-se uma mudanca
no perfil de fosforilacdo de 4EBP1, um inibidor traducional regulado pela via mTOR
(Marcon et al., 2017). Estes resultados, juntamente com a constatagdo de que a parada no
ciclo celular tem inicio j& nas primeiras 24 horas de diferenciagdo adipogénica, levantaram
a hipotese de que a via mTOR poderia regular a reducdo da atividade proliferativa
observada.

Ao analisar os dados obtidos por sequenciamento do RNAm associado a polissomos,
observou-se que o nivel de expressdo de mTOR e de outros genes relacionados ndo tiveram

mudanca significativa de expressao nas primeiras 24 horas de adipogénese, com excec¢éo de
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DEPTOR, um regulador negativo da via, que teve aumento na sua associagdo com
polissomos (log2(FC)=1,58; FDR=1,64E-08) (Anexo Ill Tabela S7). Utilizando-se a
estratégia de RNAI, foi feito o silenciamento de DEPTOR em hASCs para verificacdo do
seu papel na regulacédo da proliferacao e do ciclo celular na adipogénese. Em 2011, Zhao e
colaboradores demonstraram que a meia-vida de DEPTOR € de menos de 12 horas (Zhao,
Xiong e Sun, 2011). Assim, no presente estudo, foi feito o silenciamento deste transcrito
por 24 horas, o qual foi confirmado por RT-PCR e por Western Blot (Figura 4.10 A, B, C
eD). Em seguida, as células foram tratadas com meio controle e indutor de adipogénese por
mais 24 horas.

Através do ensaio de incorporacdo de EdU, observou-se que o silenciamento de
DEPTOR reduziu a proliferacao celular em hASCs tratadas tanto com meio controle quanto
induzidas para adipogénese. Quando a transfeccdo foi realizada usando siRNA scramble
29,43% (EP= %1,828) das hASCs ndo-induzidas e 20,73% (EP = £0,733) das induzidas
proliferaram (n=3). Quando foi feita transfec¢cdo com siRNA para DEPTOR, 23,37% (EP
= £1,707) das hASCs ndo-induzidas e 14,39% (EP = +3,541) das induzidas para
adipogénese proliferaram (n=3). Além disso, a reducdo da proliferacdo apds a inducdo
adipogénica foi mantida mesmo com o silenciamento de DEPTOR (Figura 4.10 E). Porém,
pouca mudanca foi observada no ciclo celular apds o silenciamento de DEPTOR, sendo
gue o mesmo padrao foi obtido tanto nas células tratadas com meio ndo-indutor quanto nas
induzidas (n=3) (Figura 4.10 F). Contudo, houve reducao no percentual de células na fase
S quando houve o silenciamento de DEPTOR (meio ndo-indutor). Estas observacGes
sugerem que a parada na proliferacdo e no ciclo celular observada durante o inicio da
adipogénese em hASCs ocorre por mecanismos que atuam independentemente da atividade
de DEPTOR.

Os resultados observados demonstraram que as células induzidas para adipogénese
por 24 horas apresentam reducéo de sua atividade proliferativa, com parada de ciclo celular
em G1. Os dados obtidos por sequenciamento sugerem que este fendtipo estaria
relacionado a uma forte reducdo da expressao de genes relacionados a ciclo celular, mitose
e proliferacdo, sendo que esta regulagéo se daria majoritariamente em nivel de RNAm total,
por um mecanismo independente de DEPTOR. Estes resultados juntamente com estudos
complementares realizados em colaboracdo com o grupo foram utilizados para elaboracéo
do artigo intitulado “Cell cycle genes are downregulated after adipogenic triggering in
human adipose-derived stem cells by regulation of mMRNA abundance” (Anexo II), que tem

como primeiro autor Bruna Marcon e como autores para correspondéncia Dr. Alejandro
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Correa e Dr. Bruno Dallagiovanna. O artigo foi submetido para publicacédo na revista
Scientific Reports.
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Figura 4.10. Silenciamento de RNAmM de DEPTOR em hASCs leva a reducdo da
proliferacdo. (A) gRT-PCR de DEPTOR de hASCs transfectadas com siRNA para
DEPTOR (siDEPTOR) ou siRNA scramble (nonsense - siNS). Os resultados de qRT-PCR
foram normalizados em relacdo aos niveis de GAPDH (n=3). Média com EP; Anaélise por
teste T de Student ndo-pareado: **p < 0,01. (B) Membrana corada com Ponceau com
amostras de proteinas de hASCs transfectadas com siDEPTOR (coluna 1) e siNS (coluna 2)
e (C) Western Blot para DEPTOR, com indicagdo de peso molecular (em kDa). (D)
Quantificacdo da expressdo de DEPTOR por Western Blot; os resultados foram
normalizados em relacdo a quantificacdo de proteinas totais (n=3). Média com EP; Analise
por teste T de Student ndo-pareado: **p<0,01. E) Ensaio de incorporagdo de EdU com
hASCs submetidas a knockdown de DEPTOR por 24 horas e tratadas com meio ndo-indutor
(N1) e indutor de adipogénese (A) por 24 horas (n=3). Média com EP; Two-way ANOVA,
com multiplas comparacdes, seguido de pds-teste de Sidak: *p < 0,05. (F) Anélise de ciclo
celular de hASCs submetidas a knockdown de DEPTOR por 24 horas e tratadas com meio
ndo-indutor (NI) e indutor de adipogénese (A) por 24 horas. As células foram coradas com
solucdo de iodeto de propideo e analisadas por citometria de fluxo (n=3). Média com EP;
Two-way ANOVA, com multiplas comparagdes, seguido de pos-teste de Sidak: *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p<0,001.

74



CAPITULO 111
Andlise da dindmica de DDX6 em hASCs

4.5. Analise do perfil de expressdo de DDX6 em hASCs

Os resultados até entdo obtidos sugerem que, durante o inicio da adipogénese, as
hASCs passam por uma importante regulacdo da expressdo génica, a qual esta relacionada
a mudancas na abundancia de RNAm. Esta regulacdo pode ocorrer tanto por mecanismos
transcricionais quanto pos-transcricionais, como controle da estabilidade de RNAm.
Conforme descrito anteriormente, em uma tese de Doutorado desenvolvida no grupo, foi
demonstrado que DDX6 é expressa em hASCs e que, quando foi feito o silenciamento
desta proteina seguido de inducédo para diferenciacdo adipogénica, as células tiveram um
maior acimulo de lipideos (Cofre, 2015). Além disso, outros grupos de pesquisa ja
demonstraram que DDX6 possui um importante papel na regulacdo da expressao génica,
atuando tanto em mecanismos de controle traducional, quanto de estabilidade de RNAmM
em diferentes células, inclusive em células-tronco. Diante disso, foi levantada a hipotese
de que DDX6 poderia estar envolvida na regulacdo da expressdo génica durante o inicio
do processo de diferenciacdo de hASCs. A fim de avaliar o possivel papel de DDX6 na
manutencdo do estado de stemness e na diferenciacdo, foi primeiramente feita uma

caracterizacao geral da expressdo desta proteina em hASCs.

4.5.1. DDX6 localiza-se dispersa no citoplasma de hASCs e é observada em estruturas

granulares

Para confirmar a expressao e o padrao de distribuicdo de DDX6 em hASCs, foi feita
a analise dos dados obtidos por sequenciamento do RNAm total e associado a polissomos
e também por imunofluorescéncia. Através das informacdes obtidas por sequenciamento,
observou-se que o transcrito de DDX6 esta presente no RNA total (Anexo Il Tabelas S3
e S6) e encontra-se associado a fracao polissomal (Anexo Ill Tabelas S4 e S7), o0 que sugere
que ele é expresso em hASCs nas condi¢cBes avaliadas. Através da analise por
imunofluorescéncia, foi confirmado que a proteina DDX6 é expressa em hASCs e se
encontra dispersa pelo citoplasma, sendo que, em alguns pontos, ela se concentra em

estruturas granulares (Figura 4.11, setas brancas).
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Figura 4.11. Analise da localizagdo de DDX6 em hASCs mantidas em meio ndo indutor.
Através da analise por imunofluorescéncia, foi possivel observar que a helicase DDX6
encontra-se dispersa pelo citoplasma e também concentrada em algumas regides, formando
estruturas granulares (setas brancas). Nucleos foram corados com DAPI.

4.5.2. Granulos de DDX6 observados em hASCs sdo dependentes de RNA

A partir da observacéo da presenca de granulos que contém DDX6 em hASCs, a etapa
seqguinte do trabalho consistiu em compreender a natureza destas estruturas. Diferentes
trabalhos prévios demonstraram a capacidade de DDX6 de se associar a complexos contendo
RNA (Ayache et al., 2015; Coller e Parker, 2005; Wang, Y. et al., 2015) e de que a associacao
RNA-proteina é importante para a manutencdo de granulos contendo esta helicase (Ernoult-
Lange et al., 2012). Assim, a primeira questdo avaliada foi se os granulos contendo DDX6
observados em hASCs dependem de RNA para manutencdo de sua estrutura. Para isso, foi
realizado o tratamento de hASCs com RNase A seguido de imunofluorescéncia com anti-
DDX®6, a fim de verificar se a degradacdo do RNA levaria a uma desmontagem dos granulos.
Para este ensaio, as células precisam ser primeiramente tratadas com solucdo de
permeabilizacdo (contendo 0,5% Triton X-100) e RNase ainda vivas. Como o tratamento com
detergente causa danos a estrutura da célula, foi feito um controle com as células que foram
apenas incubadas com a solucdo de permeabilizacdo, sem RNase. Apés a realizacdo da
imunomarcacao, foi possivel observar a presenca de granulos contendo DDX6 nas células
permeabilizadas, mas sem RNase A (Figura 4.12 A e C, setas brancas), apesar dos danos
causados a estrutura da célula. Quando foi feito tratamento com RNase A, houve grande
reducdo da presenca de granulos contendo DDX6, sendo que os poucos granulos ainda
presentes eram menores do que os observados no controle (Figura 4.12 B e D, setas brancas).
Este resultado sugere que a manutencdo da estrutura dos granulos contendo DDX6 em hASCs
dependem de RNA.
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Figura 4.12. Analise da distribuicdo de DDX6 em hASCs tratadas com RNase A. (A)
Através da andlise por imunofluorescéncia da localizacdo de DDX6 em hASCs que foram
apenas permeabilizadas, foi possivel observar a presenca de estruturas granulares contendo
DDXG6 (setas brancas). (B) Quando foi feito o tratamento com 10 mg/mL de RNase A por
5 minutos, houve a reducdo da presenca de granulos contendo DDX6, sendo que 0S poucos
granulos presentes eram menores do que os observados no controle (setas brancas). Uma
maior magnificacdo das células apenas permeabilizadas (C) e das tratadas com RNase A
(D) também é apresentada. Em todos os painéis, as setas brancas destacam os granulos
observados. Nucleos foram corados com DAPI.

4.5.3. Granulos de DDX6 observados em hASCs colocalizam com Dcpla e, sob estresse, com
TIALl e PABP

Trabalhos anteriores demonstraram a presenca de DDX6 em dois tipos de granulos
que contém RNA: granulos de estresse (Nonhoff et al., 2007) e P-bodies (Ayache et al.,
2015; Chu e Rana, 2006; Coller e Parker, 2005; Minshall et al., 2009). Estas estruturas
apresentam algumas proteinas em comum, mas também outras especificas (Kedersha et al.,
2005). A fim de fazer uma caracterizacdo inicial sobre a composicdo proteica dos granulos
de DDX6 em hASCs, foi feita analise por imunofluorescéncia de hASCs para verificacdo
da colocalizacéo entre esta helicase e proteinas especificas de granulos de estresse e de P-
bodies.

Conforme descrito anteriormente, duas proteinas caracteristicas de granulos de
estresse sdo TIALl e TIAR (Kedersha et al., 1999). Através de analise por microscopia
confocal, observou-se que a proteina TIA1 esta concentrada no ndcleo de hASCs, enquanto

que DDX6 tem localizagdo majoritariamente citoplasmatica (Figura 4.13, primeira coluna).
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Esta observacdo demonstra que os granulos de DDX6 observados em hASCs ndo
apresentam esta proteina caracteristica de grénulos de estresse. Para verificar se a
composicdo destes granulos muda apos a inducdo de estresse, a mesma avaliacdo foi feita
com hASCs tratadas com arsenito de sodio. Nesta situacdo, observa-se que uma parte das
proteinas TIA1 desloca-se para o citoplasma e passa a compor os chamados granulos de
estresse. Nesta situacdo, observa-se a colocalizagdo parcial das estruturas granulares
contendo DDX6 com os granulos de TIA1 (Figura 4.13, segunda coluna). Nota-se que ha a
presenca de regides em que ha a colocalizacdo de granulos de DDX6 e de TIA1 (Figura
4.13, segunda coluna, setas abertas), além de granulos marcados apenas com TIA1 (Figura
4.13, segunda coluna, asteriscos) ou DDX6 (Figura 4.13, segunda coluna, setas brancas).
Também se destaca a presenca de granulos de DDX6 ou de TIA1 justapostos (Figura 4.13,
segunda coluna, losangos).

Outra proteina previamente caracterizada como presente apenas em granulos de estresse
(e ndo em P-bodies) é PABP-1 (Kedersha et al., 2005). A fim de confirmar as observacdes
feitas com a marcacdo de TIA, o mesmo ensaio foi realizado para marcacdo com PABP.
Observou-se que em hASCs mantidas em meio controle (sem estresse), PABP encontra-se
majoritariamente dispersa no citoplasma, porém ndo é observada em granulos. Nesta condicao,
portanto, ndo € observada a colocalizagdo entre DDX6 e PABP em estruturas granulares (Figura
4.14, primeira coluna). Porém, quando foi feita a inducdo de estresse, PABP passou a compor
estruturas granulares, as quais colocalizam parcialmente com DDX6, semelhantemente ao
padrédo observado na anélise com TIA1 (Figura 4.14, primeira coluna).

Em seguida, foi feita marcacgdo para DDX6 e Dcpla, uma proteina que faz parte do complexo
de decapeamento do RNAm (Lykke-Andersen, 2002) e é encontrada em P-bodies (Hubstenberger
et al., 2017; Kedersha et al., 2005; Sheth e Parker, 2003). Assim como DDX®, a proteina Dcpla
encontra-se dispersa no citoplasma de hASCs, mas também € observada em estruturas granulares.
Nestes granulos, observa-se a colocalizagdo parcial com DDX6 (Figura 4.15). Quando as células
foram submetidas ao estresse, também foi observada uma colocalizagdo parcial entre estas proteinas
(Figura 4.15).

As observacdes realizadas demonstram que em hASCs mantidas em condi¢des néo-
estressantes, os granulos citoplasmaticos de DDX6 colocalizam com Dcpla, mas ndo com TIAL,
nem PABP, tendo, portanto, um perfil mais semelhante ao de P-bodies. Porém, quando foi feito
o0 tratamento com arsenito de sodio, observou-se a formagéo de granulos de estresse compostos
por TIAL e também compostos por PABP, 0s quais colocalizam parcialmente com DDX6. Em

situacdo de estresse, também se observou a colocalizagdo parcial entre DDX6 e Dcpla.
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Figura 4.13. Localizacdo de TIA1 e DDX6 em hASCs em condic¢des controle e submetidas a
estresse. Foi realizada imunofluorescéncia de hASCs mantidas em meio de cultivo ou submetidas
a estresse com arsenito de sodio (0,5 mM por 40 minutos), seguida de analise por microscopia
confocal. Foi possivel observar que em hASCs mantidas em meio controle, a proteina TIAL
encontra-se concentrada majoritariamente no nucleo, ndo havendo colocalizagdo com os granulos
de com DDX®6 (primeira coluna, setas brancas). Porém, quando foi feita a indugédo do estresse
(segunda coluna), TIAL desloca-se para o citoplasma, onde passa a compor os granulos de
estresse. Nesta condicdo, foi observada a colocalizagdo parcial entre os granulos de DDX6 e 0s
de TIAL (setas abertas). Porém, destaca-se que, no estresse, também sdo observados granulos
apenas marcados com DDXG6 (setas brancas) e apenas marcados com TIAL (asteriscos), sendo
gue alguns destes encontram-se justapostos (losangos). Nucleos foram corados com DAPI.
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Figura 4.14. Localizacdo de PABP e DDX6 em hASCs em condic¢des controle e submetidas
a estresse. Foi realizada imunofluorescéncia de hASCs mantidas em meio de cultivo ou
submetidas a estresse com arsenito de sodio (0,5 mM por 40 minutos), seguida de analise por
microscopia confocal. Foi possivel observar que em hASCs mantidas em meio controle, PABP
encontra-se dispersa no citoplasma, ndo havendo colocalizagdo com os granulos de com DDX6
(primeira coluna, setas brancas). Porém, quando foi feita a indugdo do estresse (segunda
coluna), PABP passa a concentrar-se em granulos de estresse, os quais colocalizam
parcialmente com as estruturas granulares contendo DDX6 (setas abertas). Destaca-se que, no
estresse, também foram observados granulos apenas marcados com DDX6 (setas brancas) e
apenas marcados com PABP (asteriscos), sendo que alguns destes encontram-se justapostos
(losangos). Nucleos foram corados com DAPI.
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Figura 4.15. Localizacdo de Dcpla e DDX6 em hASCs em condicdes controle e
submetidas a estresse. Foi realizada imunofluorescéncia de hASCs mantidas em meio de
cultivo ou submetidas a estresse com arsenito de sédio (0,5 mM por 40 minutos), seguida de
analise por microscopia confocal. Foi possivel observar que em hASCs a proteina Dcpla
possui um padréo de distribuicdo semelhante ao de DDX6, estando dispersa no citoplasma,
mas também concentrada em granulos. Estes granulos apresentam uma colocalizacdo parcial
com DDX6. Sdo observados granulos apenas marcados com DDX6 (setas brancas), apenas
marcados com Dcpla (asteriscos) e também grénulos em que ambas as proteinas séo
encontradas (setas abertas) em ambas as condigdes, controle (primeira coluna) e estresse
(segunda coluna). Ndcleos foram corados com DAPI.
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4.5.4. Granulos de DDX6 observados em hASCs sdo enriquecidos com produtos ribossomais
defeituosos apenas quando é feita a inducéo de estresse

Artigos prévios demonstraram que ha um aumento na formacao de P-bodies a partir
da reducdo da atividade traducional e liberacdo do RNAm dos polissomos (Sheth e Parker,
2003; Teixeira et al., 2005). A utilizacdo de drogas como a puromicina, que causam a uma
terminagdo prematura da sintese proteica, leva, portanto, a um aumento na formacao de P-
bodies (Eulalio et al., 2007). Além disso, a terminacao prematura do processo de tradugao
leva a formacdo de produtos ribossomais defeituosos (defective ribosomal products,
DRIPs) (Ganassi et al., 2016; Liu et al., 2012). A fim de compreender se 0 processo de
parada prematura da traducgéo e a liberacdo de DRIPs poderia influenciar na formagéo dos
granulos de DDX6 observados em hASCs, foi feita analise usando o kit Click-it Plus OPP
Protein Synthesis Assay Alexa 488 (Invitrogen). O principio deste protocolo consiste na
marcacao de peptideos nascentes com um anadlogo de puromicina, o qual contém um radical
alcino (O-propargil-puromicina, OPP). Esta molécula é incorporada na cadeia de peptideos
que estdo sendo ativamente sintetizados, levando a terminacdo prematura da traducéo e a
liberacdo da cadeia nascente. Estes peptideos defeituosos (DRIPs) que contém OPP podem
entdo ser identificados através da ligacdo de uma molécula de azida fluorescente por uma
reacdo de cicloadi¢do azida-alcino catalisada por cobre (Liu et al., 2012). Assim, esta
metodologia permite a analise do processo de inducdo da terminacdo prematura da sintese
proteica, além de permitir a analise da localiza¢do dos DRIPs formados. Em seguida, foi
feita marcagdo com anticorpo anti-DDX6 e as amostras foram analisadas por microscopia
confocal.

Primeiramente, foi feita a quantificacdo de granulos contendo DDX6 em hASCs
tratadas ou ndo com OPP. Observou-se que a incubacdo com o analogo de puromicina
levou a um aumento de aproximadamente 80% no numero médio de granulos de DDX6
por célula (Figuras 4.16), confirmando que a formacao destes granulos pode ser estimulada
pela parada prematura do processo de sintese proteica. A partir da marcacdo do OPP,
constatou-se que, nas hASCs mantidas em meio controle, os DRIPs estdo localizados tanto
no citoplasma quanto no nucleo, observando-se regiGes com diferentes intensidades de
sinal (Figuras 4.17 e 4.18), o que é compativel com resultados obtidos em outros tipos
celulares (Liu et al., 2012). Quando foi feita a marcagdo com anti-DDX6, observou-se que

h& a presenca de DRIPs nas regides correspondentes aos granulos de DDX6, embora néo
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pareca haver um enriquecimento do sinal de OPP nestes pontos (Figura 4.17, coluna 1,
setas brancas).

150
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Numero de granulos DDX6+ por celula

Figura 4.16. Quantificacdo de granulos de DDX6 em hASCs tratadas com um analogo
de puromicina. Quantificacdo do numero de granulos de DDX6 por célula em hASCs
mantidas em meio ndo-indutor e tratadas (NI+OPP) ou ndo (NI) com OPP. Foram
analisadas 70 células por condicdo (n=70). Quartil 10-90%. Teste de Mann-Whitney:
***%p < 0,0001.

Para avaliar melhor a relacdo de enriquecimento de DRIPs em regiGes granulares,
a mesma analise foi realizada em hASCs submetidas a estresse com arsenito de sodio,
sendo que foi feita marcagdo tanto com DDX6 quanto com TIAR, que é um marcador
caracteristico de granulos de estresse. Quando as hASCs foram incubadas com OPP em
meio de cultivo controle, a proteina TIAR estava concentrada no nucleo (Figura 4.18,
coluna 1). Isso demonstra que o tratamento realizado com OPP, embora tenha levado a um
aumento na formacdo de grénulos de DDX6 (Figuras 4.16), ndo chegou a induzir a
formag&o de granulos de estresse caracteristicos. Quando o OPP foi adicionado juntamente
com o arsenito, TIAR migra para o citoplasma, onde participa da formacao de granulos de
estresse citoplasmaticos, nos quais se observa um aumento do sinal de OPP em relacdo ao
restante do citoplasma (Figura 4.18, coluna 2, setas brancas), o que sugere um
enriquecimento de DRIPs nessas estruturas. A mesma observacéo foi feita nos granulos de
DDX6 em hASCs submetidas a estresse com arsenito de sédio (Figura 4.17, coluna 2, setas

brancas).
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Figura 4.17. Localizacdo de DRIPs e DDX6 em hASCs em condi¢bes controle e
submetidas a estresse. Anélise por microscopia confocal da localizacdo de DRIPs marcadas
com OPP (20 uM) por 30 minutos em meio de cultivo controle (primeira coluna) ou meio de
cultivo acrescido de arsenito de sodio (0,5 mM) e OPP (20 uM) (segunda coluna), seguida de
imunofluorescéncia com anti-DDX6. E possivel observar que tanto nas células mantidas em
meio controle quanto nas submetidas a estresse hd a presenca de granulos citoplasmaticos
contendo DDXG6 (setas brancas). A marcagdo de DRIPs com OPP demonstra uma reducdo do
sinal obtido quando as células séo tratadas com arsenito, o que € compativel com a redugéo
da atividade traducional. Mesmo assim, no estresse, é possivel notar um maior sinal de OPP
na regido dos granulos (setas brancas) quando comparado ao restante do citoplasma. Nucleos
foram corados com DAPI.
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Figura 4.18. Localizacdo de DRIPs e TIAR em hASCs em condi¢bes controle e
submetidas a estresse. Anélise por microscopia confocal da localizacdo de DRIPs marcadas
com OPP (20 uM) por 30 minutos em meio de cultivo controle (primeira coluna) ou meio de
cultivo acrescido de arsenito de sodio (0,5 mM) e OPP (20 uM) (segunda coluna), seguida de
imunofluorescéncia com anti-TIAR. Nas células mantidas em meio controle (coluna 1), a
proteina TIAR encontra-se concentrada na regido nuclear. J& nas células submetidas a estresse
(coluna 2), TIAR é observada tanto no ndcleo quanto em granulos de estresse citoplasmaticos
(setas brancas). Na regido dos granulos de estresse, observa-se tambeém um maior sinal de
OPP (setas brancas) quando comparado ao restante do citoplasma. Nucleos foram corados
com DAPI.
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A fim de corroborar as observagdes feitas, as imagens adquiridas por microscopia
confocal foram analisadas utilizando-se o sistema Columbus™ para quantificagdo do
enriquecimento de DRIPS na regido dos granulos de TIAR e de DDX6. O enriquecimento de
DRIPs nos granulos foi avaliado através da razdo entre a intensidade média de OPP nos
granulos e a intensidade média de OPP no restante do citoplasma. Os dados obtidos para cada
grénulo foram plotados em um histograma de frequéncia. Comparando-se os histogramas na
analise de granulos de DDX6, observou-se um aumento do enriquecimento de DRIPs quando
as células foram submetidas a estresse (Figura 4.19 A e B). O perfil de enriquecimento de
DRIPs nos granulos de DDX6 de hASCs tratadas com arsenito assemelha-se ao observado em
grénulos de TIAR (Figura 4.19 C). Para analisar esta mudanca no perfil de enriquecimento, foi
feita quantificacdo do percentual de granulos em que a razdo entre a intensidade de DRIPs
dentro e fora do granulos foi maior do que 1,5 (Ganassi et al., 2016). Foi constatado que em
hASCs ndo submetidas a estresse, apenas 13,8% dos granulos de DDX6 estavam enriquecidos
em DRIPs (ou seja, tiveram a razdo do sinal maior do que 1,5). J& quando as células foram
tratadas com arsenito, este percentual aumentou para 41,99% (Figura 4.19 D). Em comparacéo,
o percentual de granulos de estresse (marcados com TIAR) enriquecidos em DRIPs foi de
66,42% (Figura 4.19 E).

As observac0es realizadas sugerem que, quando mantidas em condicdes de cultivo néo-
estressantes, hASCs possuem granulos de DDX6 cuja formacdo é estimulada pelo uso de um
agente que cause a parada prematura do processo de sintese proteica, como o OPP, mas que ndo
estdo enriquecidos em DRIPs. Quando um agente estressante € adicionado (como o arsenito de
sodio), hd uma reducdo da atividade traducional (com diminui¢do do sinal geral de OPP) e a
formacédo de granulos de DDX6 enriquecidos em DRIPs.

A partir dos resultados até entdo obtidos, constatou-se que hASCs expressam DDX®,
sendo que esta proteina se encontra majoritariamente na regido citoplasmatica, sendo observada
tanto dispersa no citoplasma quanto em granulos. Estes granulos ndo séo enriquecidos em
DRIPs, mas tém a manutencdo de sua estrutura dependente de RNA. Além disso, pelo menos
uma parte destas estruturas granulares contém Dcpla, uma proteina caracteristica de P-bodies,
e sua formacdo é estimulada pelo uso de um anélogo de puromicina. Quando as hASCs sdo
submetidas a estresse, situacdo em que ocorre uma reducdo da atividade traducional, DDX6 &
observada em granulos que colocalizam parcialmente tanto com proteinas caracteristicas de
granulos de estresse (TIAL1 e PABP) quanto de P-bodies. Essas observacbes sugerem que,
semelhante ao observado em outros tipos celulares, em hASCs, DDX6 passa por mudancgas no

seu padrdo de distribuicdo quando as células sdo submetidas a mudancgas no seu padrdo de
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expressao génica. Além disso, os resultados obtidos pela analise por sequenciamento do RNA
total e associado a polissomos de hASCs induzidas para adipogénese e osteogénese demonstrou
que ha uma significativa mudanca da expressao génica nas primeiras 24 horas de inducéo para
diferenciacdo. Em trabalho prévio do grupo, também foi demonstrado que hASCs induzidas
para diferenciacdo adipogénica apresentam uma forte regulacdo negativa de atividade
traducional nas primeiras 24 horas de adipogénese (Marcon et al., 2017). Diante destas
observac0es, a etapa seguinte do trabalho consistiu em avaliar o comportamento de DDX6 em

hASCs induzidas para diferenciacao.
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Figura 4.19. Anélise do enriquecimento de DRIPs em granulos de DDX6 e de TIAR
observados em hASCs. (A) Histograma de distribuicdo de frequéncia (percentual) do
enriquecimento de DRIPs em granulos de DDX6 de hASCs mantidas em meio de cultivo
controle. O enriquecimento das DRIPs foi calculado pela raz&o entre a intensidade media de
OPP na regido de cada granulo e a intensidade média de OPP no restante do citoplasma. (B)
Histograma de distribuicdo de frequéncia do enriquecimento de DRIPs em granulos de DDX6
de hASCs submetidas a estresse. (C) Histograma de distribuicdo de frequéncia do
enriquecimento de DRIPs em granulos de TIAR de hASCs submetidas a estresse. Foram
analisados pelo menos 1700 granulos por condicdo. (D) Percentual de granulos de DDX6 com
enriquecimento de DRIPs > 1,5 por célula. Foram analisadas pelo menos 34 células por
condicdo. Média com EP. Teste de Mann-Whitney; ****p<0,0001. (E) Percentual de granulos
de TIAR com enriquecimento de DRIPs > 1,5 por célula. Foram analisadas 32 células. Média
com EP.
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4.6. hASCs induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas apresentam mudanca
no padrao de distribuicdo de DDX6

Atraves de analise de imunofluorescéncia, observou-se que DDX6 também se encontra
principalmente dispersa no citoplasma, com a presenca de granulos, tanto em hASCs induzidas
para adipogénese quanto para osteogénese por 24 horas (Figura 4.20). Porém, quando foi feita a
inducdo adipogénica, houve uma diminuicdo no percentual de células que contém granulos
(Figura 4.21 A) e também uma reducao no numero de estruturas granulares contendo DD X6 por
célula em comparacdo ao observado em hASCs ndo-induzidas (Figura 4.21 B e C). Enquanto
que, quando foi feita inducdo para osteogénese, foi observado um aumento no nimero de granulos
por célula (Figura 4.21 B e C). E interessante notar que ha uma grande variabilidade no nimero
de granulos por célula em todas as condicGes (Figura 4.21 D), sendo que as medianas obtidas

para cada uma das condi¢Ges foram sempre menores do que as medias (Figura 4.21 B e C).

Figura 4.20. Analise da localizacdo de DDX6 em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese por 24 horas. Através da analise por imunofluorescéncia, € possivel observar que
a helicase DDX6 encontra-se dispersa pelo citoplasma e também concentrada em algumas
regides, formando estruturas granulares (setas abertas), em ambas as condi¢Ges. Porém, quando
foi induzida a adipogénese, foi observada uma menor quantidade de granulos de DDX6. Ja
quando foi feita a indugcdo osteogénica, houve um aumento da quantidade destas estruturas
granulares. Nucleos foram corados com DAPI.
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Figura 4.21. Quantificacdo de granulos contendo DDX6 em hASCs. (A) Quantificacdo
através da analise por imunofluorescéncia do nimero de hASCs contendo granulos de DDX6
apos 24 horas de tratamento com meio ndo-indutor (NI), indutor para adipogénese (A) ou
osteogénese (O) (n=3); Média com EP. (B) Quantificacdo da média do nimero de granulos
de DDX6 por célula (n=3); Média com EP. (C) Quantificacdo da mediana do nimero de
granulos de DDX6 por célula; (n=3); Média com EP. (D) Quantificacdo do numero de
granulos de DDX®6 por célula de cada doador. Quartil 10-90%. Em todas analises, foi utilizado
Teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de multiplas compara¢des Dunn: *p < 0,05; ****p <
0,0001.

A mudanca no padréo de distribuicdo de DDX6 levantou a possibilidade de que este
fendmeno poderia estar ligado a uma mudanca na abundancia desta proteina durante o
inicio dos processos de diferenciacdo. Ao analisar os dados obtidos por sequenciamento,
observou-se que ndo houve mudanca significativa na abundancia de RNAm total de DD X6
apos 24 horas de inducdo adipogénica (log(FC)=-0,52; FDR=0,06). Também ndo houve
mudanga na associacdo do transcrito a polissomos (log(FC)=-0,48; FDR=0,07). Na
diferenciacdo osteogénica, também ndo foi observada mudanca no fold change de DDX6
tanto na analise de RNAm total (log(FC)=-0,17; FDR=0,82), quanto do associado a
polissomos (log(FC)=-0,44; FDR=0,38). Este resultado foi confirmado por Western Blot,
sendo que ndo houve mudanca na quantidade da proteina DDX6 nas primeiras 24 horas de

inducdo para adipogénese e osteogénese (Figura 4.22 A, B e C).
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Figura 4.22. Quantificacdo da proteina DDX6 em hASCs. Analise por Western Blot da
expressdo da proteina DDX6 em hASCs ap0s 24 horas de tratamento com meio ndo-indutor (1,
NI), indutor para adipogénese (2, A) ou osteogénese (3, O). As membranas foram coradas com
Ponceau (A) para quantificacdo de proteinas totais e posteriormente submetidas & marcagédo
com anticorpo especifico (B) (indicacdo de peso molecular em kDa). (C) Quantificacdo proteina
DDXG6; os dados foram normalizados em relagdo as proteinas totais (n=3). Média com EP; Teste
de Kruskal-Wallis.

4.7. Granulos de DDX6 presentes em hASCs induzidas para adipogénese e osteogénese

sao dependentes de RNA, mas ndo acumulam DRIPs

A mudanca na distribuicdo de DDX6 durante as primeiras 24 horas de inducdo para
diferenciacdo adipogénica e osteogénica, com mudanca na quantidade de granulos, levou ao
guestionamento de se as estruturas granulares observadas nestas condicdes teriam
caracteristicas semelhantes as observadas em hASCs mantidas em meio controle (ndo
induzidas).

Para verificacdo da dependéncia de RNA para manutencdo dos granulos de DDX6, as
hASCs foram induzidas para adipogénese ou osteogénese por 24 horas e, em seguida,
submetidas ao tratamento com RNase A e a imunomarcacdo com anti-DDX6. Através da
analise ao microscopio, verificou-se que, tanto na adipogénese quanto na osteogénese, quando
as celulas séo apenas permeabilizadas (sem RNase A), é possivel observar a presenca de
granulos de DDX6 (Figura 4.23 A e C). Porém, o tratamento com RNase A leva a reducédo
destas estruturas, sendo que os raros granulos observados sdo menores do que 0s presentes nas
células apenas permeabilizadas. Assim, os resultados obtidos sugerem que os granulos
contendo DDX6 observados em hASCs induzidas para adipogénese ou osteogénese por 24
horas dependem de RNA para manutengéo de sua estrutura, semelhantemente ao observado nas

células ndo induzidas (Figura 4.12).
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Figura 4.23. Andlise da localizacdo de DDX6 em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese por 24 horas tratadas com RNase A. (A) Através da anélise por
imunofluorescéncia da localizacdo de DDX6 em hASCs - induzidas para adipogénese (A) ou
osteogénese (O) por 24 horas - que foram apenas permeabilizadas, foi possivel observar a
presenca de estruturas granulares contendo DDX6 (setas brancas). (B) Quando foi feito o
tratamento com 10 mg/mL de RNase A por 5 minutos, houve reducdo da presenca de granulos
contendo DDX6 em ambas as condi¢des (A e O). Uma maior magnificacdo das células apenas
permeabilizadas (C) e das tratadas com RNase A (D) também ¢ apresentada. Ndcleos foram
corados com DAPI.

Em seguida, foi feito o ensaio com OPP, a fim de verificar se os granulos observados
durante o inicio da diferenciacdo acumulam DRIPs. Assim como observado nas células
mantidas em meio ndo-indutor, os granulos de DDX6 presentes em hASCs induzidas para
adipogénese e para osteogénese possuem DRIPs, porém ndo sdo enriquecidos com estes

peptideos defeituosos (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Localizacdo de DRIPs e DDX6 em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese por 24 horas. Andlise por microscopia confocal da localizagdo de DRIPs em
hASCs tratadas com meio ndo-indutor (NI), de inducdo adipogénica (A) ou osteogénica (O) por
24 horas, seguido de marcagcdo de DRIPs com OPP (20 puM) por 30 minutos e de
imunofluorescéncia com anti-DDX6. E possivel observar que tanto nas células mantidas em
meio controle quanto nas induzidas para diferenciacdo hé a presenca de granulos de DDX6 nos
quais hé a presenca de DRIPs (setas brancas), mas sem haver um enriquecimento na regido dos
granulos. Nucleos foram corados com DAPI.
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4.8. Granulos de DDX6 observados em hASCs induzidas para diferencia¢éo adipogénica
e osteogénica colocalizam com Dcpla, mas ndo com TIALl e PABP

A etapa seguinte da caracterizacdo dos granulos de DDX6 em hASCs induzidas para
diferenciacdo consistiu na avaliacdo da colocalizacdo de DDX6 com proteinas caracteristicas
de granulos de estresse e P-bodies, seguida de andlise por microscopia confocal. Primeiramente
foi feita a analise de localizacdo de DDX6 e TIAL - caracteristica de granulos de estresse. Foi
observado que, em tanto em hASCs induzidas para adipogénese quanto para osteogénese, TIAL
estava majoritariamente concentrada no ndcleo, ndo sendo observado um enriquecimento desta
proteina nas regides dos granulos de DDX6 (Figuras 4.25), um padrdo semelhante ao observado
em hASCs néo induzidas e ndo submetidas a estresse (Figura 4.13 e 4.25).

Em seguida, foi feita a analise da localizacdo de PABP. Assim como observado nas
hASCs ndo induzidas e ndo submetidas a estresse (Figura 4.14), PABP encontra-se dispersa no
citoplasma tanto na indugdo adipogénica quanto na osteogénica, porém ndo acumula em
granulos (Figura 4.26). Desta forma, também ndo foi observado um enriquecimento de PABP
nos granulos de DDX6 nas duas condicGes de diferenciacdo avaliadas.

Por fim, foi feita a analise da localizacdo de Dcpla, a qual é caracterizada por estar
presente em P-bodies. Tanto nas células induzidas para adipogénese quanto para osteogénese,
Dcpla foi observada dispersa no citoplasma, mas também concentrada em granulos, havendo
uma colocalizacdo parcial com DDX6 (Figura 4.27). Foi observada a presenca de granulos
enriquecidos tanto com DDX6 quanto com Dcpla (Figura 4.27, setas abertas), além de granulos
enriquecidos apenas com DDX6 (Figura 4.27, setas brancas) ou enriquecidos apenas com
Dcpla (Figura 4.27, asteriscos).

Assim, os resultados obtidos na analise por imunomarcacdo demonstraram que 0S
granulos contendo DDX6 observados em hASCs induzidas para adipogénese ou para
osteogénese por 24 horas estdo enriquecidos em Dcpla, mas ndo com PABP e TIAL,
apresentando um padrdo de marcagdo mais semelhante a P-bodies. Porém destaca-se que, tanto
nas ceélulas ndo-induzidas, quanto nas tratadas com meio de diferenciacdo, ha a presenca de

granulos que também néo colocalizam com Dcpla.

93



Figura 4.25. Localizacéo de TIA1 e DDX6 em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese. Foi realizada imunofluorescéncia de hASCs tratadas com meio ndo-indutor
(N1), de inducéo adipogénica (A) ou osteogénica (O) por 24 horas, seguida de analise por
microscopia confocal. Observou-se que, em todas as condi¢cdes, TIA1l encontra-se
majoritariamente concentrada no nucleo, ndo sendo observado enriquecimento desta
proteina nos granulos de DDX6 (setas brancas). Nucleos foram corados com DAPI.
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Figura 4.26. Localizacdo de PABP e DDX6 em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese. Foi realizada imunofluorescéncia de hASCs tratadas com meio ndo-indutor (NI),
de inducdo adipogénica (A) ou osteogénica (O) por 24 horas, seguida de analise por
microscopia confocal. Observou-se que, em todas as condi¢cdes, PABP encontra-se
majoritariamente dispersa no citoplasma, mas ndo concentrada em granulos. Néo foi observado
enriquecimento desta proteina nos granulos de DDX6 (setas brancas). Nucleos foram corados
com DAPI.
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Figura 4.27. Localizagdo de Dcpla e DDX6 em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese. Foi realizada imunofluorescéncia de hASCs tratadas com meio ndo-indutor (NI),
de inducdo adipogénica (A) ou osteogénica (O) por 24 horas, seguida de analise por
microscopia confocal. Foi possivel observar que, em todas as condic¢des, a proteina Dcpla
possui um padrao de distribuicdo semelhante ao de DDX®6, estando dispersa no citoplasma, mas
também concentrada em granulos. Estes granulos apresentam colocalizacao parcial com DDX6.
Sdo observados granulos apenas marcados com DDX6 (setas brancas), apenas marcados com
Dcpla (asteriscos) e também granulos em que ambas as proteinas sdo encontradas (setas
abertas). Nucleos foram corados com DAPI.
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4.9. Associacdo de DDX6 a diferentes complexos durante a diferenciacdo adipogénica e
osteogénica

As andlises realizadas demonstraram que em hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese ha a presenca de granulos de DDX6 que sdo dependentes de RNA e que ndo
acumulam DRIPs, semelhantemente ao observado em células ndo-induzidas, mas cuja
quantidade varia nas primeiras 24 horas de indugdo. Por outro lado, as andlises de
sequenciamento e Western Blot sugerem que ha apenas uma modificacdo no padrdo de
localizacdo de DDX6 nestas condi¢Ges, sem que haja mudanca na abundancia desta
helicase. A partir desta observagdo, foi levantada a hipdtese de que DDX6 poderia se
associar a complexos com tamanho, composicdo e/ou estabilidade diferentes durante o
processo de diferenciacdo. Além disso, trabalhos anteriores demonstraram a associacao de
DDXG6 a polissomos (Radhakrishnan et al., 2016; Sweet, Kovalak e Coller, 2012; Wang, Y.
et al.,, 2015), e Wang e colaboradores demonstraram que durante a diferenciacédo de
progenitores epidermais, DDX6 se associa a fragdes polissomais e auxilia no carregamento
de transcritos alvos a polissomos (Wang, Y. et al., 2015). Assim, foi realizado um
fracionamento por gradiente de sacarose, seguido de avaliacdo por Western Blot da presenca
de DDX6 nas diferentes fragOes, a fim de avaliar se a mudanca de localizacdo de DDX6
observada estaria relacionada a uma mudanga no padrdo de associa¢do a polissomos ou a
complexos distintos.

Os resultados obtidos demonstram que, em hASCs mantidas em meio de manuten¢ao
(ndo-induzidas) por 24 horas, DDX6 esta presente majoritariamente na fracdo livre de
polissomos (fracdo 2), sendo também encontrada na fragdo que comigra com monossomos
(fracdes 4, 5 e 6) e/ou polissomos leves (fracdes 8, 10 e 12) (Figura 4.28 A, B e C, coluna
1). Quando foi feita a inducdo para adipogénese por 24 horas, observou-se uma reducao de
DDX6 na fracdo livre, com um aumento nas fracbes que comigram com
monossomos/polissomos leves, sendo inclusive observada sua presenga na fracdo 14, que
corresponderia a uma comigragdo com polissomos mais pesados (Figura 4.28 A, B e C,
coluna 2). J& quando foi feita a inducdo para osteogénese, houve também uma maior
presenca de DDX6 comigrando com monossomos/polissomos leves do que o observado nas
células ndo induzidas (Figura 4.28 A, B e C, coluna 3). Porém, menos do que o obtido na
inducdo adipogénica. Por fim, é interessante notar que em nenhuma das condigdes foi
observada a presenca de DDX6 na fragdo correspondente ao fundo do tubo do gradiente,

onde sdo observados complexos proteicos maiores. Assim, 0s resultados obtidos
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demonstram que, apds 24 horas de inducdo para diferenciacdo adipogénica ou osteogénica,
h& uma mudanga no padrdo de distribuicdo de DDX6 em um gradiente de sacarose. Esta
observacdo sugere que DDX6 pode se associar a complexos com coeficientes de
sedimentacdo distintos, 0s quais podem possuir tanto tamanho, quanto estabilidade ou

composicOes diferentes.
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Figura 4.28. Avaliacdo do padréo de migracdo de DDX6 em gradiente de sacarose.
(A) Perfil polissomal obtido ap6s a separacdo por gradiente de sacarose de estratos
celulares de hASCs tratadas com meio de manutencdo (ndo induzido), de inducdo
adipogénica ou osteogénica por 24 horas. (B) Western Blot de DDX6 com diferentes
regides do gradiente, correspondentes a fracdo livre de polissomos (fracdo 2) e as que
comigram monossomos (fracdes 4, 5 e 6), polissomos leves (fragdes 8, 10 e 12), polissomos
pesados (fracdes 14, 16 e 19) e ao fundo do gradiente. *Para o Western Blot, a fragéo 2 foi
aplicada diluida 1:5. (C) Quantificacdo de DDX6 nas diferentes fracGes em relacao ao sinal
total obtido.
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4.10. Coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em hASCs induzidas para
adipogénese e osteogénese por 24 horas

A fim de explorar com maior detalhe a composicao dos complexos associados a DD X6
em hASCs em seu estado de stemness e durante o inicio da diferenciacdo, foi realizada a
coimunoprecipitagdo desta helicase e seus parceiros em hASCs tratadas com meio néo-
indutor, indutor para adipogénese e indutor para osteogénese por 24 horas. Para cada
condicdo, foram usadas hASCs cultivadas em 5 garrafas de 180 cm?, com confluéncia de
aproximadamente 80%. As beads utilizadas na pré-limpeza também foram eluidas e o
conteddo de RNA e proteinas foram isolados com TRIzol para analise. Foram feitas duas
réplicas bioldgicas (utilizando-se células de dois doadores diferentes - doadores 1 e 2) e duas
réplicas técnicas de cada doador (A e B). Ou seja, a partir de amostras de células de um mesmo
doador, foram feitas duas imunoprecipitacdes. As amostras de proteinas obtidas foram
submetidas a eletroforese em gel de acrilamida, coradas com prata (Figuras 4.29 e 4.30) e
preparadas para analise por espectrometria de massas. Atraves da analise por eletroforese,
observou-se gque as amostras correspondentes ao eluido das beads magnéticas utilizadas na
pré-limpeza ndo apresentaram uma coloracdo evidente com prata em nenhuma das réplicas
realizadas, o que pode estar relacionado a uma baixa quantidade de proteinas que se ligam
inespecificamente as beads magnéticas (Figuras 4.29 A, C e 4.30 A, C). Mesmo assim, a
regido do gel correspondente a aplicacdo e eletroforese destas amostras foi coletada e
preparada para analise por espectrometria de massas.

Nas amostras de imunoprecipitacdo de DDX6, foi possivel observar a presenca de
uma forte banda na altura de cerca de 50 kDa, provavelmente correspondente a cadeia pesada
do anticorpo utilizado na imunoprecipitacdo. Também foi possivel observar uma discreta
banda justaposta, estando um pouco acima da altura de 50 kDa, possivelmente
correspondente a proteina DDX6, a qual tem 55 kDa (Figuras 4.29 B, D e 4.30 B, D). Nas
eletroforeses com as réplicas das imunoprecipitacdes de DDX6, observou-se a presenca de
padrdes de bandas um pouco diferentes. Como a eletroforese e a coloragdo com prata destas
amostras foi realizada em experimentos distintos, é possivel que isto esteja ligado a tempos
de corrida e de coloragéo diferentes. Além disso, na réplica B do doador 2 (Figura 4.30 C,
D), houve uma falha na polimerizacéo do gel, sendo que esta ndo foi uniforme e por isso as
bandas de proteinas ndo se distribuiram paralelamente ao longo do gel. Porém, isso nédo
acarretou em perda de amostras. Por fim, as amostras de proteinas foram preparadas e

analisadas por espectrometria de massas.
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Figura 4.29. Coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em hASCs tratadas com
meio ndo-indutor e induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas, doador 1. (A)
Anélise por eletroforese em gel de acrilamida e coloracdo com prata dos controles da
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs, doador 1, réplica A: 1- Eluido das beads de pré-
limpeza de hASCs tratadas com meio ndo-indutor por 24 horas; 2- Vazio; 3- Eluido das beads
de pré-limpeza de hASCs tratadas com meio indutor de adipogénese por 24 horas; 4- Vazio 5-
Eluido das beads de pré-limpeza de hASCs tratadas com meio indutor de osteogénese por 24
horas. (B) Analise por eletroforese em gel de acrilamida e coloragdo com prata dos da
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs, doador 1, réplica A: 1- Imunoprecipitado de DDX6
de hASCs tratadas com meio ndo-indutor por 24 horas; 2- Vazio; 3- Imunoprecipitado de DDX6
de hASCs tratadas com meio indutor de adipogénese por 24 horas; 4- Vazio 5-
Imunoprecipitado de DDX6 de hASCs tratadas com meio indutor de osteogénese por 24 horas.
(C) e (D) correspondem a repeticdo do mesmo experimento, realizado com células do mesmo
doador (réplica B). Estdo indicadas as alturas esperadas para a proteina DDX6 e para a cadeia
pesada do anticorpo (CP).
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Figura 4.30. Coimunoprecipitacdo de DDX6 e seus parceiros em hASCs tratadas com
meio ndo-indutor e induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas, doador 2. (A)
Anélise por eletroforese em gel de acrilamida e coloracdo com prata dos controles da
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs, doador 2, réplica A: 1- Eluido das beads de pré-
limpeza de hASCs tratadas com meio ndo-indutor por 24 horas; 2- Vazio; 3- Eluido das beads
de pré-limpeza de hASCs tratadas com meio indutor de adipogénese por 24 horas; 4- Vazio 5-
Eluido das beads de pré-limpeza de hASCs tratadas com meio indutor de osteogénese por 24
horas. (B) Analise por eletroforese em gel de acrilamida e coloracdo com prata dos da
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs, doador 2, réplica A: 1- Imunoprecipitado de DDX6
de hASCs tratadas com meio ndo-indutor por 24 horas; 2- Vazio; 3- Imunoprecipitado de DDX6
de hASCs tratadas com meio indutor de adipogénese por 24 horas; 4- Vazio 5-
Imunoprecipitado de DDX6 de hASCs tratadas com meio indutor de osteogénese por 24 horas.
(C) e (D) correspondem a repeticdo do mesmo experimento, realizado com células do mesmo
doador (réplica B). Estdo indicadas as alturas esperadas para a proteina DDX6 e para a cadeia
pesada do anticorpo (CP).
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O RNA das amostras de imunoprecipitacdo e controles de pré-limpeza também foi
extraido, precipitado e armazenado a -80° C para preparo do sequenciamento. Durante a etapa
de padronizacdo do protocolo de imunoprecipitacdo, foi feito um teste de extracdo e
quantificacido de RNA, sendo que, a partir de 5 garrafas de 180 cm? de hASCs, foram obtidos
72 ng de RNA na imunoprecipitacdo de DDX6. Tendo em vista a pouca quantidade de material
obtido e levando em consideracdo que para quantificacdo uma parte do material isolado é
perdido, optou-se por ndo ser feita a quantificacdo de RNA antes do preparo das amostras para
sequenciamento. Desta forma, todo o RNA isolado de cada uma das amostras foi utilizado para
0 preparo das bibliotecas de DNA, as quais foram analisadas por Bioanalyzer para verificagéo
do tamanho dos fragmentos obtidos e por PCR em tempo real para quantificagéo.

Através da analise realizada, observou-se que foi obtida uma baixa quantidade de
material para todas as amostras, principalmente nas correspondentes a pré-limpeza. Para analise
por sequenciamento, sdo necessarios pelo menos 2 nM de DNA, e isso foi obtido em poucas
amostras (Tabela 4.7). Este resultado pode estar relacionado a uma baixa quantidade de inicial
de RNA. A quantificacdo precisa e a insercdo de uma quantidade adequada de amostra na
lamina de sequenciamento sdo fundamentais para o sucesso deste processo. Em caso de
amostras que estdo um pouco abaixo da quantidade minima de 2 nM, é possivel adaptar as
primeiras etapas de processamento da amostra a fim de ajustar as concentragdes. Diante deste
cenario, optou-se por proceder com 0 sequenciamento apenas das amostras que tinham
concentracdo proximo a 2 nM (Tabela 4.7, amostras destacadas). Estas amostras foram
preparadas e submetidas a sequenciamento. Porém, a anélise destes dados sera realizada em um

projeto posterior a este trabalho.

Tabela 4.7. Quantificacdo do DNA obtido ap6s o preparo para sequenciamento das
amostras de RNA das duas réplicas técnicas dos doadores 1 e 2.

Réplica Tamanho dos Quantidade
DO técnica AR fragmentos (bp) (pM)
Pré-limpeza NI 334 0,04
Pré-limpeza Adipo 352 0,09
A Pré-limpeza Osteo 385 0,11
IP NI 247 10,09
IP Adipo 337 1,25
1 IP Osteo 281 5,22
Pré-limpeza NI 354 0,11
Pré-limpeza Adipo 372 0,09
B Pré-limpeza Osteo 315 0,05
IP NI 440 0,06
IP Adipo 322 0,22
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IP Osteo 294 0,08

Pré-limpeza NI 276 0,20
Pré-limpeza Adipo 352 18,63

A Pré-limpeza Osteo 360 4,95
IP NI 325 1,15

IP Adipo 247 11,22

5 IP Osteo 327 2,15
Pré-limpeza NI 368 0,27
Pré-limpeza Adipo 434 0,04

B Pré-limpeza Osteo 249 0,57
IP NI 449 1,18

IP Adipo 287 0,98

IP Osteo 354 5,95

4.11. Em hASCs, DDX6 associa-se a complexos de proteinas envolvidas na regulacdo do
ciclo de vida do RNAmM

Conforme descrito anteriormente, foram preparadas para analise por espectrometria de
massas as amostras de imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs ndo-induzidas, induzidas para
adipogénese e para osteogénese por 24 horas, com duas réplicas técnicas e duas bioldgicas.
Além disso, para cada umas destas condicdes, o0 eluido das beads utilizadas na etapa de pré-
limpeza também foram preparados para analise, a fim de que pudessem ser identificadas as
proteinas que se ligam inespecificamente as beads magnéticas. Desta forma, foi analisado por
espectrometria de massas um total de 24 amostras, resultando na identificacdo de 348 proteinas
(Anexo I11, Tabela S11). Apds o processo de filtragem das amostras para remocao de proteinas
apenas identificadas por sitio, as reversas e os potenciais contaminantes, foi obtida uma
listagem de 276 proteinas. Em seguida, foram removidas da listagem as proteinas identificas
nas amostras de pré-limpeza, resultando em uma listagem de 193 proteinas. Por fim, foram
selecionadas apenas as proteinas identificadas com pelo menos 2 peptideos unicos em pelo
menos umas das réplicas de imunoprecipitacdo. Assim, foi obtida uma listagem final de 144
proteinas consideradas como identificadas especificamente nas amostras de imunoprecipitacéo
de DDX6 em hASCs no conjunto das condi¢des avaliadas (Anexo 11, Tabela S12). A tabela
4.8 demonstra as 15 proteinas mais enriquecidas em cada uma das réplicas analisadas (Tabela
4.8). Foi possivel observar que, em todas as condi¢es, a helicase DDX6 esteve sempre entre
as duas proteinas identificadas como maior intensidade. Além disso, foi possivel observar a
presenca de parceiros conhecidos de complexos contendo DDX6, como PABPC1, PABPC4,
EDC3, ATXN2, ATXN2L, YBX1, LARP1, Dcpla, Dcplb, e UPF1 (Anexo IlI, Tabela 12).
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Tabela 4.8. Listagem das 15 proteinas identificadas como mais enriquecidas em cada uma
das réplicas da analise por espectrometria de massas da imunoprecipitacdo de DDX6 em

hASCs néo-induzidas, induzidas para adipogénese ou osteogénese por 24 horas.

N&o induzido
Réplical A RéplicalB Réplica 2 A Réplica2 B
MYH9 DDX6 DDX6 DDX6
DDX6 MYH9 FLII FLII
PABPC1 FLII PABPC1 MYH9
FLII PABPC1 MAP1B MAP1B
IFI16 MAP1B MYH9 PABPC1
EDC3 MVP EDC3 EDC3
MYO1C MYL12A;MYL12B MVP PDCD6
ATXN2 EDC3 PABPC4 MB21D2
MYL12A;MYL12B MYO1C MB21D2 YBX1
PABPC4 CKAP4 YBX1 MVP
YBX1 IFI16 UPF1 TUBB
UPF1 PDCD6 ARHGAP24 CRYAB
MYO1B ATXN2 SAMHD1 MYL1122AB;MYL
MVP MYL6 PDCD6 RPL10A
CKAP4 PABPC4 ATXN2 ATXN2
Adipogénese
Réplical A Réplica 1 B Réplica 2 A Réplica 2 B
MYH9 MYH9 DDX6 DDX6
DDX6 DDX6 FLII FLII
FLII FLII MAP1B MYH9
PABPC1 PABPC1 PABPC1 PABPC1
MYO1C MAP1B EDC3 MB21D2
EDC3 EDC3 MYH9 MAP1B
IFI16 IFI16 ARHGAP24 EDC3
MYO1B PABPC4 MVP ARHGAP24
MAP1B MYO1C MB21D2 PDCD6
MYL12A;MYL12B ARHGAP24 YBX1 MVP
PABPC4 MYL12A;MYL12B PABPC4 YBX1
ARHGAP24 CKAP4 PDCD6 CRYAB
ACTA1;A(C::'_II'_CAlZ;ACTG2;A ACTAl;ACC::'I_I'_(;lz;ACTGZ;A CKAP4 TUBB
CKAP4 PDCD6 CRYAB RPL10A
YBX1 MV/P ACTAL,ACTCL,ACTGZ;A PABPCA
CTA2
Osteogénese
Réplical A Réplica 1 B Réplica2 A Réplica2 B
DDX6 MYH9 DDX6 DDX6
MYH9 DDX6 FLII FLII
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FLI FLI MAP1B MAP1B

PABPC1 MAP1B PABPCL MYH9
MAP1B PABPCL EDC3 PABPCL
EDC3 EDC3 ARHGAP24 PDCD6
ARHGAP24 MYO1C MB21D2 EDC3
IFI16 ARHGAP24 MYHO9 YBX1
MYO1C PDCD6 PABPC4 MB21D2
PRUNE2 MYL12A;MYL12B YBX1 CRYAB
ATXN2 PRUNE2 CRYAB TUBB
ACTAl;A%TTilz;ACTGZ;A PABPC4 PDCD6 ARHGAP24
QPRT IFI16 UPF1 RPL10A
PABPC4 CKAP4 RPL10A RPS13
YBX1 ACTAl;A%TTilz;ACTGZ;A AP2B1 PABPC4

Em seguida, foi feita a analise de clusterizacdo hierarquica para comparagdo entre 0s
resultados obtidos em cada réplica técnica e biologica realizada. Observou-se que héa
primeiramente 0 agrupamento entre as réplicas técnicas e bioldgicas, e ndo entre os diferentes
tratamentos realizados (Figura 4.31). Por outro lado, ao observar o heatmap obtido, € possivel
notar que o padrdo de enriquecimento das proteinas identificadas é bastante semelhante entre
as réplicas das diferentes condi¢des (Figura 4.31). Este resultado sugere que os complexos
associados a DDX6 de hASCs néo induzidas, ou tratadas com meio de indugéo adipogénica ou
osteogénica por 24 horas isolados por imunoprecipitacdo possuem uma composi¢do proteica
bastante semelhante, sendo que as variacdes observadas se devem majoritariamente a variagdes
experimentais entre réplicas (técnicas e bioldgicas).

Tendo em vista a semelhanca observada entre os complexos proteicos associados a
DDX6, foi feita a analise de ontologia génica do conjunto de proteinas identificadas nas
diferentes réplicas e condi¢cdes (Anexo Ill, Tabela S13). A partir dos resultados obtidos,
observou-se que foram identificadas proteinas relacionadas a iniciacdo da traducdo e a
biogénese de complexo de RNP, além de mecanismos de localizacdo na célula, como
localizagdo de macromolécula celular e de proteina, transporte intracelular e estabelecimento
de localizagdo na célula. Também foram identificados como enriquecidos termos relacionados
a processos catabolicos celular e de substancia organica e de regulacdo de processo metabolico
e bioldgico (Figura 4.32 A). Cabe destacar que as proteinas associadas a localizacdo e
metabolismo estdo relacionadas a processos envolvendo o ciclo de vida do RNAm, uma vez
que incluem moléculas como UPF1, Dcpla, Dcplb, PABPC1, PABPC4, EDC3 e proteinas

ribossomais.
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Figura 4.31. Heatmap do enriquecimento das proteinas identificadas por coimunoprecipitacao
de DDX6 e agrupamento hierarquico das réplicas e condi¢Ges avaliadas. A partir do dendograma
obtido, observou-se que ha maior semelhanca entre as réplicas técnicas (A, B) e biologicas (doadores
1 e 2), do que entre as diferentes condi¢es de cultivo (NI, adipogénese e osteogénese).
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processo bioldgico (gProfiler). Estdo apresentados os 10 termos com menor valor de p e t depth=3.
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(B) Mapa de interacOes preditas entre as proteinas, obtido utilizando-se o banco de dados STRING.
Foram destacados os modos de acéo preditos com alto nivel de confianca (pontuagdo STRING maior
do que 0,7). As proteinas identificadas na coimunoprecipitacéo, mas que ndo apresentaram interacdo
predita por esta base de dados foram ocultadas no diagrama.

Em seguida, foi feita a analise de interacdo predita entre as proteinas identificadas
utilizando-se a base de dados STRING. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar
que 101 das proteinas identificadas possuem interagdes entre si preditas com alto grau de
confianca, principalmente através de ligacdo, catalise e reacdo (Figura 4.32 B).

Apesar da semelhanca entre os complexos obtidos nas diferentes condi¢des de cultivo, foram
identificadas proteinas que se associam diferencialmente a DDX6 nestes diferentes tratamentos:
ELAVL1, FAM98A, MVP, PRUNE2, RPN2 e U2AF1 (Figura 4.33). Desta forma, os resultados
obtidos sugerem que, em hASCs, DDX6 associa-se a complexos contendo proteinas que participam
de diferentes etapas do ciclo de vida do RNAm (como inicio da traducéo e em complexos de RNPm),
da localizacdo de macromoléculas e processos metabdlicos, as quais interagem através de interacfes
de ligacdo, catélise e reacdo. De uma maneira geral, a composicdo destes complexos mantém-se
quando as hASCs séao induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas. Porém, algumas
proteinas apresentam enriquecimento diferencial nestas diferentes condicdes, o0 que pode estar

relacionado a diferentes fung¢des dos complexos associados a DDXG6.
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Figura 4.33. Proteinas identificadas como diferencialmente enriquecidas nos complexos
associados a DDX6 em hASCs nao induzidas, induzidas para adipogénese e osteogénese
por 24 horas. Média com EP; One-way ANOVA, com multiplas comparagdes e pos-teste de
Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01.
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5. DISCUSSAO E PERSPECTIVAS
5.1. Isolamento e caracterizacédo de hASCs

A primeira etapa do trabalho consistiu no isolamento e caracterizacdo de hASCs, as
quais tém origem mesenquimal. Segundo os critérios apresentados por Dominici e
colaboradores (2006), a populacdo de células-tronco mesenquimais deve apresentar mais de
95% de células positivas para CD105, CD73 e CD90 e devem ter menos de 2% de células
positivas para CD45, CD34, CD11b (ou CD14), CD19 (ou CD79a) e HLA classe Il (Dominici
et al., 2006). Em relacdo aos marcadores positivos, para os trés doadores foi obtida marcacéo
de mais de 95% da populacdo, com excecdo da expressdo de CD90 nas células do doador B
(TAL15), que foi de 92,02%. Além destes marcadores propostos por Dominici, também foi
feita analise de CD140b, caracteristico de células derivadas de mesenquimais, observando-se
também mais de 93% de células positivas para os trés doadores. Também se observou uma
baixa expressdo dos marcadores negativos, sendo que, para os trés doadores, obteve-se menos
de 2% de células positivas pra CD45 (marcador de células hematopoiéticas), menos de 3% para
CD11b (marcador de macro6fagos e monacitos) e CD19 (marcador de células B) e menos de 6%
para HLADR (marcador de leucdécitos) e CD34 (marcador de progenitores hematopoiéticos).
Além disso, foi feita também imunofenotipagem para CD31, marcador de células endoteliais,
sendo que foram observados menos de 3% de células positivas nos trés doadores.

Embora os critérios estabelecidos por Dominici e colaboradores em 2006 sirvam com
guia para a caracterizacdo de células-tronco mesenquimais adultas, outros trabalhos
demonstram que o perfil imunofenotipico destas células pode variar de acordo com o tecido
isolado. Em trabalho publicado em 2008, por exemplo, Rebelatto e colaboradores isolaram e
caracterizaram células-tronco de medula 6ssea, sangue de corddo umbilical e tecido adiposo
(Rebelatto et al., 2008). Neste trabalho, verificou-se que células-tronco isoladas de sangue de
corddo umbilical e de tecido adiposo, por exemplo, apresentavam em média 10% de células
positivas para CD34. Outros trabalhos também j&a demonstraram que o perfil de expressdo de
células-tronco obtidas de tecido adiposo varia segundo o tempo de cultivo (Boquest et al., 2005;
Varma et al., 2007). Em estudo publicado em 2007, Varma e colaboradores demonstraram que,
logo apds o isolamento, as células-tronco derivadas de tecido adiposo sdo positivas para CD34
(fortemente), CD117 e HLA-DR, mas apresentam baixa expressdo de CD105 e, especialmente,
CD166. Mas, ap0s passagem por um periodo de cultivo, foi detectada uma queda na expressao
de CD34 e CD117 e aumento de CD105 e CD166 (Varma et al., 2007). Cabe destacar que, no
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presente estudo, foi observada uma marcacdo mais forte para CD34 nas células do doador A
(TAL13), a qual teve a imunofenotipagem realizada em passagem 4, enquanto os demais
doadores foram avaliados em passagem 5. Entdo, possivelmente essa expressdo acima do
esperado se deve ao fato de que a amostra foi avaliada ap6s um intervalo menor de tempo de
cultivo. Além disso, as células isoladas dos trés doadores também foram capazes de se
diferenciar tanto em adipdcitos quanto em osteoblastos, o que confirma a multipotencialidade

caracteristica de células-tronco mesenquimais.

5.2. Padronizacdo do protocolo de coimunoprecipitagdo da proteina DDX6 e seus

parceiros

O primeiro passo da padronizacdo do protocolo foi o estabelecimento do procedimento
de lise celular. Foram avaliadas duas metodologias: lise mecéanica e uso de tampéo de lise. O
método mecanico testado foi a criomoagem. Embora tenha sido atingido um bom nivel de
rompimento celular, obtendo-se proteinas de diferentes tamanhos e sem degradacdo aparente,
o rendimento desta metodologia foi bastante baixo. A partir de 48 garrafas de cultivo celular de
180 cm?, foram obtidos apenas 800 mg de p6 de células. Cabe destacar que este po de células
ainda contém uma boa parte de &gua, seja das préprias células lisadas, do PBS utilizado para
lavagem ou mesmo por congelamento de &gua ambiente durante o processo de moagem a frio.
Ja com a utilizacdo de um tampao de lise, observou-se um melhor rendimento, mantendo-se a
integridade das proteinas (ndo foi observada degradacdo através da analise por eletroforese) e
obtendo-se uma boa distribuicdo de tamanhos de proteinas, demonstrando que o protocolo de
lise foi bem-sucedido. Assim, optou-se pela utilizacdo desta metodologia para realizacdo da
imunoprecipitacao.

Em seguida, foram feitos os primeiros testes de coimunoprecipitacdo de DDX6 de
células HeLa submetidas a estresse. A escolha de realizar estes primeiros testes com este tipo
de célula e condicdo se deu por dois motivos: (1) o protocolo de testado foi descrito por Jain e
colaboradores para o isolamento de granulos de estresse de células de leveduras e de mamiferos.
Nestas condi¢des, ha um aumento da quantidade e do tamanho tanto de grénulos de estresse
guanto de P-bodies (Jain et al., 2016; Kedersha et al., 2005, 1999). Assim, optou-se por utilizar
as células em uma situacdo semelhante para poder avaliar com maior precisdo a
reprodutibilidade deste protocolo em nosso laboratorio; (2) pelo fato de que as células HeLa
apresentam um melhor rendimento (sdo obtidas mais células com menos garrafas de cultivo).

Assim, isso garante uma maior agilidade e economia nesta etapa de padronizacao.
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Para obter uma melhor purificacdo de granulos de estresse, Jain e colaboradores
estabeleceram uma metodologia de enriquecimento da fracdo de grénulos através de
centrifugacdo. No presente trabalho, este protocolo se mostrou eficiente também para
imunoprecipitacdo de DDX6 em células HeLa submetidas a estresse com arsenito, uma situacao
em que ha aumento da quantidade e do tamanho de granulos contendo esta helicase (Cofré,
2015; Martinez et al., 2013). Contudo, quando este procedimento foi aplicado em hASCs, ndo
foi obtido sucesso. Diante dos resultados, foram feitas primeiramente mudancas no protocolo
de lavagem, na utilizacdo da etapa de pré-limpeza e na etapa centrifugacdo do extrato celular.
Por fim, observou-se que o processo de centrifugacdo para enriquecimento dos granulos néo foi
eficiente para formar um pellet enriquecido de complexos associados a DDX6 em hASCs. Isso
pode estar relacionado ao fato de que o coeficiente de sedimentacdo dos granulos contendo
DDX6 seja diferente em hASCs e células HeLa tratadas com arsenito de sédio, uma vez que,
conforme descrito, a inducdo de estresse leva ao aumento do nimero e do tamanho destas
estruturas granulares (Cofré, 2015; Martinez et al., 2013). Além disso, trabalhos anteriores
demonstraram que a proteina DDX6 encontra-se majoritariamente dispersa no citoplasma,
sendo que apenas uma pequena fracdo esta em estruturas granulares (Ayache et al., 2015;
Ernoult-Lange et al., 2012). Por imunofluorescéncia, foi possivel constatar que o0 mesmo padréo
é seguido em hASCs. Desta forma, no protocolo estabelecido, o extrato celular centrifugado a
uma velocidade menor apenas para remover restos celulares, sendo que o sobrenadante desta
etapa foi utilizado para imunoprecipitacdo. Além da a obtencdo da proteina DDX6 e seus
parceiros conhecidos, este novo protocolo permitiria o isolamento ndo apenas da proteina que
estaria associada a granulos, mas também da que se encontraria dispersa no citoplasma, em
complexos menores. Através da andlise por espectrometria de massas, foi possivel confirmar o
isolamento de DDX6 e também de proteinas ja descritas como parceiras, como DDX6, como
PABCL, PABC4, EDC3, UPF1, ATXN2, ATXN2L, HSPA5 e NUFIP2 (Ayache et al., 2015).

A etapa final de padronizacdo do protocolo consistiu na analise da realizacdo de uma
etapa de pré-limpeza da amostra e da extracdo das proteinas obtidas com TRIzol. A etapa de
pré-limpeza consiste na incubagdo do extrato celular (antes da adi¢cdo do anticorpo) com as
beads magnéticas e tem como objetivo a remocao de proteinas que se ligam inespecificamente
a elas. Ja o uso do TRIzol foi avaliado, pois ele permite o isolamento de RNA e proteinas de
uma mesma amostra, 0 que € interessante, considerando o objetivo do trabalho de avaliar o
contetdo proteico e de RNA dos complexos associados a DDX6. Através da analise por
espectrometria de massas desses testes, verificou-se que os protocolos com e sem pré-limpeza

e também o uso de TRIzol foram eficientes no isolamento de DDX6 e proteinas parceiras.
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Assim, no protocolo final, optou-se pela realizacdo da etapa de pré-limpeza e pelo uso de
TRIzol.

Por fim, os dados obtidos foram comparados com a analise por espectrometria de massas
do extrato celular (input), do eluido das beads utilizadas na pré-limpeza e da
coimunoprecipitacdo de uma proteina ndo relacionada (histona H3). Através desta avaliagao,
verificou-se que o protocolo estabelecido permitiu obter e enriquecer com especificidade a
helicase DDX6 e proteinas parceiras. Assim, foi confirmado o estabelecimento de um protocolo
eficiente e especifico para coimunoprecipitacdo de DDX6 e dos complexos associados em
hASCs.

5.3. hASCs induzidas para adipogénese apresentam forte regulacdo negativa de ciclo

celular

Uma vez concluida a etapa de obtencdo de hASCs e padronizacdo de protocolos, foi
dado inicio a analise da expressdo génica em hASCs induzidas para adipogénese e osteogénese
por 24 horas. Em trabalho anterior do grupo, observou-se que hASCs induzidas para
adipogénese por 3 dias apresentam forte regulacdo negativa traducional de genes ligados a
sintese proteica. Esta regulacdo foi acompanhada de uma reducdo da atividade traducional
(identificada através de ensaio de incorporacdo de metionina), a qual ja pdde ser identificada
entre 12 e 24 horas de inducdo. A fim de compreender esta regulacgéo, foi entdo feita a analise
por sequenciamento de RNAm total e associado a polissomos leves/monossomos e pesados de
hASCs induzidas para diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas. A analise de
sequenciamento foi realizada em colaboragdo com outros membros do grupo de pesquisa.
Tendo em vista a complexidade dos experimentos realizados e dos dados obtidos, as
informacdes referentes ao desenho experimental, a metodologia detalhada e a validacdo de
resultados foram descritas e compiladas em um manuscrito, o qual foi submetido para o jornal
Scientific Data (Anexo I). O objetivo deste trabalho foi disponibilizar esta base de dados brutos
para o desenvolvimento de outros estudos regulacdo da express@o génica através da analise da
associacdo ao RNA de diferentes fracdes. Além disso, as informagdes descritas podem servir
como background para futuras caracterizagdes de regulacédo transcricional e pos-transcricional
nédo apenas em hASCs, mas também para outros tipos celulares.

Em seguida, foi realizada a analise de genes diferencialmente expressos entre as
diferentes condicdes de cultivo. Em relagdo aos dados referentes a adipogénese, foi feita uma

analise completa, com ensaios subsequentes para compreensdo dos resultados. Conforme
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descrito anteriormente, as informacdes referentes a expressao génica na osteogénese, bem como
estudos complementares j& foram analisados e publicados (Robert et al., 2018). Contudo, no
presente trabalho, estes dados foram reanalisados utilizando-se a base de dados gProfiler
(Reimand et al., 2016) para posterior comparagdo com os resultados de adipogénese e da analise
do comportamento de DDX6 durante a diferenciacdo. A opcao pela utilizagdo da ferramenta
gProfiler para analise de enriquecimento funcional foi feita levando em consideracdo a
atualizacao do sistema (Reimand et al., 2016), o fato de permitir a analise tanto de listas mais
complexas (como as de sequenciamento de RNAm total e associado a fragdes de polissomos)
quanto de mais simples (como os dados de RNA e proteinas obtidos de coimunoprecipitacao)
e fornecer os resultados de termos enriquecidos com diferentes graus de complexidade (de mais
gerais a especificos).

Para selecdo dos genes considerados como regulados positivamente e negativamente,
foi utilizado um critério de log(FC)>1 ou log(FC)<-1 e FDR<0,01. Seguindo este parametro,
observou-se que, quando foi induzida a diferenciacdo osteogénica, foi identificado um nimero
maior de genes regulados positivamente do que negativamente, tanto por analise de RNAmM
total (407 positivamente, 346 negativamente) quanto do associado a polissomos (717
positivamente, 317 negativamente). Além disso, destaca-se o fato de que foram observados
duas vezes mais genes regulados positivamente na analise do RNAm associado a polissomos,
0 gue sugere uma importante regulacdo pos-transcricional da expressao génica. Ja os dados de
adipogénese revelaram uma maior abundancia de genes regulados negativamente, tanto em
nivel de RNAm total (551 positivamente, 942 negativamente) quanto polissomal (727
positivamente, 979 negativamente). Estes resultados sugerem que o inicio do processo de
diferenciacdo osteogénica e adipogénica possuem um perfil de regulacéo diferente, sendo que
na osteogénese ha uma maior quantidade de genes com regulacdo positiva, enquanto na
adipogénese predomina a regulacdo negativa.

Através da andlise por ontologia génica dos dados referentes a diferenciacao
osteogénica, verificou-se que genes relacionados ao desenvolvimento de sistemas, 6rgdos e
tecidos tiveram tanto regulacdo positiva quanto negativa. Dentre os dados relacionados a
regulagdo negativa, observou-se que genes relacionados & motilidade/migracao tiveram reducéo
tanto em relacdo ao RNAm total, quanto do associado a polissomos. Em trabalho de nosso
grupo, foi demonstrado que hASCs induzidas para osteogénese tém um aumento da capacidade
de adesdo, quando comparada com células ndo induzidas (Robert et al., 2018).

Por outro lado, também se constatou que, apds 24 horas de inducao para osteogénese,

ainda ndo ha uma regulacéo consistente de genes relacionados a este processo de diferenciagéo.
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Em ensaio celular, observou-se que, de fato, é necessario um periodo de tratamento das hASCs
por 21 dias para que estas atinjam um processo completo de maturacdo (Robert et al., 2018).
Em comparacéo, no caso da adipogénese, ja foi previamente demonstrado que a inducdo por
trés dias é suficiente para desencadear o processo de diferenciacdo (Spangenberg et al., 2013).
Complementariamente, no presente trabalho, verificou-se que, ap6s 24 horas de indugdo, ja
houve uma regulacdo positiva de genes relacionados a adipogénese e ao metabolismo de
lipideos.

Em relacdo a analise da diferenciacdo adipogénica, também foi verificada uma
consistente regulacéo negativa de genes ligados ao ciclo celular e a proliferagdo nas primeiras
24 horas de inducdo. Este padrdo ndo foi observado quando foi feita inducdo osteogénica
(Robert et al., 2018). Trabalhos anteriores demonstraram que, durante o inicio da diferenciacdo
adipogénica de pré-adipdcitos e células-tronco mesenquimais, ha uma reducdo da atividade
proliferativa e parada no ciclo celular (Marquez et al., 2017; Reichert e Eick, 1999). Entretanto,
ndo ha ainda uma compreensdo completa de como isso ocorre. Em modelo de pré-adipécitos
3T3, Tang e colaboradores observaram que, antes de haver o bloqueio da proliferacédo, ocorre
uma etapa de expansao clonal, a qual seria necessaria para a diferenciacdo adipogénica (Tang,
Otto e Lane, 2003). Contudo, os resultados obtidos por Qiu e colaboradores sugerem que tal
passo nao seria necessario (Qiu et al., 2001). J& Marquez e colaboradores, utilizando como
modelo células-tronco obtidas de tecido adiposo, constataram que, durante as primeiras 48
horas de adipogénese, as células passam sim por uma etapa de expansdo clonal mitdtica
(Marquez et al., 2017). Contudo, no presente trabalho, foi observada uma reducéo da atividade
proliferativa de hASCs por ensaio de EdU ja durante as primeiras 24 horas de diferenciacdo
adipogénica, havendo uma parada no ciclo celular das células em G1. As diferencas observadas
nos estudos podem estar relacionadas ao fato de que Marquez e colaboradores utilizaram um
periodo de incubacdo com EdU de 8 horas, enquanto que, no presente trabalho, foi utilizado um
periodo de 24 horas. Isto foi feito com o objetivo de analisar o balanco final da atividade
proliferativa apos 24 horas de tratamento com meio de indugdo adipogénica, a fim de fazer um
paralelo com a anéalise realizada por sequenciamento de RNA. Desta forma, mudancas no estado
de proliferacdo em periodos mais curtos podem néo ter sido verificadas em nosso modelo.
Também foi observada uma reducéo da atividade proliferativa das células isoladas de doadores
de idade mais avancada. Esta diminuicdo na capacidade de proliferagdo hASCs com o avancgo
da idade dos doadores j& foi previamente descrito (Margdziak et al., 2016; Ye et al., 2016).

Contudo, em todas as amostras, houve uma reducdo de cerca de 40% no percentual de células
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que proliferaram apo6s a indugdo para diferenciagdo, sugerindo que este fenémeno de parada no
ciclo celular durante o inicio da adipogénese € independente da idade do doador.

Além disso, em andlise complementar em colaboracdo com outros membros do grupo,
observou-se que houve uma mudanca no perfil polissomal de células induzidas para
adipogénese quando comparadas com as mantidas em meio controle. Foi constatado um
enriquecimento do pico monossomal e reducdo da fracdo de polissomos pesados durante o
inicio da diferenciacdo adipogénica (artigo submetido para publicacdo - Anexo Ill, Figura 1).
Isso poderia estar relacionado a uma reducédo da atividade traducional global da célula, que
pode levar a este tipo de mudanca no perfil polissomal (Courtes et al., 2014).

Diante disso, foi levantada a hipdtese de que esta mudanca poderia ser regulada pela via
mTOR, uma vez que em trabalho anterior do grupo ja havia sido demonstrado que apos 72
horas de inducdo adipogénica ha uma reducdo de tamanho e de atividade migratoria,
proliferativa e traducional, acompanhada de mudancga no perfil de fosforilagdo de 4EBP1,
caracteristicas reguladas pela via mTOR. Ao analisar os dados obtidos por sequenciamento,
observou-se um aumento na expressdo de DEPTOR apds 24 horas de adipogénese. DEPTOR
interage com mMTORC1 e mTORC?2, inibindo esta via (Peterson et al., 2009). Além disso,
DEPTOR regula positivamente a adipogénese, tendo sido demonstrado que esta proteina
estimula a diferenciacéo, tem sua regulagdo aumentada em tecido adiposo branco em humanos
gue apresentam obesidade e aumenta a expansao de tecido adiposo branco em camundongos
gue a superexpressam (Laplante et al., 2012).

Para verificar se a expressdo deste gene estava relacionada com a mudancga no ciclo
celular observada, foi feito um ensaio de silenciamento deste transcrito. Porém, mesmo apos o
knockdown de DEPTOR, as hASCs continuaram a apresentar parada no ciclo celular apés a
inducdo adipogénica, sendo inclusive observada uma reducdo ainda maior na atividade
proliferativa das hASCs tanto tratadas com meio ndo-indutor quanto indutor. Estes resultados
sugerem, portanto, que a reducdo na atividade proliferativa, com parada do ciclo celular em G1
observada em hASCs induzidas para adipogénese é regulada por mecanismos independentes de
DEPTOR. Contudo, é preciso considerar a possibilidade de que este resultado possa estar
relacionado ao fato de que o silenciamento realizado néo foi suficiente para afetar a atividade
de DEPTOR, ou porque o silenciamento levou a ativagdo de outras vias que mantiveram a
atividade mitotica da celula. Por outro lado, em 2013, Zhang e colaboradores demonstraram
que em células de mieloma mdaltiplo, uma reducéo de 50% no nivel de MRNA de DEPTOR
(semelhante ao obtido neste trabalho) levou a uma diminuicdo similar no nivel de proteina e a

mudancas no perfil de elementos downstream da via mTOR (como a fosforilacdo de 4EBP1 e
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Akt), assim como reducédo na proliferacdo celular (Zhang et al., 2013; ZHANG et al., 2013).
Um resultado semelhante foi observado em outros estudos com células de mieloma madltiplo
(Peterson et al., 2009) e de osteosarcoma (Hu et al., 2017), nos quais niveis maiores de
silenciamento de DEPTOR foram obtidos. Por outro lado, trabalhos anteriores demonstraram
que a atividade de DEPTOR em relacdo a proliferacdo e ao ciclo celular pode variar em
diferentes tipos de células. Kazi e colaboradores observaram que o knockdown de DEPTOR em
mioblastos C2C12 leva a um aumento na fosforilagdo de pRb, o que estimula a transi¢cdo G1-S
(Kazi et al., 2011). Assim, embora os resultados obtidos neste trabalho sugiram que a parada
do ciclo celular observada ap6s o inicio da adipogénese ocorra por mecanismos independentes
de DEPTOR, ainda é necessaria a realizacdo de estudos complementares para confirmar esta
hipdtese.

Ainda considerando a mudanca no perfil polissomal observada nas hASCs induzidas
para adipogénese, foi levantada a hipotese de que este fenémeno poderia estar correlacionado
com a regulacéo traducional negativa de transcritos, que levaria a um o deslocamento destas
moléculas da fracdo de polissomos pesados para a de monossomos/polissomos leves. Porém,
cabe destacar que a fracdo monossomal ndo € restrita apenas a transcritos regulados
negativamente em nivel traducional. Usando a técnica de ribosome profiling, Heyer e Moore
verificaram a presenca de transcritos de baixa expressao ou contendo pequenas ORFs (menores
do que 590 nt) sendo ativamente traduzidos e associados a monossomos (Heyer e Moore, 2016).
Assim, para melhor entender o processo envolvido na parada de ciclo celular observada durante
o inicio da adipogénese, foi feita uma analise da regulacdo da expressdo génica de transcritos
considerando as fracOes total, monossomal e associada a polissomos. Observou-se que a maior
parte dos genes identificados como regulados negativamente na fracdo monossomal também o
estavam na fracdo de polissomos pesados. O mesmo perfil foi obtido para os genes regulados
positivamente. Este resultado sugere que a regulacdo negativa de genes relacionados a ciclo
celular e proliferacdo ndo se deve majoritariamente a apenas uma reducdo de sua traducéo.
Reforcando esta hipdtese, esta a observagdo de que houve uma reducgdo destes genes quando
foi feita analise do RNAm total. Assim, estes resultados sugerem que o controle do nivel de
RNAm total seria um dos pontos chave no controle da parada de ciclo celular e de proliferacéo
durante o inicio da diferenciagdo adipogénica de hASCs.

Mais especificamente, neste trabalho, foi demonstrado que as ciclinas A2, B1, B2, D1,
E2 eF, eas CDKs 1 e 2 estavam reguladas negativamente, enquanto as ciclinas G1 e G2 tiveram
aumento de expressdo apds 24 horas de adipogénese. A relagéo entre ciclo celular, proliferacdo

e 0 equilibrio entre manutencdo da potencialidade e diferenciagdo de células-tronco ja foi
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demonstrada previamente. Recentemente, Liu e colaboradores observaram que ciclinas da fase
G1 (D1, D2, D3, E1 e E2) ndo séo necessarias para proliferacdo de células-tronco embrionarias,
mas a sua regulacdo negativa afeta a pluripotencialidade (Liu et al., 2017). Além disso, o
envolvimento de ciclinas na diferenciacdo adipogénica também ja foi descrito. A ciclina D1,
uma proteina labil que participa da transicao entre as fases G1 e S (Baldin et al., 1993), foi
previamente identificada como regulada negativamente apds 24 horas de inducdo adipogénica
(Janderova et al., 2003; Marquez et al., 2017), embora uma regulacdo positiva inicial nas
primeiras 12 horas também ja tenha sido descrita (Janderova et al., 2003). Além disso, em
fibroblastos murinos, a delecdo de ciclina D1 leva a uma reducdo da atividade da histona
deacetilase (HDAC1) e promove a expressdo de PPARy e diferencia¢do adipogénica (Fu et al.,
2005; Wang et al., 2003). Por outro lado, as ciclinas D3 e G2 foram previamente caracterizadas
como reguladas positivamente durante a diferenciacéo adipogénica, atuando como coativadores
de PPARy (Aguilar et al., 2010; Sarruf et al., 2005).

Assim, os resultados e conclusdes obtidos neste trabalho corroboram dados anteriores
sobre o ciclo celular durante o inicio da diferenciacéo adipogénica e trazem novas informacdes
sobre como este processo € regulado. Conforme descrito anteriormente, as analises realizadas
foram concluidas e organizadas em um trabalho intitulado “Cell cycle genes are downregulated
after adipogenic triggering in human adipose-derived stem cells by regulation of mMRNA

abundance”, submetido para publicagdo (Anexo II).

5.4. A helicase DDX6 esta dispersa no citoplasma de hASCs e em granulos dependentes
de RNA que se assemelham a P-bodies

A etapa seguinte do trabalho consistiu na analise do perfil de expressdo da helicase
DDX6 em hASCs. Em uma tese de Doutorado desenvolvida no grupo, foi demonstrado que o
silenciamento de DDX®6, seguido da inducdo adipogénica levou a aceleracdo do processo de
diferenciacdo, acarretando em um maior acumulo de lipideos (Cofré, 2015). No presente
trabalho, foi confirmado que as hASCs expressam DDX6, a qual localiza-se dispersa no
citoplasma, sendo também observada em granulos. Trabalhos prévios em outros tipos celulares
demonstraram que DDX6 possui a capacidade de se ligar ao RNA (Ernoult-Lange et al., 2012),
atua na regulacao da expresséo de diferentes transcritos (Minshall et al., 2009; Wang, Y. et al.,
2015) e tambeém é encontrada em P-bodies (Ayache et al., 2015; Chu e Rana, 2006; Coller e
Parker, 2005; Minshall et al., 2009). A proteina DDX6 possui um dominio rico em glutamina

e asparagina (QN-rich) na sua regido N terminal, o qual assemelha-se aos dominios prion-like,
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que promovem auto-agregacdo. Porem, em trabalho publicado em 2012, Ernoult-Lange e
colaboradores propuseram que a participacao da proteina na formacao de estruturas como os P-
bodies estaria mais relacionada a sua capacidade de dimerizacdo e a interacdes proteina-RNA
do que a formacao de agregados por interacdes proteina-proteina (Ernoult-Lange et al., 2012).
Assim, neste trabalho, primeiramente foi verificado se os granulos de DDX6 observados em
hASCs também tinham sua manutencdo dependente de RNA. Observou-se que, quando foi feito
tratamento com RNase, houve reducdo quase total da presenca destas estruturas granulares,
sugerindo que estes macrocomplexos contendo DDX6 possuem RNA e tém a manutencédo de
sua estrutura dependente destas moléculas em hASCs.

Em seguida, foi feita uma primeira analise sobre a composi¢do proteica destes granulos,
a fim de verificar sua semelhanca com P-bodies e granulos de estresse, duas estruturas nas quais
jafoi observada a presenca de DDX6 e seus homdlogos (Ayache et al., 2015; Chu e Rana, 2006;
Coller e Parker, 2005; Minshall et al., 2009; Nonhoff et al., 2007; Wilczynska et al., 2005).
Estas andlises foram feitas tanto em condi¢des de cultivo controle e também com a inducéo de
estresse, a fim de verificar o comportamento da proteina diante de diferentes cenérios de
atividade traducional. A partir dos experimentos realizados, constatou-se que DDX6 encontra-
se em granulos semelhantes a P-bodies em condi¢fes nédo-estressantes, apresentando uma
colocalizagdo parcial com Dcpla. Porém, cabe destacar que ha também a presenca de granulos
de DDX6 que ndo apresentam marcacao para Dcpla. Ja quando foi induzido o estresse, ela foi
observada tanto em P-bodies (identificados com a proteinas Dcpla), quanto em granulos de
estresse (identificados com a proteina TIA1). Além de DDX6, outras proteinas — como XRN1,
elF4E e TTP - ja foram caracterizadas como compartilhadas entre granulos de estresse e P-
bodies. Isso esta relacionado ao fato de que estas moléculas podem participar de diferentes
complexos e de que P-bodies e granulos de estresse sdo estruturas altamente dindmicas, 0s quais
interagem entre si e com outros elementos na célula, como polissomos (Brengues, Teixeira e
Parker, 2005; Kedersha et al., 2005).

A parada prematura da sintese proteica, com a desmontagem do polissomo e liberacao
das cadeias peptidicas, leva a um aumento na formacao de P-bodies. I1sso pode ser estimulado
com o uso de diferentes drogas, dentre as quais a puromicina (Eulalio et al., 2007). A fim de
verificar se o uso deste tipo de agente também estimula a formacéo de granulos de DDX6 em
hASCs, foi feito uso de um anélogo de puromicina (O-propargil-puromicina, OPP), o qual é
incorporado na cadeia polipeptidica nascente, provocando a parada prematura do processo
traducional. O uso deste anélogo foi feito para avaliacdo ndo apenas do efeito desta droga, mas

também para posterior localizacdo dos peptideos defeituosos produzidos (Liu et al., 2012). O
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interesse na localizacdo destes peptideos nascentes defeituosos proveio do fato de que estes
DRIPs podem ser direcionados para granulos de estresse, de onde sdo removidos e degradados
através da maquinaria de controle de qualidade de proteinas. Porém, o desbalango neste
processo de clearance de DRIPs pode levar a mudangas na dinamica do granulos, formando
estruturas aberrantes de dificil desmontagem, as quais se assemelham a inclusdes patoldgicas
observadas em doencas como a esclerose lateral amiotréfica (Ganassi et al., 2016).

Os resultados obtidos demonstraram que a utilizacdo de OPP levou a um aumento no
numero de granulos de DDX6 em hASCs, o que sugere que a formacdo destes granulos é
estimulada pela parada prematura da sintese proteica e liberacdo de moléculas RNAmM dos
polissomos. Em relacdo a marcacdo de DRIPs, Liu e colaboradores demonstraram que, em
células NIH 3T3, estes peptideos encontravam-se majoritariamente dispersos no citoplasma,
mas também foram observados no nucleo (Liu et al., 2012), um resultado compativel com o
obtido no presente trabalho em hASCs. Assim, é interessante notar que, apesar da formacao de
proteinas truncadas, o sinal de enderecamento (nuclear, por exemplo) é mantido pelo menos em
parte destes peptideos nascentes marcados com OPP. Quando foi feita a analise colocalizacao,
observou-se que os granulos que contém DDX6 em hASCs mantidas em meio controle possuem
DRIPs, mas que apenas uma pequena fracdo (13,8%) estaria enriquecida nestas estruturas.
Porém, como o citoplasma ndo tem uma distribuicdo homogénea de OPP, é possivel que este
percentual de enriquecimento esteja relacionado a esta distribuicdo aleatdria de DRIPs.

Quando comparamos com granulos de estresse (identificados pela marcacdo com TIAR)
formados a partir da incubacdo com arsenito, vemos que, nesta situacéo, foi possivel observar
por analise confocal uma maior concentracdo de DRIPs nas regides dos granulos e, por
quantificacdo, observou-se que 66,42% dos granulos estdo enriquecidos com estes peptideos.
Além disso, nesta mesma situacao de estresse, constatou-se que 41,99% dos granulos de DDX6
estavam enriquecidos em DRIPs. Assim, os resultados obtidos demonstram que em meio néao-
estressante e com a utilizacdo de OPP, houve um aumento no nimero de granulos de DDX6,
mas que ndo acumulam DRIPs. Quando este tratamento foi feito em conjunto com a inducéo
de estresse com arsenito de sddio, uma parte de DDX6 passou a compor granulos que acumulam
DRIPs, semelhantes a granulos de estresse.

E interessante notar que, no trabalho de Ganassi e colaboradores, foi constatado que o
enriquecimento de DRIPs em granulos de estresse ocorre apenas quando, além da inducéo do
estresse, o sistema de controle de qualidade de proteinas esta desregulado. Em nosso estudo,
por outro lado, observou-se que os granulos de estresse ja se tornaram enriquecidos em DRIPs

apenas com o tratamento com arsenito de sodio. Isso pode estar relacionado a um
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funcionamento distinto do sistema de controle de qualidade de proteinas entre células HelLa
(utilizada no estudo de Ganassi e colaboradores) e hASCs. Ou também devido a
particularidades dos protocolos utilizados. No trabalho de Ganassi e colaboradores, 0 estresse
foi induzido com a utilizacdo de MG132, um indutor de estresse por inibicdo do proteassomo
por 3 horas. J& no presente trabalho, foi utilizado arsenito de sodio, um indutor de estresse
oxidativo, por 30 minutos.

Desta forma, os resultados obtidos demonstraram que, em hASCs, DDXG6 € sintetizada
e localiza-se dispersa no citoplasma e também em estruturas granulares. Estes granulos
possuem caracteristicas semelhantes a P-bodies: sdo dependentes de RNA, colocalizam
parcialmente com Dcpla, aumentam de numero quando é feito tratamento com puromicina e
ndo acumulam DRIPs. Quando ha a reducdo da atividade traducional devido a inducdo de
estresse (com arsenito de s6dio), DDX6 passa a também estar presente em granulos de estresse.
Porém, destaca-se o fato de que alguns dos granulos de DDX6 observados tanto em condi¢des
controle quanto no estresse ndo apresentam marcacdo para Dcpla, que é um componente
caracteristico de P-bodies. Assim, é possivel que estas estruturas DDX6+Dcpla- representem
um outro tipo de granulo, ou algum estagio diferente maturacdo destes granulos de RNPm.
Diferentes grupos ja demonstraram que granulos de estresse e P-bodies sdo estruturas altamente
dindmicas, que interagem entre si e cuja composi¢do pode variar segundo o0 grau de maturagéo
(Buchan, Muhlrad e Parker, 2008; Kedersha et al., 2005).

As observacdes até entdo realizadas sugerem que, em hASCs, a helicase DDX6
participa de complexos dependentes de RNA e sua dinamica de distribuicdo muda em diferentes
contextos de atividade traducional. Os dados obtidos pelo sequenciamento do RNA total e
associado a polissomos demonstraram que ha uma importante regulacdo da expressao génica
nas primeiras 24 horas de inducdo adipogénica e osteogénica. Assim, a proxima etapa do
trabalho consistiu em verificar se esta mudanca na regulacdo da expressdo génica nas etapas
iniciais de diferenciacdo seria acompanhada por mudangas na dinamica de distribuicdo de
DDX6.

5.5. hASCs induzidas para adipogénese e osteogénese apresentam mudanca na localizacdo
de DDX6

Quando foi feita inducgéo para diferenciacdo adipogénica e osteogénica, houve mudanca
na quantidade de estruturas granulares contendo DDX6, embora ndo tenha sido observada

alteracdo significativa na abundancia de proteinas. Este resultado foi semelhante ao observado
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em células HeLa submetidas a estresse com arsenito, em que foi constatada uma mudanga na
distribuicdo da helicase, mas sem alteracéo significativa de sua abundancia (Ernoult-Lange et
al., 2012).

Os granulos observados ap6s 24 horas de inducdo para adipogénese e osteogénese sdo
dependentes de RNA, colocalizam parcialmente com Dcpla e ndo acumulam DRIPs,
semelhantemente aos observados em hASCs mantidas em meio ndo indutor. Desta forma, os
granulos observados em ambas as condicGes de diferenciagdo também apresentaram
caracteristicas semelhantes a P-bodies, 0s quais sdo normalmente caracterizados como ligados
a degradacdo do RNAm (Ayache et al., 2015; Chu e Rana, 2006; Coller e Parker, 2005;
Minshall et al., 2009), embora outros trabalhos tenham verificado que estas estruturas também
possam ter um papel de armazenamento (Arribere, Doudna e Gilbert, 2011; Brengues, Teixeira
e Parker, 2005; Chu e Rana, 2006). Interessantemente, em nosso trabalho, observou-se um
aumento de granulos contendo DDX6 em um cenério em que houve aumento de genes com
regulacdo positiva (osteogénese) e uma reducdo da abundancia destes granulos quando foi
identificada uma maior presenca de genes com regulacdo negativa (adipogénese).

Por outro lado, conforme descrito por Ernoult-Lange e colaboradores e conforme
sugerem os resultados obtidos no presente trabalho, a aglomeracéo de moléculas de DDX6 para
formagdo de estruturas granulares esta diretamente relacionada com a ligagdo proteina-RNA
(Ernoult-Lange et al., 2012). Assim, é possivel que a variacdo no estado de agregacdo de DDX6
e dos complexos a ela associados esteja relacionada a mudancas na disponibilidade de
transcritos. O fato de que a maioria dos genes diferencialmente expressos na adipogénese
tiveram regulagéo negativa (quando foi analisado o RNAm total) poderia levar a uma redugao
da disponibilidade de transcritos para ligacdo e agregacdo de DDX6. Ja na osteogénese, a maior
parte dos genes diferencialmente expressos tiveram aumento de expressdo, o que poderia
acarretar em um aumento na disponibilidade de moléculas de RNAm na célula, estimulando a
agregacdo de DDX6. Uma observacdo que reforca a hipotese de que os granulos observados
tém sua manutencdo mais dependente de interacdes RNA-proteina do que proteina-proteina é
o fato de que o tratamento com RNase A levou a desmontagem dos granulos de DD X6 em todas
as condigdes (ndo-induzido, adipogénese e osteogénese).

Além disso, Yang em colaboradores verificaram que células que estdo proliferando
possuem um aumento no tamanho, intensidade e quantidade de P-bodies (Yang et al., 2004).
Em trabalho publicado em 2013, Aizer e colaboradores demonstraram que ha um aumento do
namero de P-bodies em células humanas U20S ao longo da transicéo entre as fases G1, S e

G2, e que estes granulos desmontam quando a celula estd em mitose (Aizer et al., 2013). No
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presente trabalho, foi observado que durante as primeiras 24 horas de indugdo adipogénica, ha
uma reducdo na atividade proliferativa das hASCs com parada do ciclo celular em G1. Desta
forma, é possivel também que a reducdo do ndmero de granulos de DDX6 observados em
hASCs no inicio da adipogénese esteja relacionada com a parada do ciclo celular. Em relacéo
a osteogénese, em outro trabalho desenvolvido pelo grupo, ndo foi observada mudancga no perfil
proliferativo de hASCs (marcacdo com ki67) nas primeiras 24 horas de indugédo, embora tenha
sido constatado um aumento no namero de ndcleos ao longo do processo de diferenciacédo
(Robert et al., 2018). Neste trabalho de Robert e colaboradores, também néo foi realizada a
andlise do perfil de ciclo celular durante o inicio da osteogénese. Desta forma, uma investigacao
complementar neste sentido poderia auxiliar na compreensdo da possivel correlagdo entre a
progressdo do ciclo celular durante o inicio da diferenciacdo e o padrdo de distribuicdo de
DDX6. Além disso, seria importante que também fosse realizada a quantificacdo de granulos
contendo marcadores como Dcpla, a fim de que se pudesse verificar se a variacdo no nimero
de granulos estaria realmente relacionada a estruturas semelhantes a P-bodies ou a outro tipo
de granulo contendo DDX6.

Trabalhos anteriores também demonstraram que DDX6 € capaz de se associar a
polissomos, estando tanto relacionada com o aumento (Wang, Y. et al., 2015) quanto com a
reducdo da atividade traducional (Radhakrishnan et al., 2016; Sweet, Kovalak e Coller, 2012).
A fim de investigar uma possivel associacdo de DDX6 com complexos proteicos distintos e
possivelmente a polissomos, foi realizado o fracionamento por gradiente de sacarose de extratos
de hASCs néo induzidas ou tratadas com meio de diferenciacéo adipogénica e osteogénica por
24 horas, seguida da avaliacdo da presenca desta helicase em diferentes fracGes por Western
Blot. Os resultados obtidos demonstraram que, em hASCs ndo induzidas, DDX6 esta
majoritariamente presente na fracdo livre de polissomos, sendo também observada nas regides
gue comigram com monossomos/polissomos leves. Ja quando foi feita a inducdo para
diferenciacéo, houve um deslocamento de DDX6 da fracdo livre para as fracOes associadas a
monossomos/polissomos leves, o qual foi mais evidente na adipogénese. Estes resultados
sugerem que esta helicase associa-se a complexos com coeficientes de sedimentacao distintos
durante o inicio do processo de diferenciacdo e possivelmente a maquinaria traducional. Além
disso, a observacédo por imunofluorescéncia de que DDX6 esta presente em estrutura granulares
em hASCs levantou a hipotese de que esta proteina poderia associar-se a complexos maiores,
0s quais poderiam se depositar no fundo do gradiente de sacarose. Contudo, ndo foi observada
a presenca desta helicase nesta fragdo. Isto pode estar relacionado ao fato de que o coeficiente

de sedimentacdo destes complexos corresponda a uma comigracdo com fragcdes mais leves. Ou
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ainda, ha a possibilidade de que estas estruturas tenham baixa estabilidade e desmontem quando
submetidas ao processo de lise celular e ao gradiente de sacarose. Em trabalho publicado em
2013, lzumi e colaboradores demonstraram que em extratos de células 293T submetidos a
separacdo por gradiente de sacarose (5% a 65%), as proteinas caracteristicas de P-bodies
concentram-se nas fragfes mais leves (1 a 5, de um total de 19) (lzumi et al., 2013),
semelhantemente ao observado no presente estudo com hASCs.

Por outro lado, conforme descrito, foi observada uma pequena variacdo no coeficiente
de sedimentacio de DDX6 em diferentes condicdes de inducéo para diferenciacéo. E possivel
que a variacdo na quantidade de granulos e no coeficiente de sedimentacdo dos complexos
associados a DDX6 durante a adipogénese e a osteogénese esteja relacionada a associacao desta
helicase com complexos proteicos e RNAm diferentes, o que sugere também uma participacéo
desta helicase nestes processos de diferenciacdo de hASCs. Para caracterizar melhor o conte(ldo
proteico e de RNA dos complexos associados a DDX6, optou-se pela realizagédo de isolamento
destes complexos (através de coimunoprecipitacdo) e analise por espectrometria de massas e

sequenciamento de RNA.

5.6. Anélise do contetido de complexos associados a DDX6 em hASCs apds 24 horas de

adipogénese e de osteogénese

Em trabalho publicado em 2015, Wang e colaboradores observaram que, em
progenitores epidermais, a proteina DDX6 participa de complexos (contendo YBX1 e elF4E)
que se ligam a genes relacionados a ciclo celular/proliferacdo e da manutencéo do estado de
stemness, aumentando a sua tradugéo. Por outro lado, DDX6 em associagdo com EDC3 se liga
ao RNAm de genes associados a diferenciacao epidermal, reduzindo sua estabilidade. Quando
estas células entram em um processo de diferenciacdo, hd uma reducdo da expressdo de DDX®,
levando a diminuicdo da expressdo de genes de proliferacdo, ciclo celular e stemness, e aumento
de transcritos relacionados a diferenciacdo (Wang, Y. et al., 2015). J& Nicklas e colaboradores
demonstraram que em células-tronco neurais, DDX6 inibe a proliferacdo e estimula a
neurogénese (Nicklas et al., 2015). Assim, foi levantada a possibilidade de que DDX6 também
possa atuar na regulacdo da atividade proliferativa e de diferenciagdo em hASCs durante a
adipogénese e a osteogénese.

A fim de investigar a composicédo proteica e de RNA associada a DDX6 em hASCs
tanto em seu estado de stemness quanto induzidas para diferenciacdo, foi utilizada a técnica de

coimunoprecipitacdo padronizada neste trabalho. A anélise foi feita com hASCs mantidas em
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meio ndo indutor e tratadas com meio de diferenciagdo adipogénica e osteogénica por 24 horas.
Foi realizada a imunoprecipitacdo de um total de quatro réplicas: duas bioldgicas e duas
técnicas. As réplicas biologicas foram feitas utilizando-se células de dois doadores diferentes.
Isso foi realizado para que possam ser identificados quais eventos estdo relacionados aos
complexos associados a DDX6 de uma forma geral e quais s&o apenas eventos individuais
especificos das células isoladas de um doador em particular. Além disso, foram feitas duas
réplicas técnicas de cada experimento, ou seja, a imunoprecipitacdo foi realizada duas vezes
com as células de cada doador. Optou-se por esta estratégia, levando-se em consideracédo que
os complexos de RNPm sdo estruturas altamente dindmicas. Assim, a realizacdo das réplicas
técnicas aumenta a cobertura de analise e também fornece uma ideia melhor de eventos gerais
e especificos de uma preparacdo individual. Além das imunoprecipitacbes, também foi
preparado para analise o eluido das beads magnéticas utilizadas na etapa de pré-limpeza. O
objetivo da realizacdo deste controle foi identificar proteinas e RNAs que se ligam
inespecificamente as beads e realizar uma filtragem dos dados da imunoprecipitacdo, a fim de
gue se pudesse obter uma lista mais especifica de elementos que realmente participam de
complexos associados a DDX6.

As quatro réplicas de amostras de RNA (da imunoprecipitacdo de DDX6 e da pré-
limpeza) foram preparadas para analise por sequenciamento. Porém, obteve-se uma baixa
guantidade de material em todas as amostras, principalmente nas preparacdes dos controles de
pré-limpeza. Em relacdo as amostras de pré-limpeza, isso pode estar relacionado ao fato de que
a quantidade de RNA que se ligou inespecificamente as beads magnéticas foi muito baixa,
resultando na obtencdo de uma baixa quantidade de material ao final do processo. Quanto as
amostras de coimunoprecipitacdo, também se obteve uma baixa concentracdo de biblioteca, o
gue também pode ser devido a uma pequena quantidade de RNA inicial. Isso pode estar
relacionado a dificuldade de manutencdo da associacdo entre RNA e proteinas e a degradacédo
do RNA durante o processo de imunoprecipitacdo, apesar de terem sido utilizados inibidores
de RNase. Mas, apesar de ter sido obtida uma baixa quantidade de material, trés réplicas de
imunoprecipitacdo e uma de pré-limpeza puderam ser submetidas ao sequenciamento. Uma vez
que os dados tenham sido obtidos, sera feita primeiramente uma analise para identificagdo dos
RNAs que se associam aos complexos de DDX6 em cada uma das condi¢Ges. Em seguida, 0s
dados obtidos serdo comparados com os resultados de sequenciamento de RNAm total e
associado as fracbes monossomal e polissomal, a fim de melhor compreender a interacao estre
estas estruturas e seu papel na manutencdo do estado de célula-tronco (stemness) e nas

diferenciac6es adipogénica e osteogénica.
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A partir dos dados obtidos pela analise por espectrometria de massas, foram obtidas 348
proteinas. Todas as proteinas identificadas com pelo menos 1 peptideo Unico nas amostras de
pré-limpeza foram removidas das listagens de moléculas encontradas nas amostras de
coimunoprecipitacdo. O objetivo desta filtragem foi remover as proteinas que podem ter sido
identificadas na coimunoprecipitagdo ndo por se associarem a DDX6, mas por terem se ligado
inespecificamente as beads magnéticas. Por outro lado, nos dados de coimunoprecipitacao, foi
exigido que pelo menos em umas das amostras fossem identificados pelo menos 2 peptideos
unicos para que uma proteina fosse confirmada como presente. Estes processos de filtragem
foram realizados a fim de reduzir a probabilidade de identificacdo incorreta de proteinas como
associadas a DDX6. Apo6s todo este processo de filtragem, obteve-se uma listagem final de
apenas 144 proteinas, dentre as quais estdo diversas moléculas ja caracterizadas como sendo
parceiros de DDX6. Dentre estas, estdo proteinas como Dcpla, EDC3, IGF2BP2, LSM14A,
LSM14B, MOV10, STAUL e UPF1, que j& foram caracterizadas como presentes em P-bodies
(Eulalio et al., 2007; Hubstenberger et al., 2017; Kedersha et al., 2005). Por outro lado, foram
também observadas diversas proteinas ribossomais, as quais ndo sdo encontradas enriquecidas
nestas estruturas (Decker e Parker, 2012; Hubstenberger et al., 2017). Assim, os resultados
obtidos sugerem que o protocolo de imunoprecipitacdo realizado permitiu o isolamento de
complexos associados a DDX6 encontrados em estruturas granulares e possivelmente também
dispersos no citoplasma.

Entre as proteinas identificadas na imunoprecipitacdo de DDX6 estdo diferentes tipos
de miosinas e de proteinas de citoesqueleto, como actina e tubulina. A obtencdo de miosinas
em amostras de coimunoprecipitacdo de DDX6 (Ayache et al., 2015) e de isolamento de P-
bodies (Hubstenberger et al., 2017) ja foi previamente descrita. Em trabalho publicado em
2017, Hubstenberger e colaboradores demostraram a identificacdo de miosinas juntamente com
P-bodies purificados e a colocalizacdo de MYO6 com estas estruturas granulares, sugerindo
que estas proteinas poderiam ser responsaveis pela conexdo entre P-bodies e o citoesqueleto
(Hubstenberger et al., 2017).

Ao ser feita a analise de agrupamento entre as diferentes amostras, observou-se que 0s
primeiros agrupamentos tiveram como base as réplicas técnicas e bioldgicas. Este resultado
demonstra que as variacbes observadas entre 0s grupos estavam mais relacionadas a
particularidades de cada experimento e de cada doador de hASCs e ndo as diferentes condicdes
de cultivo. Cabe destacar que, ao observar o heatmap gerado, foi possivel notar que o padrédo
de enriquecimento entre as diferentes réplicas e condi¢Ges foi bastante semelhante de uma

maneira geral. Ao realizar a analise de ontologia génica destas proteinas, observou-se 0
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enriquecimento de diversas proteinas que participam do ciclo de vida do RNAmM, como
traducdo, associagdo a complexos de ribonucleoproteinas, localizagdo e degradacdo. Além
disso, a analise de mapa de interacGes proteina-proteina demonstrou que dados prévios da
literatura e de bancos de dados confirmam que diversas proteinas identificadas por
coimunoprecipitacdo com DDX6 interagem entre si através de reacGes de ligacdo, o que reforca
a especificidade dos dados obtidos. Desta forma, as observagoes feitas sugerem que a helicase
DDX®6 se associa direta ou indiretamente a diversas proteinas que participam do ciclo de vida
do RNAmM em hASCs, sendo que a composicdo do contetdo proteico destes complexos se
mantém quando é feita a indugdo para diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas.
Porém, cabe lembrar que a coimunoprecipitacdo realizada envolveu a identificacdo de
complexos associados a DDX6 localizados tanto em granulos quanto dispersos no citoplasma.
Assim, uma analise subsequente em que seja possivel analisar estas formacdes em separado,
poderia trazer mais informacdes sobre dindmica destas estruturas tanto em hASCs néo
induzidas quanto apos o disparo da diferenciacao.

Em seguida, foi feita analise estatistica para identificacdo de proteinas que tiveram
enriquecimento diferencial na associacdo com DDX6 em hASCs submetidas a diferentes
condicBes de cultivo. Através desta avaliacdo foram identificadas as proteinas FAMO98A,
U2AF1, MVP, PRUNEZ2, RPN2 e ELAVL1.

U2AF1 é uma RBP que participa da maquinaria de splicing, auxiliando na interacdo
entre a particula ribonucleoproteica nuclear pequena U2 e o pré-RNAm (Wu et al., 1999). A
presenca de mutacBes nesta proteina ja foi correlacionada com a ocorréncia de diferentes tipos
de mielodisplasias (Yoshida et al., 2011). Além disso, a associacdo de DDX6 com proteinas da
maquinaria de splicing ja foi previamente descrita (Ayache et al., 2015), sugerindo que o
protocolo obtido pode possivelmente permitir o isolamento de complexos associados a
estruturas que atuam no ndcleo da célula. A proteina FAM98A, por sua vez, possui dominios
de baixa complexidade na sua regido C-terminal, e j& foi observada a sua presenca em granulos
de estresse, mas nao em P-bodies (Ozeki et al., 2018). Além disso, também ja foi demonstrado
gue ela se associa a proteinas como ATXN2, ATXN2L, DDX1 e NUFIP2 (Ozeki et al., 2018),
as quais também estavam presentes nos complexos de DDX6 identificados no presente trabalho.

A MVP (Major Vault Protein) forma uma estrutura proteica em formato de barril
encontrada no citoplasma celular chamada de vault (bat). Em trabalho publicado em 2016,
Das e colaboradores demonstraram que MVP possui um importante papel na via de sinalizacdo
de crescimento/sobrevivéncia de células de musculo liso de vias aéreas, atraves de modificacGes

oxidativas, como a adicdo de glutationa. A S-glutationilacdo poderia ser estimulada por
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mecanismos como a reducdo da expresséo de glutatioredoxina-1 (GLRX) e tioredoxina (TXN).
Assim, os autores sugerem que a adi¢do de glutationa a proteina MVP estimularia a associagdo
com a miosina-9 e levaria a um aumento da protecdo contra morte celular (Das et al., 2016).

Na imunoprecipitacdo realizada no presente trabalho, destaca-se que também foi isolada
miosina 9 (MYH9), a qual foi umas das proteinas identificadas com maior sinal. Assim, uma das
hip6teses levantadas, seria de que a presenca de MVP nos complexos associados a DDX6 possa
se dar através desta proteina. Ao analisar os dados de sequenciamento de RNA total e polissomal
de hASCs induzidas para osteogénese por 24 horas, observou-se um aumento da expressao de
GLRX, que atua reduzindo a glutationilacdo. Além disso, a S-glutationilagdo de proteinas pode
ser estimulada por um aumento da expressdo espécies reativas de oxigénio (ROS) (Sakai et al.,
2012). Diferentes trabalhos demonstraram que a producdo de ROS inibe a diferenciacdo
osteogénica (Lin et al., 2017). Assim, uma das hipoteses levantadas é que este cenario leve a
reducdo da glutationilacdo de MVP durante o inicio da osteogénese, reduzindo a sua interacéo
com a miosina-9 e a uma menor associagao com os complexos ligados a DDXG6.

Ja na adipogénese, também foi observado um aumento na expressao de GLRX nas
primeiras 24 horas de inducao adipogénica. Porem, também ja foi demonstrado que também héa
um aumento da producdo de ROS durante o inicio da adipogénese (Drehmer et al., 2016; Wang,
W. et al., 2015). Desta forma, pode-se sugerir que este contexto favoreca a manutengdo da
glutationilacdo de MVP e, consequentemente, a ligacdo com a miosina-9 e a associa¢cao com 0s
complexos de DDX6.

A identificagdo de que MVP participaria de complexos de DDX6 em hASCs e de que
esta associacdo passa por mudancas quando as células sdo induzidas para a osteogénese sugere
uma possivel participacdo desta proteina neste processo, podendo envolver modificacfes pds-
traducionais (como a S-glutationilacdo) e de localizacdo. A proteina MVP possui um importante
papel na regulacdo de crescimento/sobrevivéncia celular, funcionando como um intermediario
das vias de sinalizacdo STAT3 e Akt (Das et al., 2016); e participa da regulacdo da expressao
génica durante a resposta pro-inflamatoria, atuando em conjunto com C/EBP-B (Peng et al.,
2016).

Outra proteina identificada como diferencialmente associada aos complexos de DDX6
na osteogénese foi PRUNEZ2, também chamada de BMCCL1. Esta proteina ja foi descrita como
expressa em diferentes 6rgéos, principalmente em tecidos epiteliais e neuronais, e, em células
de neuroblastoma, induz a apoptose ao interagir com a via AKT (Tatsumi et al., 2015).
Trabalhos anteriores demonstraram que a ativagdo da via de sinalizagdo AKT estimula a

diferenciacdo osteogénica (Baker, Sohn e Tuan, 2015; Mukherjee e Rotwein, 2009).
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Interessantemente, a superexpressdo de PRUNE2 reduz a fosforilagdo de AKT e atenua a
atividade anti-apoptotica desta via (Tatsumi et al., 2015), enquanto que o silenciamento de
MVP tem um efeito semelhante (Das et al., 2016). E, no presente trabalho, identificou-se um
enriquecimento de PRUNE2 com os complexos de DDX6, enquanto que MVP teve reducdo na
associacdo com estas estruturas. Uma investigacdo subsequente envolvendo a analise de
possiveis modificacdes pds-traducionais, de localizacdo e de atividade - por silenciamento ou
uso de inibidores - destas proteinas poderia elucidar melhor sua atuacdo em hASCs, a relacao
com os complexos associados a DDX6 e avaliar uma possivel participacdo no processo de
diferenciagéo.

Outra proteina identificada como diferencialmente associada aos complexos de DDX6
na diferenciacdo e que tem sua atividade regulada por S-glutationilacdo é RPN2 (riboforina-2),
a qual faz parte da subunidade regulatoria do proteassomo (19S). A adicdo de glutationa em
residuos de cisteina de RPN2 leva a reducéo da atividade do proteassomo (Zmijewski, Banerjee
e Abraham, 2009). Além disso, esta proteina também ja foi observada em diferentes tipos de
cancer (Fujiwara et al., 2014; Ono et al., 2015; Zhou et al., 2018), atuando na regulacdo da
atividade proliferativa e migratoria (Fujiwara et al., 2014; Zhou et al., 2018). Em células de
cancer colorretal, a inibi¢do da expressao de RPN2 através da superexpressao de miR-128 levou
a inibicdo da fosforilacdo de AKT, a reducdo da expressdo de ciclina D1 e aumento de p53
(Zhou et al., 2018).

JaELAVL1 (também conhecida com HuR) € uma RBP, com afinidade por regides ricas
em U ou em AU (AU-rich elements, elementos ricos em AU, ARES) na regido 3’-UTR. Além
disso, também ja foi demonstrada a sua capacidade de se ligar a regido 5’-UTR e a pré-RNAm
(Srikantan, Tominaga e Gorospe, 2012). A ligacdo de HuR pode levar a um aumento da
estabilidade dos transcritos alvo, ao inibir a repressdo por microRNAs (Kundu et al., 2012).
Figueroa e colaboradores demonstraram que HUR possui um importante papel na diferenciacéo
muscular de células C2C12, tendo como alvos tanto transcritos relacionados a diferenciacdo
miogénica (como os reguladores transcricionais MyoD e miogenina) quanto a parada do ciclo
celular (p21/CDKN1A) (Figueroa et al., 2003). Em trabalho publicado em 2018, McDermott e
colaboradores demonstraram que o silenciamento de HUR em células-tronco mesenquimais de
medula dssea leva a uma reducdo da diferenciacdo osteogénica, embora ndo afete a
diferenciacdo adipogénica (McDermott et al., 2018).

A associagdo de ELAVL1 com complexos contendo DDX6 ja foi previamente
demonstrada (Ayache et al., 2015). No presente trabalho, observou-se que, durante a

adipogénese, ha a reducdo da presenca desta proteina na coimunoprecipitacdo com DDXG.
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Além disso, ao analisar os dados de sequenciamento de RNA, foi observado um aumento da
abundéancia do transcrito de CDKNZ1A tanto no RNAm total, quanto associado a polissomos na
adipogénese, sendo que 0 mesmo nao ocorre na osteogénese. Isto poderia estar relacionado a
uma possivel mudanca de distribuicdo de ELAVL1, associando-se a complexos diferentes e
aumentando a estabilidade do RNAm de CDKN1A.

Conforme abordado anteriormente, a helicase DDX6 pode desempenhar fungdes
distintas dependendo dos complexos aos quais se associa. Portanto, o enriquecimento
diferencial destas proteinas nos complexos associados a DDX6 podem estar relacionados a
formagéo de estruturas com funcgdes diferentes nas hASCs induzidas para adipogénese e
osteogénese, as quais podem influenciar no ciclo de vida do RNAm e auxiliar na regulacéo da
expressao génica nestes processos. Estudos complementares para confirmacéo desta associacdo
diferencial e a analise do papel destes complexos com composi¢des distintas poderao fornecer
mais informagdes sobre os mecanismos envolvidos no controle deste balanco entre a
manutencdo do estado de stemness e o inicio da diferenciacéo.

Os resultados até entdo obtidos demonstraram que a transicdo entre o estado
indiferenciado e o inicio do processo de diferenciacdo adipogénica e osteogénica em hASCs
envolve uma série de mudancas moleculares e fenotipicas. Na adipogénese, observou-se que ha
uma reducdo da atividade proliferativa, com parada do ciclo celular em G1, um processo que
ocorre DEPTOR-independente e que parece ser regulado pelo controle da abundancia de
transcritos relacionados a ciclo celular e proliferacdo. Os resultados obtidos e as informacdes
levantadas na literatura sugerem que este cenario pode estar relacionado a redistribuicdo de
DDX6 no citoplasma da célula, reduzindo a sua agregacao e diminuindo o nimero de estruturas
granulares contendo esta proteina (Figura 5.1). Ja na osteogénese, foi observado um predominio
de genes com aumento de expressdo e dados da literatura sugerem que as células mantém a
continuidade do ciclo celular durante este processo. Este cenario, portanto, também poderia
estar relacionado a redistribuicdo de DDX6, sendo que a maior disponibilidade de transcritos e
a presenca de uma maior quantidade de células transitando entre as fases G1, S e G2 poderia
favorecer a agregacdo de DDX6 (Figura 5.1).

As observag0es realizadas no presente trabalho representam, portanto, mais um passo
na compreensdo dos mecanismos que regulam o comportamento de hASCs tanto mantidas no
seu estado indiferenciado, quando durante as primeiras etapas de diferenciacdo adipogénica e
osteogénica. A continuidade dos estudos para analise das hipéteses levantadas podera ampliar
ainda mais este conhecimento, a fim de que cada vez mais o potencial uso destas células tanto

em pesquisas quanto na medicina regenerativa possa ser aproveitado.
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Observacgoes realizadas no

presente trabalho Hipoteses

- Ciclo celular: ativo

- Granulos de DDX6: média de
11 por célula

Nao-induzido

- Ciclo celular: parada em G1

- Predominio de genes
regulados negativamente apds
a inducgdo

Adipogénese

- Granulos de DDX6: média de
4 por célula

- Ciclo celular: ativo*

- Predominio de genes
regulados positivamente apoés a
indugao

Osteogénese

- Granulos de DDX6: média de
22 por célula

1
L . . . .
(=] s ) Célula com ciclo celular ativo w RNAm associado a complexos contendo DDX6
: L . ) ﬁe(‘ﬂ””{ ) .
o s ) Célula com parada no ciclo celular +—o—o’ Polissomo associado a complexos contendo DDX6

o
o9 Granulos de RNPm contendo DDX6 Granulo de RNPm contendo DDX6

iy
Figura5.1. Perfil de expressao génica e comportamento de DDX6 em hASCs mantidas em meio
nado indutor e induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas. As observagdes realizadas
no presente trabalho demonstraram que, nas primeiras 24 horas de inducéo adipogénica e osteogénica,
as hASCs passam por mudancas em relacdo ao seu perfil de proliferacdo/ciclo celular e a expresséo
génica. Na adipogénese, houve predominio de genes regulados negativamente, incluindo diversos
transcritos relacionados a proliferacdo/ciclo celular, que esteve correlacionada com uma parada de
ciclo celular em G1. Com base nestas informag@es e em dados da literatura, levantou-se a hip6tese de
que este cenario possa levar a reducdo no nimero de granulos contendo DDX6 devido & redugéo no
namero de ceélulas ciclando entre as fase G1-S-G2 e/ou devido a menor disponibilidade e interacdo
com moléculas de RNAm, levando a reducgdo da agregacéao de complexos contendo esta helicase. Ja
na osteogénese, foi observada a predominéncia de genes com regulagdo positiva. Além disso, dados
da literatura sugerem que as células induzidas para osteogénese mantém seu ciclo celular ativo e
continuam proliferando (Robert et al., 2018). Desta forma, a hipotese levantada é que este cenario
leve & continuacdo ou ao aumento do nimero de celulas transitando entre as fase G1-S-G2 e ao
aumento da interacdo RNA-proteina, favorecendo a agregacéo de complexos contendo DDX6. * A
analise do perfil de ciclo celular de hASCs induzidas para osteogénese ndo foi realizada no presente
trabalho, sendo que esta hipotese foi levantada com base em dados da literatura.
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6. CONCLUSOES

- hASCs induzidas para osteogénese por 24 horas apresentaram regulacao da expressdo génica
tanto em nivel de RNAm total quanto associado a polissomos, sendo que a maior parte dos

genes diferencialmente expressos tiveram regulagao positiva.

- Entre os genes diferencialmente expressos em hASCs ap0s 24 horas de inducdo para
osteogénese, estdo transcritos relacionados ao desenvolvimento, motilidade e migracéo, porém
ndo foi observada uma expressao diferencial consistente de genes relacionados especificamente

com a diferenciagéo osteogénica.

- hASCs induzidas para adipogénese por 24 horas também apresentaram regulacdo da expressao
génica tanto em nivel de RNAm total quanto associado a polissomos, sendo que a maior parte

dos genes diferencialmente expressos tiveram regulagéo negativa.

- Entre os genes diferencialmente expressos em hASCs apds 24 horas de inducdo para
adipogénese, estavam transcritos relacionados a diferenciacdo adipogénica e ao metabolismo
de lipideos. Isto sugere que, seguindo os protocolos de diferenciacao utilizados neste trabalho,
0 comprometimento com a diferenciacdo adipogénica ocorre mais precocemente do que com a

osteogénica em hASCs.

- Entre os genes com regulacdo negativa ap6s 24 horas de inducdo para adipogénese, estavam
transcritos relacionados com proliferacéo e ciclo celular. Esta mudanca na expressao génica foi
correlacionada com uma reducdo na atividade proliferativa das hASCs, com parada do ciclo
celular em G1. Os resultados obtidos sugerem que este processo ocorreria por uma via
independente de DEPTOR e estaria correlacionado a uma diminuigdo na abundancia de

transcritos.

- A helicase DDX6 € expressa em hASCs, sendo observada tanto dispersa no citoplasma quanto
concentrada em granulos. Estes granulos apresentaram composicdo e comportamento
semelhante a P-bodies, uma vez que eram dependentes de RNA, colocalizaram parcialmente
com Dcpla e apresentaram aumento de quantidade quando as células foram submetidas a

tratamento com um analogo de puromicina.
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- Em hASCs, DDX6 associou-se a complexos de proteinas que participam da regulacédo do ciclo
de vida do RNAmM. A composicao destes complexos permaneceu bastante semelhante quando
as celulas foram induzidas para adipogénese ou para osteogénese por 24 horas. Dentre as
proteinas com enriquecimento diferencial nestes complexos estavam ELAVL1, MVP,
PRUNE2, RPN2, FAMO98A e U2AF1.

- Quando as hASCs foram induzidas para diferenciacdo adipogénica e osteogénica por 24 horas,
houve alteracdo no padrao de distribuicdo de DDX6, sem que houvesse mudanca na abundancia
desta proteina. Na adipogénese houve uma reducgdo no nimero de granulos por célula, enquanto
gue na osteogénese houve um aumento. Esta variacdo no padréo de distribuicdo pode estar
relacionada a mudanca no perfil de ciclo celular e na regulacdo diferencial da expressao génica
nestes processos. Isto poderia levar a uma mudanca na disponibilidade de transcritos que se

associam aos complexos DDXG6, estimulando ou reduzindo a agregacao.
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ABSTRACT

In the adult organism, the adipogenic and osteogenic stem cell differentiation processes
are essential for the maintenance of tissue homeostasis, and an imbalance between these
pathways is related to diverse diseases. To identify and determine the regulation of genes
involved in triggering the differentiation process, we treated human adipose-derived stem cells
(hASCs) with control, adipogenic and osteogenic induction media for 24 h and then sequenced
the different RNA fractions (total, ribosome-free, monosomal and polysomal). In our previous
study, we published data showing differentially expressed genes during early adipogenesis and
osteogenesis and explored the transcriptional and post-transcriptional mechanisms involved in
these processes, demonstrating the potential of the dataset obtained in this study. Herein, we
demonstrate the experimental design, detailed methodology and data validation. Analyses of
the dynamics and enrichment of transcripts in different RNA fractions provides an important
resource for understanding the molecular mechanisms involved in the onset of adipogenic and
osteogenic differentiation. It also establishes a background for future characterization of the
transcriptional and post-transcriptional regulation of different cell types.

BACKGROUND

Human adipose-derived stem cells (hASCs) were first described by Zuk et al. as
multipotent stem cells derived from mesodermal origin that can be isolated from tissue that is
typically discarded after liposuction surgery 1,2. The protocol for hASC isolation is considered
simple and efficient; the tissue is enzymatically digested, centrifuged and incubated with
hemolytic buffer, and hASCs are selected based on their ability to adhere to plastic 1,3,4.
Moreover, liposuction surgery is considered a well-tolerated and safe procedure, which are
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important features for future applications in medicine 3. Adipocytes and osteocytes are among
the phenotypes obtained from hASCs 2. Studies have demonstrated the factors and pathways
that stimulate osteogenesis inhibit adipogenesis. Conversely, adipogenic induction leads to
osteogenic inhibition 5,6. In an organism, the imbalance between adipogenesis and
osteogenesis in the bone marrow leads to different diseases, highlighting the importance of
understanding the mechanisms involved in these differentiation pathways 7.

We previously analyzed the gene expression of hASCs undergoing adipogenesis
induction for 72 h by polysome and ribosome profiling 8,9, 72 h is considered the minimum
induction period for commitment to adipogenesis 9. Both approaches have shown that post-
transcriptional mechanisms have an important role during early adipogenesis. Furthermore,
using a methionine incorporation assay, we also demonstrated that adipogenic-induced hASCs
had reduced translational activity when compared to non-induced cells, a difference that could
be observed as early as after 12 h of treatment 8.

To further understand the initial steps involved in triggering the differentiation process, we used
RNA-Seq to analyze gene expression in hASCs during the first 24 h of adipogenesis and
osteogenesis. To evaluate the transcriptional and post-transcriptional regulation involved in
these processes, we utilized total RNA-Seq and polysome profiling methodology 10 (and
Marcon et al, under revision). Using sucrose density gradient and ultracentrifugation, cell
lysates can be separated into fractions containing ribosome-free, monosome-associated and
polysome-associated RNAs according to the sedimentation rates of these structures. The
absorbance of RNA (254 nm) along the gradient is recorded and yields a profile that identifies
peaks corresponding to fractions enriched in the 40S, 60S and 80S subunits and polysomes that
contain more than one ribosomal unit 9,11. Variations in the protein synthesis activity of the
cell lead to changes in the polysome profile, with mRNAs shifting among fractions according
to their translational status and transcript features 12,13. Analysis of the mRNAs associated
with different regions of the polysomal gradient may show the dynamics of gene expression
regulation under different cell conditions.

Notably, our analysis of total, monosome- and polysome-bound RNA from hASCs undergoing
adipogenesis induction for 24 h revealed a strong downregulation of genes related to the cell
cycle and proliferation that was mainly related to the regulation of mMRNA abundance (Marcon
et al., under revision). Moreover, in the first 24 h of adipogenic treatment in hASCs, an
upregulation of genes related to the differentiation process was already observable (Marcon et
al., under revision). Unlike adipogenesis, our data showed that after 24 h of only osteogenic
induction, a minor change in gene regulation related to osteogenesis occurred. In this early step,
gene regulation was related to the maintenance of cell processes, such as proliferation and
adhesion, that are necessary at 21 days of induction for osteogenic commitment 10. Detailed
data regarding the accomplishments of this study, including the process workflow,
methodology applied, data obtained and technical validation, are shown (Figure 1). This
information may be useful for future studies on triggering hASC differentiation processes and
provide a foundation for new analyses of gene regulation in different cells and processes.

METHODS
Isolation, characterization, culture and differentiation of human hASC.

hASCs were isolated from adipose tissue obtained from three healthy female donors (27, 32
and 44 years old) that underwent liposuction surgery. This study was performed in accordance
with the guidelines for research involving human subjects and with approval from the Ethics
Committee of Fundacdo Oswaldo Cruz, Brazil (CAAE: 48374715.8.0000.5248). hASCs were
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isolated, characterized and cultivated as previously described 10. These methods are expanded
versions of descriptions in our related work10. First, 200 mL of adipose tissue was washed with
1 L of sterile phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) and
digested with 0.4 mg/mL collagenase type | (Gibco Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) diluted
in PBS for 30 min at 37 °C and 5% CO2 under constant shaking. After the incubation period,
the shaking was halted, and the cell suspension was allowed to stand for 5 minutes to separate
the lipid-enriched phase (upper). The bottom phase was collected and filtered through a 100-
pum mesh filter (BD Bioscience). The cell suspension obtained was centrifuged (10 min, 950 x
g, 8°C), and the supernatant was discarded. The cell pellet was resuspended and treated with
hemolysis buffer (0.83% ammonium chloride, 0.1% sodium bicarbonate and 0.004% EDTA)
for 10 min to remove erythrocytes. After centrifugation (150 x g, 10 min, 8° C), the supernatant
was discarded, and the cell pellet was resuspended in PBS and filtered through a 40-pum mesh
filter (BD Bioscience). After centrifugation (350 x g, 10 min, 8°C), the supernatant was
discarded, and the cells were plated at a density of 1x105 cells/cm2 in T75 culture flasks in
DMEM supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 units/ml) and
streptomycin (100 pg/ml). The flasks were incubated in a humidified incubator at 37 °C and 5
% CO2. The culture medium was changed twice a week until the hASC cultures were 80-90%
confluent, at which point the cells were trypsinized and expanded. All tests were performed
with cell passaged 4 to 6 times.

Cell characterization was performed according to the minimal criteria for defining
mesenchymal stem cells as established by the International Society for Cellular Therapy. First,
cells were detached using trypsin-EDTA and incubated in blocking solution (1% bovine serum
albumin (BSA) diluted in PBS) at 4 °C for one hour. The cells were then incubated for one
more hour at 4°C in the dark with the following antibodies (diluted in blocking solution): FITC-
conjugated anti-human CD90 (Thyl), CD34, CD31 and CD19; APC-conjugated anti-human
CD73; and PE-conjugated anti-human CD45, HLA-DR, CD117 and CD11b. Mouse IgG
antibodies (FITC, APC, PE) were used as negative controls. After incubation, the cells were
washed once with PBS, and the data were acquired on a FACSCanto Il instrument (Becton
Dickinson). For each sample, at least 10,000 events were collected and analyzed with FlowJo®
v.10 software (Flowjo, LLC).

For adipogenic and osteogenic differentiation, hASCs were treated with hMSC Adipogenic
Differentiation Medium (hMSC Adipogenic BulletKit, Lonza) or hMSC Osteogenic
Differentiation Medium (hMSC Osteogenic BulletKit, Lonza), respectively, according to the
manufacturer’s instructions. Adipogenic differentiation was induced by cycles of treatment for
3 days with induction medium and 3-4 days of maintenance over a total of 28 days. The
induction medium consisted of basal medium plus the adipogenic inducers indomethacin,
insulin, dexamethasone and IBMX. Osteogenic differentiation was induced with medium
containing B-glycerophosphate, ascorbic acid and dexamethasone over 21 days. The medium
was replaced every 3—4 days. The efficiencies of adipogenic and osteogenic differentiation were
determined by assessing the cytoplasmic accumulation of triglycerides with AdipoRed™ Assay
Reagent (Lonza) or the mineralized extracellular matrix using the Osteolmage™ Mineralization
Assay (Lonza), respectively.

Sucrose density gradient separation and RNA purification.

Polysomal fractions were prepared as previously described 10. These methods are expanded
versions of descriptions in our related work10. First, hASC cultures at 60-70% of confluence
were either induced to osteogenic (OST) or adipogenic (ADI) differentiation or kept in
maintenance medium (CT - control) for 24 h. The cells were then treated with 0.1 mg/ml
cycloheximide (Sigma Aldrich - St. Louis, MO, EUA) diluted in culture medium for 10 min at
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37 °C. Cells were detached with trypsin and then centrifuged (700 x g, 5 min, 8 °C), and the
resulting cell pellets were washed twice in 0.1 mg/ml cycloheximide diluted in PBS. After
centrifugation (700 x g, 5 min, 8 °C), the cell pellet was resuspended in lysis buffer (15 mM
Tris HCI (pH 7.4), 15 mM MgCI2, 300 mM NacCl, 100 pg/mL cycloheximide, 1% Triton X-
100) and incubated for 10 min on ice. The cell lysates were centrifuged (12000 x g, 10 min, 4
°C), and the supernatants were carefully isolated and loaded onto 10 to 50 % sucrose gradients
(BioComp Model 108 Gradient Master ver. 5.3). Gradients were subjected to
ultracentrifugation (150000 x g, SW40 rotor, HIMAC CP80WX HITACHI, 160 min, 4 °C) and
then fractionated with the ISCO gradient fractionation system (ISCO Model 160 Gradient
Former Foxy Jr. Fraction Collector) connected to a UV detector to monitor absorbance at 254
nm. The polysome profile was recorded.

The ribosome-free, monosome-associated and polysome-associated RNA fractions as well as
the total RNA were extracted using the Direct-zol™ RNA MiniPrep kit (Zymo Research)
according to the manufacturer’s instructions.

cDNA library construction

In total, 1 pg of RNA from three independent biological sample replicates of each condition
(ribosome-free, monosome-associated, polysome-associated and total RNA) was used for
cDNA library construction and RNA-Seq (Table 1). The cDNA libraries were prepared with
the TruSeq Stranded Total RNA Sample Preparation kit (lllumina, Inc.) following the
manufacturer’s instructions. The library size was verified using the Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent), and the library concentration was confirmed by qPCR using the Illumina Library
Quantification Kit Universal gPCR mix (Kapa Biosystems).

Large-scale sequencing

The samples were prepared for sequencing on the Illumina Platform using the TruSeq Stranded
Total RNA LT Kit. For clustering and sequencing, the TruSeq SR Cluster Kit v3 - cBot — HS
and TruSeq SBS Kit v3 - HS (100-cycles) were used. Samples were sequenced on the Illumina
HiSeq 2500 System. The raw data were deposited in ArrayExpress under the number E-MTAB-
6298.

Bioinformatic analyses

Sequence data were mapped and counted by comparison against the latest version of the
GRCh38 human genome with the Rsubread package. The mapping of reads was done with
default parameters (unique mapping of reads), and counting was performed using the Ensembl
annotation (GRCh38).

For quality evaluation purposes, we performed multidimensional analysis (MDS;
multidimensional scaling), a method involving dimension reduction of the count matrix, to
explore associations between variables. The log-2 transformation values of the raw counts were
used for this analysis, and rows with no information were eliminated (0 counts in all samples).
Samples of the same condition should cluster together to ensure consistency and replicability
of the results.

For comparisons of gene expression between samples, RPKM values (reads per kilobase per
million mapped reads) were determined. Differential expression analysis was performed using
the Bioconductor R package edgeR 14. Different comparisons were considered for
adipogenesis and osteogenesis. For each RNA fraction (polysomal, monosomal, total and
ribosome-free RNA), the induced condition (ADI or OST) versus the stem cell state (CT -
control) was analyzed. This analysis included genes with at least one count per million in at
least three samples. After a normalization procedure using three recommended methods
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(estimateGLMCommonDisp, estimateGLMTrendedDisp, estimateGLMTagwiseDisp),
differential expression analyses of all comparisons were performed using the generalized linear
mixed model (gimFit and gImLRT). Correction for multiple testing was performed with the
FDR (false discovery rate). The results from some of these analyses with the parameters
mentioned above are shown in Robert et al., 201810, Marcon et al., 2018 (under revision).

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted using the RNeasy Kit (Qiagen), and polysomal RNA was extracted
with the Direct-zol™ RNA Kit (Zymo Research) according to the manufacturer’s instructions.
For complementary DNA (cDNA) synthesis, oligo-dT primers and the IMPROM Il Reverse
Transcriptase Kit (Promega) were used according to the manufacturer’s instructions. qRT-PCR
was performed by using a SYBR green PCR premixture (Applied Biosystems - Foster City,
CA, EUA). Normalization was performed using the internal control GAPDH (glyceraldehyde
phosphate dehydrogenase), and all reactions were performed in technical triplicate. The primers
used for quantitative RT-PCR are listed in Table 2.

DATA RECORDS

Raw RNA-Seq data as generated by Illumina Hiseq 2500 can be downloaded at the
ArrayExpress repository (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) under the ID E-MTAB-6298.
This site serves as a landing page for this study and includes a description of the project,
metadata and raw sequencing files (data citation 1:
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-6298/ [2018]). LogFC values of
each comparison, ADI vs. CT and OST vs. CT, for each RNA fraction are stored in a previously
published supplementary file 10 (Marcon 2018 under revision). Each tab corresponds to one
RNA fraction (polysomal, monosomal, total and free), and the following values are reported:
Ensembl Gene ID, logFC value, logCPM (log value of counts per million), P-value, FDR (false
discovery rate), gene alias and biotype. In addition, for each gene, the raw counts in each
sample, RPKM values and a description are provided.

TECHNICAL VALIDATION
Polysome profiling analysis

The polysome profiles of hASCs from 3 donors treated with control, adipogenic or osteogenic
induction media for 24 h obtained by sucrose density gradient fractionation are represented in
Figure 2. Using this approach, fractions corresponding to ribosome-free, monosome-associated
and polysome-associated RNAs could be separated for posterior RNA purification. Notably,
hASCs have a poor polysome profile as previously described 9.

RNA quality control

Samples of isolated RNA were analyzed for the quality and concentration of RNA to determine
their suitability for RNA-sequencing using the Agilent RNA 6000 Nano Kit and Agilent 2100
Bioanalyzer instrument. In figure 3A, the RNA quality is demonstrated based on the presence
of 18S and 28S ribosomal RNA except for in the ribosome-free RNA samples (samples 1, 5
and 9). This result is also shown in Figure 3B with examples of electropherograms showing
that the RNA separation processes in the ribosome-free, monosome and polysome fractions
were efficient. All samples were prepared for sequencing according to the TruSeq Stranded
Total RNA manufacturer's manual. For the fragmentation step, the time of incubation was
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adjusted according to the RNA integrity number (RIN), allowing the preparation of partially
degraded samples, as was the case for samples 4 and 7 from donor TLO2 (Figure 3A).

Sequencing accuracy

High-quality sequencing data were obtained as shown in figure 3C (1, 2, 3, 4), which shows an
example sample from all RNA fractions. The quality distribution per read position is shown,
revealing that most positions were of high quality along the entire read (more than half of the
reads lengths had quality values higher than 35, and almost all the read lengths had quality
values above 29). This was true for all samples. Table 3 shows the number of reads obtained in
each run (an average of ~19.800.000 reads) and the numbers and percentages of mapped reads
(average was roughly 82%).

Reproducibility of biological samples

MDS plots were determined to assess the reproducibility of our results. For each differentiation
(adipogenesis/osteogenesis) and each RNA fraction, one MDS plot was performed. In addition,
pairs of RNA fractions were visualized together, e.g., polysomal and total RNA fractions for
adipogenic (Figure 3D) and osteogenic (Figure 3E) differentiation. Four homogenous sample
groups were observed: stem cell total RNA (orange), stem cell polysomal fraction (blue),
induced total RNA (green) and induced polysomal fraction (red).

Quantitative reverse transcription PCR (QRT-PCR)

Validation of RNA-Seq was performed by quantitative RT-PCR. We selected a total of 6
differentially expressed genes in the polysomal fraction of adipogenic and osteogenic
differentiation (24 h) (Figure 4). Expression values were normalized to fold changes for
comparison. Although these two techniques are normally not comparable due to the utilization
of different procedures, a high correlation was detected in our analysis. The similarities in the
expression levels of these genes show that our RNA-Seq data were consistent.

Validation by comparison with published studies

Several studies have investigated the gene expression profiles of mesenchymal stem cells
induced to undergo adipogenesis and osteogenesis from diverse sources at different timepoints.
Many of these studies evaluated processes via microarray analysis or total MRNA sequencing
15-19. Bionaz et al. used mesenchymal stem cells from porcine bone marrow and adipose tissue
to profile gene expression during adipogenesis and osteogenesis at 4 timepoints: 0, 2, 7 and 21
days. Considering that their analysis was performed on day 2 of differentiation, they observed
that osteogenesis showed more upregulated genes, while initial adipogenesis exhibited a higher
number of downregulated genes 15. Similarly, Jaager et al. found that 70% of DEGs were
downregulated upon the adipogenic differentiation of hASCs. When osteogenesis was induced,
only 43% of DEGs were downregulated 16. Initial analysis of our data comparing total vs.
polysomal-associated mRNAs after 24 h of osteogenic induction demonstrated that most of the
DEGs (CT vs. OST) were regulated at the post-transcriptional level, and most of these MRNAs
were upregulated 10. Conversely, when we analyzed data from adipogenesis induction,
approximately 60% of the DEGs were downregulated in both the total and polysome-bound
RNA samples (Marcon et al., under revision).

The transcriptome of hASCs after 1, 7, 14 and 21 days of adipogenic induction was also
analyzed by Ambele et al. in 2016 using a microarray. After applying a stringent criteria of fold
change (>4 or <-4 with p-value<0.05 and FDR<0.5), 128 DEGs were identified in the first 24
h of adipogenesis 19. A comparison of published data showed that the DEGs found by Ambele
et al. that were also identified in our total and polysomal RNA-Seq fractions were similarly
regulated (up or down) in both experiments (Supplementary file 1).
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USAGE NOTES

RNA-Seq analyses have been used to study differentially expressed genes for the identification
of regulatory gene networks. hASCs have the ability to differentiate into different phenotypes,
such as adipocytes and osteoblasts, which were evaluated in this study. Cells were isolated from
the adipose tissues of Brazilian donors, and these results could be used for other cross-sectional
studies. This work studied different cell populations of mRNAs, including ribosome- free,
monosome-associated and polysome-associated mRNAs. Comparisons of data from these
fractions uncovered information regarding the dynamics of transcription during the early stages
of adipogenesis and osteogenesis, and these findings may be used for subsequent studies on the
mechanisms underlying the transition between stemness maintenance and initiation of the
differentiation process.
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FIGURES AND TABLES
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Figure 1. Study design workflow for hASC isolation and collection for RNA-Seq analysis of
total, ribosome-free, monosome-associated and polysome-associated RNAs.
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Figure 2. Polysome profile obtained by sucrose gradient density fractionation. These are
the full version with all polysome profiling graphics described in our related works (Robert et
al., 2018) (Marcon, 2018 — under review). hASCs isolated from 3 donors were treated with
control (CT), adipogenic (ADI) and osteogenic (OST) induction media for 24 h and then
submitted to sucrose gradient density fractionation. The polysome profile of each sample was
recorded (absorbance at 254 nm).
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Figure 3. RNA isolation quality results and per base sequence quality of RNA-sequencing
reads. (A) RNA quality of ribosome-free, monosome, polysome and total RNA from hASCs
determined using the RNA 6000 Nano Chip. (B) Examples of electropherograms of ribosome-
free, monosomal, polysomal and total RNA from hASCs as determined using the RNA 6000
Nano Chip. (C) Examples of per base sequence quality scores for ribosome-free, monosomal,
polysomal and total RNA samples sequenced by FastQC (version 0.11.3). (D-E) MDS plot of
polysomal and total RNA fractions for adipogenic (D) and osteogenic (E) differentiation. CT:
control, hASCs treated with maintenance medium for 24 h; ADI: hASCs treated with
adipogenic medium for 24 h; OST: hASCs treated with osteogenic medium for 24 h.
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Sample Organism Organism Part  Cell Material Fraction Differentiatio  Donor
Type  Type n induction
TLO1_ADI_Free | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Adipogenesis TLO1
TLO1_ADI_Mono | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Adipogenesis TLO1
TLO1_ADI_Poly | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Adipogenesis TLO1
TLO1_ADI_Total | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Adipogenesis TLO1
TLO1_CT _Free Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Control - Non- | TLO1
differentiated
TLO1_CT_Mono | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Control - Non- | TLO1
differentiated
TLO1_CT_Poly Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Control - Non- | TLO1
differentiated
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TLO1_CT_Total Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Control - Non- | TLO1
differentiated
TLO1_OST Free | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Osteogenesis TLO1
TLO1_OST_Mon | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Osteogenesis TLO1
0
TLO1_OST Poly | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Osteogenesis TLO1
TLO1_OST Total | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Osteogenesis TLO1
TLO02_ADI_Free | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Adipogenesis TLO02
TLO2_ADI_Mono | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Adipogenesis TLO2
TLO2_ADI_Poly | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Adipogenesis TLO2
TLO2_ADI_Total | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Adipogenesis TLO2
TLO2_CT_Free Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Control - Non- | TLO2
differentiated
TLO2_CT_Mono | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Control - Non- | TLO2
differentiated
TLO2_CT_Poly Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Control - Non- | TLO2
differentiated
TLO2_CT_Total Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Control - Non- | TLO2
differentiated
TLO2_OST Free | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Osteogenesis TLO02
TL02_OST_Mon | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Osteogenesis TLO2
0
TLO02_OST Poly | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Osteogenesis TLO02
TLO02_OST Total | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Osteogenesis TLO2
TL10_ADI_Free | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Adipogenesis TL10
TL10_ADI_Mono | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Adipogenesis TL10
TL10_ADI_Poly | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Adipogenesis TL10
TL10_ADI_Total | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Adipogenesis TL10
TL10_CT_Free Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Control - Non- | TL10
differentiated
TL10_CT_Mono | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Control - Non- | TL10
differentiated
TL10_CT_Poly Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Control - Non- | TL10
differentiated
TL10_CT_Total Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Total Control - Non- | TL10
differentiated
TL10 _OST Free | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Free Osteogenesis TL10
TL10_OST_Mon | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Monosome | Osteogenesis TL10
0
TL10_OST Poly | Homo sapiens | adipose tissue ASC RNA Polysome Osteogenesis TL10

157



| | | | |
TL10_OST_Total | Homo sapiens | adipose tissue | ASC | RNA | Total

| |
| Osteogenesis | TL10

Table 1. Description of data generated from the RNA-sequencing analysis of individually
collected total, free, monosomal and polysomal cells deposited in ArrayExpress under the
number E-MTAB-6298.

Gene Name Forward Primer Sequence 5-3 Reverse Primer Sequence 5 -3 bp
ADH1B GGTGGCTGTAGGAATCTGTCACAC GGGTCCCCCGAGGATTGCCT 248
MT1E CCTGCTGCCCCATGAGCTGT CCGGACATCAGGCACAGCAGC 90
FADS2 CAAAAGCCGAAAGCGAAGAGG CCCACGAATTCCAGGTCAGG 368
VEGFA CTACCTCCACCATGCCAAGTG TGCGCTGATAGACATCCATGA 101
WNT2 TGAACGCCCCTCTCGGTGGA GCCCTGGCTAATGGCACGCA 203
CRABP2 AGAGAACCTGACGACCCGGCG TCCACTGCTGGCTTGGACGC 232
GAPDH GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC TGGTTCACACCCATGACGA 149

Table 2. RT-gPCR primer sequences. Oligonucleotide primers used to analyze the differential

expression of genes after 24 h of adipogenic and osteogenic differentiation.

Condition Processed_reads Mapped_reads | Y%omapped

TLO1_CT_Total 8822585 6194842 70,22
TLO1_CT_Livre 19443837 15943455 82,00
TLO1_CT_Mono 23333095 15363306 65,84
TLO1_CT_Poli 19649163 14917916 75,92
TLO1_ADI_Total 13547492 10099467 74,55
TLO1_ADI_Livre 12234077 5935227 48,51
TLO1_ADI_Mono 14470966 4831549 33,39
TLO1_ADI_Poli 17658467 12238539 69,31
TLO1_OST_Total 17167026 12421820 72,36
TLO1_OST_Livre 12818330 10756365 83,91
TLO1_OST_Mono 14434613 10910730 75,59
TLO1_OST_Poli 30457820 24111460 79,16
TLO2_CT_Total 22269425 20320186 91,25
TLO2_CT_Livre 24190750 20816597 86,05
TLO02_CT_Mono 17404225 13350410 76,71
TLO2_CT_Poli 18461466 16376781 88,71
TLO2_ADI_Total 18760553 17437420 92,95
TLO2_ADI_Livre 14861502 13120676 88,29
TLO2_ADI_Mono 15623676 14386266 92,08
TLO2_ADI_Poli 18476485 17139154 92,76
TLO2_OST_Total 15180100 14108666 92,94
TLO2_OST_Livre 12583722 11101517 88,22
TLO2_OST_Mono 13887007 12702981 91,47
TLO2_OST_Poli 31811986 28796870 90,52
TAL8_CT_Total 26310312 22537589 85,66
TAL8_CT_Livre 25057403 21848746 87,19
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TALS_CT_Mono 22117315 18278201 82,64
TAL8_CT_Poli 16438703 14100189 85,77
TALS_ADI_Total 20870296 18821233 90,18
TALS_ADI_Livre 21639126 18993665 87,77
TALS_ADI_Mono 22842891 17914425 78,42
TALS_ADI_Poli 32599890 28076716 86,13
TALS_OST Total 26406318 23701577 89,76
TAL8_OST Livre 17580825 15143949 86,14
TAL8_OST_Mono 25574734 21874585 85,53
TAL8_OST_Poli 44271573 38471061 86,90
TAL10_CT Total 26358504 21670899 82,22
TAL10_CT Livre 15484134 13471362 87,00
TAL10_CT_Mono 21961128 15302950 69,68
TAL10_CT_Poli 16299496 14057869 86,25
TAL10_ADI_Total 17673116 15436770 87,35
TAL10_ADI_Livre 21632960 18745157 86,65
TAL10_ADI_Mono 22657003 15744744 69,49
TAL10_ADI_Poli 25469357 20803234 81,68
TAL10_OST Total 16425484 13389961 81,52
TAL10_OST Livre 4292457 3739582 87,12
TAL10_OST_Mono 16578042 13939477 84,08
TAL10_OST Poli 19652104 16838969 85,69

19869615,4 81,74031229

Table 3. Reads obtained for each sample, number of reads mapped onto the genome and
percentage of mapped reads. These information’s are expanded versions of descriptions in our
related work(Robert et al., 2018).
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Abstract

The adipogenic process is characterized by the expression of adipocyte differentiation markers
that lead to changes in cell metabolism and to the accumulation of lipid droplets. Moreover,
during early adipogenesis, cells undergo a strong downregulation of translational activity with
a decrease in cell size, proliferation and migration. In the present study, we identified that after
24 hours of adipogenic induction, human adipose tissue-derived stem cells (hnASCs) undergo a
G1-cell cycle arrest consistent with reduced proliferation, and this effect was correlated with a
shift in polysome profile with an enrichment of the monosomal fraction and a reduction of the
polysomal fraction. Polysome profiling analysis also revealed that this change in the
monosomal/polysomal ratio was related to a strong downregulation of cell cycle and
proliferation genes, such as cyclins and cyclin-dependent kinases (CDKSs). Comparing total and
polysome-associated mRNA sequencing, we also observed that this downregulation was mostly
due to a reduction of cell cycle and proliferation transcripts via control of total mRNA
abundance, rather than by translational control.

Introduction

Sequential changes in the expression of several genes mark the adipogenic differentiation
process and lead to the formation of mature adipocytes 1. A complex and highly coordinated
gene expression program controls adipogenesis triggered by factors that increase cellular
CAMP, such as isobutylmethylxanthine (IBMX), insulin, and glucocorticoids in cell culture 2—
5. These specific inducers initiate the transduction of intracellular signals led by the
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CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) and the peroxisome proliferator-activated
receptor y (PPARY), which are considered master regulators of early adipogenesis 6,7. The cells
can sustain their own differentiation once committed, and the minimum induction time required
for the initiation of adipogenesis is three days 8.

Furthermore different groups showed that cells undergoing adipogenic differentiation have
reduced proliferative activity 9-11. Although this is usually related to contact inhibition, other
studies have demonstrated that cell—cell contact is not essential for the occurrence of growth
arrest 5. Moreover, it has been demonstrated that cell cycle genes can regulate genes involved
in adipogenic differentiation. The genetic deletion of cyclin D1 lead to a reduction of histone
deacetylase (HDAC1) 12 and promoted the expression of PPARY and adipogenesis 12,13. On
the other hand, cyclins D3 and G2 were identified as upregulated during adipogenic
differentiation, acting as PPARY coactivators 14,15.

In our previous work, we used ribosome profiling to better understand the translational
regulation involved during the early steps of adipogenesis. We observed that human adipose
tissue-derived stem cells (hASCs) treated with adipogenic induction medium for 72 hours had
a strong translational regulation. Genes involved in migration, actin cytoskeleton and
translational activity were downregulated during early adipogenesis, and this finding correlated
with a decrease in cell size, migration and proliferation. Using a methionine incorporation
assay, we observed a strong reduction of translational activity that was detected after 24 hours
of adipogenic induction 11. We then hypothesized that the reduction of translational activity
previously observed could be related to a decrease in proliferation. Thus, the aim of this work
was to analyze the proliferation status and the gene expression profile of the hASCs after 24
hours of adipogenic induction, by assessing both the total and the polysome-associated mRNA.
We also investigated the potential role of mTOR inhibitor DEPTOR in this process. The
correlation of these data may provide information about the early mechanisms of the adipogenic
differentiation process and how it is regulated.

Results

Changes in polysome profile and cell cycle arrest occur in hASCs after 24 hours of
adipogenic induction

We previously demonstrated that, after 72 hours of adipogenic induction, hASCs strongly
downregulate genes related to ribosome biosynthesis and translation. Moreover, using a
methionine incorporation assay, we also observed a reduction in translational activity of
induced hASCs that could be detected at 12 and 24 hours of treatment with adipogenic medium
11. Then, to investigate if the reduction of global translational activity was related to the
regulation of specific pathways in the first 24 hours of adipogenesis, we used the polysome
profiling strategy. We analyzed the fractions of transcripts associated with heavy polysomes
and light polysome/monosome, as well as total RNA of hASCs treated with maintenance (non-
induced, NI) or induction (I) medium for 24 hours. The multipotency of the hASCs samples
used in this study was confirmed by full adipogenic and osteogenic differentiation after 28 days
of induction (Fig. S1).

Regarding the polysome profile of NI and | hASCs, there was a reduction of the polysomal
fraction and an enrichment of the monosomal fraction when adipogenesis was induced (Fig. 1A
and B). Previous studies have demonstrated that cells undergoing adipogenic differentiation
have reduced proliferative activity 9,10. To verify if the observed change in the polysome
profile correlated with changes in cell proliferative activity in the first 24 hours of adipogenesis,
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we performed proliferation and cell cycle assays. In all samples, hASCs induced to undergo
adipogenesis for 24 hours have a lower proliferative activity than non-induced cells. We found
that in the first 24 hours of treatment 55.17% (SEM = £5.881) of the NI hASCs incorporated
EdU while only 15.14% (SEM = +£4.539) of the | hASCs incorporated EdU (Fig. 1C and S2A).

To elucidate which phase of the cell cycle was affected, we performed a cell cycle assay. We
found that NI hASCs have a mean of 43.78% (SEM = +2.036) of cells in G1, 35.9% (SEM =
+1.709) in Sand 17.48% (SEM = £1.522) in G2. Alternatively, when adipogenesis was induced,
73.38% (SEM = £3.490) remained in G1 phase and only 14.73% (SEM = +1.928) and 8.5%
(SEM = £2.530) continued to S and G2 phases, respectively (Fig. 1D and S2B). The results
indicate that hASCs undergoing adipogenic differentiation for 24 hours present a change in the
polysome profile, with an increase in the monosomal/polysomal ratio, a reduction of the
proliferative activity, and an accumulation of cells in G1 phase.
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Fig. 1. hASCs induced to undergo adipogenesis for 24 hours show a change in the
polysome/monosome ratio and have a reduction in proliferative activity. (A) The polysome
profile obtained by sucrose density gradient of hASCs treated with control (NI, blue line) or
adipogenic induction medium (I, black line) for 24 hours. (B) Quantification of the ratio
between monosomal and polysomal areas (n=3). Mean with SEM; Shapiro-Wilk normality test:
NI p=0.02; | p=0.90; Mann-Whitney test. (C) Cell proliferation analysis by EdU incorporation
assay of hASCs treated with control or adipogenic induction medium for 24 hours (n=3). Mean
with SEM; Student’s unpaired t test analysis: **p < 0.01. (D) Cell cycle analysis of hASCs
treated with control or adipogenic induction medium for 24 hours. The cells were stained with
propidium iodide and analyzed by flow cytometry (n=4). Mean with SEM; Student’s unpaired
t test analysis: *p < 0.05; ***p<0.001.
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Decrease in proliferation is DEPTOR-independent

One of the pathways considered a master regulator of translation and proliferation is mTOR
16-18. Therefore, we investigated if genes related to the mTOR pathway were differentially
expressed in the first 24 hours of adipogenesis. By polysome profiling mRNA sequencing, no
significant change was observed in the expression level of mMTOR or mTOR pathway-related
genes (Table S1), except for DEPTOR, a negative regulator of the mTOR pathway, which was
upregulated after adipogenic induction (log2(FC)=1.58; FDR=1.64E-08) (Table S1). To
investigate if DEPTOR had a role in the cell cycle arrest observed in hASCs during
adipogenesis, we used the siRNA methodology. hASCs were transfected with siRNA for 24
hours before adipogenic induction and silencing was confirmed by RT-PCR and Western Blot
(Fig. 2A and B, and S3). At this time point, culture medium was changed to either maintenance
or adipogenic culture medium and the cells were incubated for 24 hours. Then, the cells were
subjected to cell cycle and proliferation assays. We found that DEPTOR silencing reduced cell
proliferation in hASCs treated with either maintenance or induction medium (Fig. 2C and S4A).
When transfection was performed with scramble siRNAs, 29.43% (SEM = £1.828) of NI
hASCs and 20.73% (SEM = %0.733) of the ones treated with induction medium were
proliferating (n=3). When silencing with DEPTOR was performed, 23.37% (SEM = £1.707) of
NI hASCs and 14.39% (SEM = £3.541) of the ones induced for adipogenesis were proliferating
(n=3). Notably, the decrease in proliferation after adipogenic induction was maintained after
DEPTOR silencing (Fig. 2C and S4A). Alternatively, no significant change was observed in
the cell cycle profile after DEPTOR silencing (Fig. 2D and S4B). The same pattern was
observed for both treatments with maintenance and induction medium (n=3). However, there
was a reduction of cells in S phase when DEPTOR was silenced (maintenance medium). These
results suggest that the decrease in cell proliferation of hASCs during early adipogenesis is
DEPTOR independent.
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Fig. 2. mRNA silencing of DEPTOR in hASCs reduces cell proliferation. (A) gRT-PCR of
DEPTOR from cells treated with sSiRNA for DEPTOR or siRNA nonsense (siNS) for 24 hours.
The qRT-PCR results were normalized to GAPDH levels (n=3). Mean with SEM; Student’s
unpaired t test analysis: **p < 0.01. (B) Quantification of DEPTOR protein expression by
Western Blot, results were normalized by total protein (n=3). Mean with SEM; Student’s
unpaired t test analysis: **p < 0.01. (C) EdU incorporation assay of hASCs subjected to
DEPTOR knockdown for 24 hours and treated with control (NI) or adipogenic induction (1)
medium for 24 hours (n=3). Mean with SEM; Two-way ANOVA, with multiple comparisons:
*p < 0.05. (D) Cell cycle analysis of hASCs subjected to DEPTOR knockdown for 24 hours
and treated with control (NI) or adipogenic induction (I) medium for 24 hours. Cells were
stained with propidium iodide and analyzed by flow cytometry (n=3). Mean with SEM; Two-
way ANOVA, with multiple comparisons: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p<0.001.

Transcripts related to the cell cycle and proliferation are downregulated after 24 hours of
adipogenic induction

Further investigating the polysome profiling data, we found that 727 genes were upregulated and
979 were downregulated at the polysomal level during early adipogenesis. Gene ontology (GO)
analysis of transcripts identified as up- and downregulated was performed using gProfilerl9 and
DAVID20,21. Genes related to response to organic substance and chemical stimulus, system,
tissue and multicellular organismal development, and lipid metabolism were upregulated after 24
hours of adipogenic induction (Fig. 3A and S5A, and Tables S4 and S5). Additionally, the
transcripts of adipogenesis-related transcriptional factors C/EBP-p 6,22 and C/EBP-3 6 increased
their association with polysomes in the first 24 hours of adipogenesis (Tables S1).

Transcripts related to mitosis, chromosome and cytoskeleton organization, DNA replication and
the cell cycle were downregulated after 24 hours of adipogenesis (Fig. 3B and S5B, and Tables S4
and S5). This notable downregulation of cell cycle-related genes was consistent with the observed
reduction of the proliferative activity and cell cycle arrest observed in the first 24 hours of
adipogenesis (Fig. 1C and D). The transcripts with reduced expression included cell cycle-related
genes, as cyclins B1, B2, D1, E2 and F and the cyclin-dependent kinases (CDKSs) 1 and 2. We also
observed a downregulation of genes involved in the transcriptional control of cyclin D1, such as
E2F-1and JUN (Table S1). Moreover, we observed a downregulation of genes related to structural
changes in the cell during cell cycle, as genes involved in DNA replication, components of DNA
polymerase complex, DNA helicases, lamins, histones and kinesins (Table S1).

As the cell cycle arrest was correlated with a change in the polysome profile during early
adipogenesis with an increase in the monosome/polysome ratio (Fig. LA and B), we also analyzed
sequencing data of the monosome-associated mRNA. This downregulation of cell cycle genes
could be related to a reduced translational rate of these transcripts, with a shift from heavy to light
polysomes/monosomes. In monosome associated mRNA, 29 and 14 genes were identified as up-
and downregulated after adipogenic induction for 24 hours, respectively (Table S2). By
qualitative analysis of differentially expressed genes in monosomal and polysomal fractions, we
found that all of the transcripts identified as downregulated in monosomes were also
downregulated in polysomes. A similar result was obtained for upregulated transcripts (Fig. S5E).
Then, we selected only the genes up- or downregulated (identified by monosomal or polysomal
MRNA sequencing) that were included in terms related to proliferation, mitosis or the cell cycle
in the GO analysis, which yielded a list of 504 genes differentially expressed. By scatter plot
analysis of log2(FC), we found that most genes had a similar regulation in monosome and
polysome associated mRNA (Fig. 4A), though with more variability in the monosomal fraction.
Additionally, cell cycle arrest was correlated to a strong downregulation of cell cycle and
proliferation-associated genes in both heavy and light polysome/monosome fractions.
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Fig. 3. GO analysis of genes up- and downregulated in hASCs after 24 hours of adipogenic
induction. (A) gProfiler biological process enriched terms for upregulated genes (log(FC)>1;
FDR<0.01) identified by polysome associated mRNA sequencing. Shown are the 10 terms with
lower p values, t depth=3. (B) gProfiler biological process enriched terms for downregulated genes
(log(FC)<-1; FDR<0.01) identified by polysome associated mRNA sequencing. Shown are the 10
terms with lower p values, t depth=3. (C) gProfiler biological process enriched terms for upregulated
genes (log(FC)>1; FDR<0.01) identified by total mRNA sequencing. Shown are the 10 terms with
lower p values, t depth=3. (D) gProfiler biological process enriched terms for downregulated genes
(log(FC)<-1; FDR<0.01) identified by total mRNA sequencing. Shown are the 10 terms with lower
p values, t depth=3. (E) Cell cycle related genes identified as downregulated by total and/or polysome
associated mRNA sequencing (KEGG).
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Fig. 4. Regulation of transcripts related to the cell cycle and proliferation. (A) Cell cycle
and proliferation-related genes identified as up- or downregulated in monosome and/or
polysome associated mRNA. Scatter plot of log2(FC) in each fraction. (B) Cell cycle and
proliferation-related genes identified as up- or downregulated in total and/or polysome
associated mRNA. Scatter plot of log2(FC) in each fraction.

Genes related to the cell cycle and proliferation are mainly regulated by control of total
MRNA abundance

To verify if the change in the polysome profiling of cell cycle genes was related to mRNA
abundance regulation, we analyzed sequencing of total mMRNA. After 24 hours of adipogenic
induction, 551 genes were identified as upregulated and 942 as downregulated in total MRNA
(Table S3). GO analysis revealed that, similar to what was observed in polysomal mRNA, genes
related to development and lipid metabolism were upregulated, and genes related to mitosis,
chromatid segregation and the cell cycle were downregulated (Fig. 3C, D, S5C and S5D, and
Tables S4 and S5). Additionally, as in the polysome profiling, cyclins A2, B1, B2, D1 and F
and CDKs 1 and 2 were downregulated, and cyclins G1 and G2 were upregulated (Table S3) in
total MRNA. The decrease in Cyclin D1 mRNA abundance during early adipogenesis of
mesenchymal stem cells was previously reported 10,22. Here we observed that this
downregulation correlated with a reduced association of cyclin D1 transcript with polysomes
(Table S1) and lead to a decrease in the protein abundance (Fig. S6). Genes involved in
transcriptional control of cyclin D1, such as E2F-1 and JUN, were also downregulated, as well
as genes related to structural changes during mitosis, such as lamins, Kinesins and histones
(Table S3). Exploring the KEGG23-25 database, cell cycle related genes were downregulated
in both total and polysome associated mMRNA (Fig. 3E).

Next, we investigated if genes related to cell proliferation and/or the cell cycle were regulated
both at the total mMRNA and their translational levels (additive regulation) or if the reduced
association to polysomes was only reflective of the decrease in the number of transcripts. For
this purpose, similar to the analysis performed with the monosomal data, we selected genes up-
or downregulated in total or polysomal mRNA that were related to proliferation, mitosis or the
cell cycle in the GO analysis, obtaining a total of 584 genes. Using a scatter plot of log2(FC),
we found that most genes had a similar regulation in total and polysome associated mRNA (Fig.
4B). This finding suggests that downregulation of cell cycle and proliferation related genes
during early adipogenesis was mostly regulated by total mRNA abundance control.
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Discussion

Cell cycle arrest and/or reduced proliferative activity during early adipogenesis have been
previously described for 3T3 pre-adipocytes 9 and mesenchymal stem cells 10. However, we
lack a complete understanding about this entire process and its regulation. Using a 3T3 pre-
adipocyte model, different studies have conflicting results on this subject, having found that a
prior step of clonal expansion is 26 and is not 27 necessary for adipogenic differentiation. Using
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells as a model, Marquez and collaborators
observed that cells undergo a mitotic clonal expansion in the first 48 hours of adipogenic
induction 10. Conversely, in the present work, we observed that reduced proliferative activity
could be detected after 24 hours of adipogenic induction and that this reduction was caused by
a cell cycle arrest in G1 phase. The differences observed in these studies may be related to the
fact that Marquez and collaborators used a period of EdU treatment of 8 hours, while we
performed a period of incubation of 24 hours with EdU. Our aim was to access the balance of
proliferation after this period and match with the polysome profiling analysis. Therefore,
changes in the proliferation status in shorter periods of time may not be noticed in our model.

Working with hASCs induced to undergo adipogenesis for 72 hours, we previously showed that
after 3 days of treatment cells have a reduced cell size and migration, proliferation and
translational activities. Moreover, a decrease in the protein synthesis rate was observed 24 hours
after induction and was correlated to a change in the phosphorylation pattern of translational
inhibitor 4EBP1 11. This finding raised the possibility that the cell cycle arrest observed during
early adipogenesis could be related to mTOR pathway inhibition. Using polysomal mRNA
sequencing, we identified an upregulation of DEPTOR in cells treated with adipogenic medium
for 24 hours. DEPTOR interacts with mTORC1 and mTORC2 and inhibits this signaling
pathway 28. Additionally, DEPTOR positively regulates adipogenesis, as it stimulates
adipocyte differentiation, leading to an increase in white adipose tissue (WAT) expansion in
mice overexpressing this protein and is also upregulated in WAT of obese humans 29.

Then, we hypothesized that DEPTOR upregulation could be linked to cell cycle arrest during
early adipogenesis and that its knockdown could abrogate this effect. We choose 24 hours to
ensure DEPTOR silencing since Zhao and collaborators in 2011 have estimated that the half-
life of endogenous DEPTOR was less than 12 hours 30. However, in our study, silencing
DEPTOR 24 hours prior to adipogenic induction showed no significant reduction of cell
proliferation, both in NI and I hASCs. This finding suggests that cell proliferation reduction is
DEPTOR independent. However, we must consider the fact that DEPTOR knockdown might
not be sufficient to affect its inhibitory role on the mTOR pathway or that the reduction of
DEPTOR is circumvented by activation of other pathways that regulate mTOR and/or
proliferation. Notably, in 2013, Zhang and collaborators have demonstrated that, in multiple
myeloma cells, a reduction of 50% in DEPTOR mRNA lead to a similar decrease at the protein
level and to changes in the profile of downstream elements of mTOR pathway (as in the
phosphorylation of 4EBP1 and Akt), as well as a reduction of cell proliferation 31,32. A similar
result was observed in studies with multiple myeloma 28 and osteosarcoma 33 cells, where
higher levels of DEPTOR knockdown were obtained . On the other hand, DEPTOR influence
on the cell cycle and proliferation varies in different cell types. Kazi and collaborators have
demonstrated that DEPTOR knockdown in C2C12 myoblasts augmented phosphorylation of
pRb, which stimulated G1-S transition 34. Although our analysis has suggested that cell cycle
arrest during early adipogenesis is independent of DEPTOR upregulation, more studies are
necessary to better understand this correlation.

To further understand cell cycle arrest during early adipogenesis, we investigated which other
mMRNAs were associated with total, polysome and monosome fractions after 24 hours of
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adipogenic induction. Interestingly, we observed that several genes related to the cell cycle
and/or proliferation were downregulated. Regarding the polysome profile of NI and I hASCs,
there was a clear shift from heavy to light polysome and monosome fractions. The decrease in
global translational activity may lead to a shift of mMRNA from heavy polysome fractions to
light ones 16. Then, we hypothesized that downregulation of cell cycle and proliferation genes
could be related to a reduction of their translational rate and a shift to light polysomes and
monosomes. But the monosomal fraction is not restricted to translationally downregulated
transcripts. Using ribosome profiling, Heyer and Moore demonstrated that low expression
transcripts or mRNAs containing short ORFs (smaller than 590 nt) being actively translated
may be associated to monosomes. On the other hand, they also showed that mRNAs regulated
by nonsense mediated decay, or containing uUORFs that negatively regulates the canonical ORF
may also be enriched in monosomal fraction 35. To investigate the regulation during early
adipogenesis of hASCs, we compared the fold change of proliferation and/or cell cycle
associated genes in polysome and monosome associated fractions. Almost all of the genes
identified as downregulated in the monosomal fraction were also downregulated in the
polysome fraction, with similar fold changes; additionally, genes upregulated in the monosome
fraction were also upregulated in the polysome fraction. This result suggests that
downregulation of cell cycle associated genes was not mainly related to a reduction of their
translational rate. Consistent with this observation, there was a strong downregulation in the
total MRNA levels of cell cycle transcripts, suggesting that control of mMRNA abundance may
be the major regulation point for cell cycle arrest during early adipogenesis.

We also demonstrated that cyclins A2, B1, B2, D1, E2 and F and CDKs 1 and 2 were
downregulated while cyclins G1 and G2 were upregulated after 24 hours of adipogenesis.
Cyclin D1 is a labile protein that participates in the cell cycle G1-S transition 36, and its
expression may be regulated both at the transcriptional level by the MEK-ERK signaling
pathway and at the translational level through the mTOR pathway 37. Interestingly, we have
observed a downregulation of genes involved in the transcriptional control of cyclin D1, such
as E2F-1 38 and JUN 39. This finding reinforces the idea that cell cycle genes are mainly
regulated by control of mMRNA abundance, via a DEPTOR/mTOR-independent mechanism, in
hASCs during early adipogenesis.

The correlation between cell cycle genes and CT maintenance of stemness and differentiation
has been explored by different groups. Recently, Liu and collaborators have demonstrated that
G1 cyclins (D1, D2, D3, E1 and E2) are not necessary for embryonic stem cell proliferation,
but their downregulation affects pluripotency 40. Furthermore, the involvement of cyclins in
adipogenic differentiation has also been reported. While cyclin D1 was downregulated during
early adipogenesis, promoting PPARy expression and adipogenic differentiation 12,13; cyclin
D3 and cyclin G2 were upregulated, acting as coactivators of PPARy 14,15.

Our results showed that adipogenic triggering in hASCs leads to a strong downregulation of
cell cycle and proliferation genes. This finding was correlated with a decrease in proliferation
and G1-cell cycle arrest, which were DEPTOR independent. We also demonstrated that there
is a shift in polysome profile with an increase in the monosome/polysome ratio when
adipogenesis is induced. Moreover, our results revealed that cell cycle and proliferation
transcripts are primarily regulated by control of mMRNA abundance during early adipogenesis
in hASCs. We have previously demonstrated that during early osteogenesis, genes related to
cell cycle are differentially expressed, but no changes in the proliferation status was observed
24 and 72 hours of osteogenic induction4l. Thus, the early cell cycle arrest and the reduction
of the proliferation seem to be related specifically to adipogenesis at least when comparing with
hASCs undergoing osteogenesis. Mesenchymal stem/stromal cells such as hASCs are being
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extensively used in pre-clinical and clinical studies, understanding details on how these cells
proliferate and differentiate are crucial for improving their used and manipulation.

Methods
Subjects and cell culture

hASCs were obtained from adipose tissue derived from lipoaspirate samples from donors
between 17 and 56 years old (Table 1). Tissue collection and cell isolation were performed after
donors and parent/legal guardian (for donors under the age of 18 years old) had given informed
consent, in accordance with the guidelines for research involving human subjects and with the
approval of the Ethics Committee of Fundagdo Oswaldo Cruz, Brazil (approval number CAAE:
48374715.8.0000.5248).

Table 1: Sex, age, weight, height and BMI of the donors of adipose tissue used in this study
Age  Weight Height BMI

Donor SeX (years) (kg) () (kg/m?)
A Female 27 70.9 1.62  27.0157
B Female 32 55 1.63 20.70082
C Male 17 83 1.77  26.49303
D Female 44 69 1.71 23.597
E Female 17 64 1.58 25.63692
F Female 46 57 1.58 22.83288
G Female 56 80 1.79  24.96801
H Female 27 53 1.6  20.70313

hASC isolation was performed as previously described 42. Briefly, 200 mL of adipose tissue
were washed with sterile phosphate-buffered saline (PBS) (Gibco Invitrogen), digested with 1
mg/mL type | collagenase (Gibco Invitrogen) (30 min, 37°C, 5% CO2) under constant shaking
and filtered through a 100-um then a 40-um mesh filter (BD Biosciences). The cell suspension
was centrifuged (10 min at 800 x g, 8°C) and treated with hemolysis buffer (ammonium chloride
0.83%, sodium bicarbonate 0.1% and EDTA 0.004%) for 5 minutes to remove erythrocytes.
The cells obtained were plated at a density of 1x105 cells/cm2 with DMEM-F12 (Gibco
Invitrogen), 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin
and kept in a humid incubator at 37°C and 5% CO2 for 24 hours. After, non-adherent cells were
removed and the culture medium was changed twice a week. All of the tests and experiments
were performed with cell cultures at passages 4 to 6.

To assess the differentiation potential of the isolated hASCs, the cells were submitted to
adipogenesis and osteogenesis. The adipogenic differentiation was induced using hMSC
Adipogenic Differentiation Medium for 3 days and hMSC Adipogenic Maintenance Medium
(hMSC Adipogenic Bullet Kit, Lonza) for 4 days; and this cycle was repeated for a total of 28
days. Then cells were fixed and stained with Nile Red (NR) to identify lipid droplets. For
osteogenesis, cells were treated with hMSC Mesenchymal Stem Cell Osteogenic
Differentiation Medium (Lonza) for 21 days, fixed and stained with Osteolmage™ (Lonza)
Mineralization kit, following manufacturer’s instructions.

For 24 hours assays, adipogenic differentiation was performed using hMSC Adipogenic
Differentiation Medium (hMSC Adipogenic Bullet Kit, Lonza), in accordance with the
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manufacturer’s instructions. hMSC Adipogenic Maintenance Medium without insulin was used
as a control medium.

Sucrose density gradient separation and RNA isolation

When hASC cultures reached 70% confluence, treatment with maintenance or induction
medium for 24 hours was performed. Next, cells were treated with 0.1 mg/mL cycloheximide
(Sigma-Aldrich) (10 minutes, 37°C), detached with trypsin and washed twice with 0.1 mg/mL
cycloheximide in PBS. After centrifugation (700 x g; 5 minutes), the cell pellet was resuspended
in polysome lysis buffer (15 mM Tris HCI pH 7.4, 15 mM MgCl2, 300 mM NacCl, 100 pg/mL
cycloheximide, 1% Triton X-100) and incubated for 10 minutes on ice. The cell lysate was
centrifuged at 12000 x g for 10 minutes at 4°C and the supernatant was loaded onto 10% to
50% sucrose gradients (previously prepared with BioComp model 108 Gradient Master). The
samples were centrifuged at 150000 x g (SW40 rotor, HIMAC CP80WX HITACHI) for 160
minutes at 4°C and the sucrose gradient fractions were separated using the ISCO gradient
fractionation system (ISCO Model 160 Gradient Former Foxy Jr. Fraction Collector),
connected to a UV detector. Absorbance at 275 nm was monitored and the polysome profile
was recorded. The monosome/polysome ratio was quantified by calculating the area beneath
the monosome and polysome peaks using ImageJ software.

RNA from polysomal fractions was isolated using the Direct-zolTM RNA MiniPrep (Zymo
Research), following the manufacturer’s instructions. Total RNA from cells in the same
conditions (treated with maintenance or induction medium for 24 hours) was also extracted
using Direct-zolITM RNA MiniPrep.

cDNA library preparation and sequencing

For cDNA library preparation, 1 pg of total and polysome-associated RNA were used to
perform three independent biological sample replicates. The cDNA libraries were prepared
using the TruSeq Stranded Total RNA Sample Preparation kit (Illumina, Inc.) and RNA-seq
was performed in an Illumina HiSeq platform using an RNA-seq kit, following the
manufacturer’s recommendation (Illumina, Inc.).

Data analysis

Mapping and counting sequencing data were performed with the Rsubread package 43.
Hierarchical clustering of the samples (log of counts plus one) was performed to evaluate
biological variability. Each sample was normalized to one million reads to account for library
size.

Differential expression analysis was performed using the Bioconductor R package edgeR 44.
For this analysis, we retained only those genes with at least one count per million in at least
three samples.

We considered as upregulated the transcripts with log(FC)>1 and FDR<0.01, and as
downregulated the transcripts with log(FC)<-1 and FDR<0.01.

Gene ontology (GO) analysis was performed using gProfiler 19 and DAVID 20,21, exploring
the KEGG database.

Cell cycle assay

Cells were detached with trypsin, washed with PBS and centrifuged (700 x g, 5 minutes). The
cell pellet was resuspended in an ice-cold solution of 70% ethanol and 30% PBS and incubated
for 2 hours at 4°C for fixation. Then, the cells were washed once with PBS and centrifuged.
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The cells were resuspended in PBS and an equal volume of 2X staining solution (3.4 mM Tris-
HCI pH 7.4; 0.1% NP40; 700 U/L RNase A DNase-free; 10 mM NacCl; 30 pg/mL propidium
iodide) was added and incubated for 10 minutes. After centrifugation, the supernatant was
discarded, and the cells were resuspended in 200 pL of PBS for cell cytometry analysis.
Approximately 10,000 events were acquired with a FACSCanto Il flow cytometer (BD
Biosciences) and analysis was performed with Flow Jo software version 10.0.8r1.

EdU incorporation assay

For the proliferation assay, cells were treated with 10 uM EdU (in culture medium) for 24 hours.
Then, the cells were detached with trypsin, washed, fixed and stained with the Click-iT® EdU
Alexa Fluor® 647 Flow Cytometry Assay Kit (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific),
following the manufacturer’s instructions. Approximately 10,000 events were acquired with a
FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences), and analysis was performed with Flow Jo
software version 10.0.8r1.

Silencing through RNA interference

To reduce DEPTOR expression in the hASCs, RNA interference silencing was performed using
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Invitrogen™) according to the manufacturer's
instructions. All double-stranded siRNAs were designed and synthesized by Origene
(Maryland, USA). The cells were initially plated in 6-well plates at a density of 1x105 cells/well
in DMEM medium until they reached 80-90% confluence. The cells were transfected with 10
nM siRNA against DEPTOR (siDep - SR312133B) or universal scrambled negative control
SIRNA (SiNC -SR30004). After six hours of transfection, the culture medium was changed to
remove the transfectant agent. The cells were harvested 24 h after transfection to calculate the
MRNA expression levels.

RNA extraction and gRT-PCR

Total RNA extraction from the hASCs was conducted according to the RNeasy mini kit
(QIAGEN), following the manufacturer's instructions. Reverse transcription was performed
from 1 pg total RNA using the ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega)
according to the manufacturer's instructions. The relative gene expression levels of DEPTOR
MRNA were assessed using qPCR with the LightCycler ® 96 Instrument (Roche) and SYBR
Select Master Mix (Life Sciences). The program with the cycles were as follows: initiation at
50°C for 2 min, denaturation at 95°C for 2 min, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C
for 15 sec, annealing at 60°C for 15 sec and extension at 72°C for 1 min. The primer sequences
for human GAPDH (Forward 5 GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC3  and Reverse
5TGGTTCACACCCATGACGAS") results in fragments with 149 base pairs whereas
DEPTOR (Forward 5AATCCAGTCAGAGCAGCGGAY and Reverse
5 CCATGGTTTTAGGGCCGTGC 37) results in fragments with 134 base pairs and recognizes
both isoforms (1 and 2). The reactions were run in triplicate, and the generated products were
analyzed with the LightCycler ® 96 software (Roche). The data were evaluated as 2-AACq
values (Cq indicates the cycle threshold). The results are expressed as the normalization ratio
of the relative quantities of the DEPTOR mRNAs to those of the control (NC siRNA).

Western Blot

For Western Blot analysis, cells were washed with PBS and scraped after addition of denaturing
buffer (160 mM Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 10% b-mercaptoethanol, 24% glycerol and 0.02%
bromophenol blue). Protein extracts were subjected to SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose
membrane and probed with rabbit anti-cyclin D1 (produced in rabbit, Neomarkers, cat#RB-
4091-P1, 1:8000) and anti-DEPTOR/DEPDC6 (D9F5) (produced in rabbit, Cell Signaling,
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cat#11816S, 1:1000) antibodies. After incubation with secondary antibody anti-rabbit 1gG-
peroxidase (produced in goat, Sigma, cat#A6154, 1:2500), membranes were analyzed with
Novex® ECL HRP Chemiluminescent kit. The signals obtained were quantified with ImageJ
software.

Statistical analysis

All experiments were performed with hASCs from 3 different donors (biological replicates),
except for cell cycle analysis, which was performed with hASCs from 4 different donors. Bar
graphs represent mean with standard error mean (SEM). Analyses were performed using
GraphPad Prism 5 software. Before running statistical analysis, the distribution was assessed
using Shapiro-Wilk Normality test. For experiments with two different conditions and gaussian
distribution, Student’s T test was performed. When non gaussian distribution was observed,
Mann-Whitney test was used. For experiments with grouped analysis and gaussian distribution,
two-way ANOVA with multiple comparisons followed by Sidak post hoc test was performed.
Values of p<0.05 were considered significant.
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ANEXO 111

TABELAS SUPLEMENTARES

As tabelas suplementares serdo fornecidas em arquivo digital

Tabela S1. Resultado da anélise por espectrometria de massas do primeiro teste de
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs.

Tabela S2. Resultado da analise por espectrometria de massas do segundo teste de
imunoprecipitacdo de DDX6 em hASCs e dos controles realizados.

Tabela S3. Andlise do fold change dos transcritos identificados por sequenciamento de
RNAm total de hASCs ndo-induzidas e induzidas para osteogénese por 24 horas

Tabela S4. Analise do fold change dos transcritos identificados por sequenciamento de
RNAmM associado a polissomos pesados de hASCs ndo-induzidas e induzidas para
osteogénese por 24 horas

Tabela S5. Analise de ontologia génica (gProfiler) de transcritos identificados como
regulados negativamente (log2(FC)<-1, FDR<0.01) ou positivamente (log2(FC)>1,
FDR<0.01) apds 24 horas de inducéo osteogénica por sequenciamento de RNAm total e
associado polissomos pesados

Tabela S6. Andlise do fold change dos transcritos identificados por sequenciamento de
RNAm total de hASCs ndo-induzidas e induzidas para adipogénese por 24 horas

Tabela S7. Analise do fold change dos transcritos identificados por sequenciamento de
RNAmM associado a polissomos pesados de hASCs néo-induzidas e induzidas para
adipogénese por 24 horas

Tabela S8. Analise do fold change dos transcritos identificados por sequenciamento de
RNAmM associado a monossomos/polissomos leves de hASCs néo-induzidas e induzidas
para adipogénese por 24 horas

Tabela S9. Analise de ontologia génica (gProfiler) de transcritos identificados como
regulados negativamente (log2(FC)<-1, FDR<0.01) ou positivamente (log2(FC)>1,
FDR<0.01) ap6s 24 horas de inducdo adipogénica por sequenciamento de RNAm total e
associado polissomos pesados

Tabela S10. Analise de ontologia génica (KEGG) de transcritos identificados como
regulados negativamente (log2(FC)<-1, FDR<0.01) ou positivamente (log2(FC)>1,
FDR<0.01) ap6s 24 horas de indugdo adipogénica por sequenciamento de RNAm total e
associado polissomos pesados

Tabela S11. Resultado da anélise por espectrometria de massas da imunoprecipitacéo de

DDX6 e do controle de pré-limpeza de hASCs ndo-induzidas e induzidas para adipogénese
e osteogénese por 24 horas.
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Tabela S12. Proteinas identificadas como associadas a DDX6 em hASCs néo-induzidas e
induzidas para adipogénese e osteogénese por 24 horas, apds o processo de filtragem.

Tabela S13. Andlise de ontologia génica (gProfiler) das proteinas identificadas como
associadas a DDX6 em hASCs ndo-induzidas e induzidas para adipogénese e osteogénese
por 24 horas.
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