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RESUMO

Resumo: O organelo sem membrana, designado como granulo TIS, ¢é
caracterizado pela interacdo da proteina ZFP36 ring finger protein like 1 (ZFP36L1),
também conhecida como TIS11B, com mRNAs que codificam proteinas membranares.
ZFP36L1 promove o enriquecimento ou exclusdo de transcritos, dependendo do tamanho
dos seus 3'UTR e numero de elementos ricos em adeninas (A) e uracilos (U) (AREs). A
associacdo de granulos TIS a superficie do reticulo endoplasmético cria um
microambiente que favorece a traducdo e localizacdo de proteinas especificas na
superficie da membrana das células. ZFP36L1 também é conhecido por regular a
estabilidade e degradacéo de transcritos de varios genes alvo, como é o caso de varios
intermediéarios inflamatorios, o que sugere um papel duplo para o ZFP36L1, favorecendo
a transcricdo de proteinas membranares e destabilizando outros alvos. Para além dos
marcadores de inflamacdo, também regula os intermediarios da via de sinalizacdo das
BMPs e estd envolvido em mecanismos de senescéncia o impacto do ZFP36L1 nas
celulas precursoras de osteoblastos e de condrocitos e na sua diferenciacdo terminal é
praticamente desconhecido. Recentemente, 0 ZFP36L1 tem sido implicado na promocao
da diferenciacdo de osteoblastos e a sua expressao foi identificada como sendo diminuida
em ratinhos mais idosos, resultando numa diferenciacdo preferencial das células
mesenquimais para a linhagem adipocitaria. Também foi publicado que o aumento da
expressdo de ZFP36L1 esta associado aos mecanismos de progressao da osteoartrose.

Este projeto tem como objetivo a identificacdo, compilacdo e discussao de estudos
publicados que descrevem a expressao de ZFP36L1 em contextos patoldgicos associados
ao desenvolvimento de osteoporose e osteoartrose, focando a discussdo dos resultados
obtidos no impacto que ZFP36L1 pode ter no metabolismo do osso e da cartilagem.
Através da pesquisa da base de dados Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles) e bibliografia associada vai-se procurar
compilar e comparar dados relativos a expressdo de ZFP36L1 em experiéncias usando
tecidos de humano e de ratinho. Com base nesses resultados vai-se procurar
contextualizar a expressdo desta proteina nos mecanismos associados ao
desenvolvimento de osteoartrose e osteoporose. Serdo igualmente estudadas (i) as
relacGes filogenéticas destes genes nas principais espécies utilizadas como modelos

bioldgicos em ciéncias biomédicas, e (ii) a presenca de polimorfismos no gene que



codifica para a ZFP36L1 e possam ser associados a patologias no sistema
musculoesquelético e contextualizar os resultados relativamente as func¢des das proteinas
codificadas.

Palavras-chaves: TIS, ZFP36L1, BMPs, gene.



ABSTRACT

Abstract: The membrane-free organelle, called the TIS granule, is characterized
by the interaction of the protein ZFP36 ring finger protein like 1 (ZFP36L1), also known
as TIS11B, with mRNAs that encode membrane proteins. ZFP36L1 promotes enrichment
or deletion of transcripts, depending on the size of its 3'UTR and number of adenine (A)
and uracil (U) rich elements (ARESs). The association of TIS granules to the surface of the
endoplasmic reticulum creates a microenvironment that favors the translation and
localization of specific proteins on the surface of the cell membrane. ZFP36L1 is also
known to regulate the stability and degradation of transcripts of several target genes, as
is the case of several inflammatory intermediates, which suggests a dual role for
ZFP36L1, favoring the transcription of membrane proteins and destabilizing other targets.
In addition to inflammation markers, it also regulates the intermediaries of the BMPs
signaling pathway and is involved in senescence mechanisms. The impact of ZFP36L1
on precursor cells of osteoblasts and chondrocytes and on their terminal differentiation is
practically unknown. Recently, ZFP36L1 has been implicated in promoting osteoblast
differentiation and its expression has been identified to be decreased in older mice,
resulting in preferential differentiation of mesenchymal cells towards the adipocyte
lineage. It has also been published that increased expression of ZFP36L1 is associated
with mechanisms of osteoarthritis progression.

This project aims to identify, compile and discuss published studies that describe
the expression of ZFP36L1 in pathological contexts associated with the development of
osteoporosis and osteoarthritis, focusing on the discussion of the results obtained in the
impact that ZFP36L1 may have on bone and cartilage metabolism. Searching the Gene
Expression Omnibus database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles) and
associated bibliography will attempt to compile and compare data relating to ZFP36L1
expression in experiments using human and human tissues. mouse. Based on these results,
we will try to contextualize the expression of this protein in the mechanisms associated
with the development of osteoarthritis and osteoporosis. Will also be studied (i) the
phylogenetic relationships of these genes in the main species used as biological models

in biomedical sciences, and (ii) the presence of polymorphisms in the gene that codes for



ZFP36L1 and can be associated with pathologies in the musculoskeletal system and
contextualize the results with respect to the functions of the encoded proteins.
Keywords: TIS, ZFP36L1, BMPs, gene.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO E REVISAO DE
LITERATURA
OSTEOARTROSE E OSTEOPOROSE



1. Introducdo a osteoartrose e osteoporose, manifestacGes

clinicas e tratamento

1.1. Estrutura e 0sso

O 0ss0 é uma estrutura mineralizada porosa composta por células, vasos, e cristais
de célcio, sendo um tecido conjuntivo calcificado [1]. Os ossos do esqueleto fornecem
suporte estrutural para o resto do corpo, permitem movimento para os musculos,
protegem 6rgdos e estruturas internas vitais, fornecem manutencdo da homeostase
mineral e equilibrio &cido-base, servem como reservatorio de crescimento, fatores e

citocinas, e fornecem o ambiente para a hematopoiese dentro dos espagos medulares [1].

A camada externa do 0sso é chamada de 0sso cortical, enquanto as internas sdo
chamadas de 0sso esponjoso, é também constituido por um canal medular que contém
medula éssea vermelha ou amarela (2). O esqueleto humano adulto é geralmente

composto por 80% de o0sso cortical e 20% de o0sso trabecular ou esponjoso [1].

O osso cortical é coberto exteriormente pelo periosteo e interiormente pelo
endosteo, enquanto o 0sso trabecular é sempre circundado pelo osso cortical (Figura 1)
[1]. O osso cortical é mais rigido e capaz de resistir a tensdes mais altas que o trabecular
[1]. O osso trabecular contribui para o suporte mecanico, particularmente em 0ssos como
as Vértebras, e fornece os suprimentos iniciais de minerais em estados de deficiéncia

aguda [2].
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Figura 1 - Estrutura dssea, cartilagem articular, linha epifisaria, 0sso esponjoso, cavidade medular,
enddsteo, peridsteo. Imagem adaptada (3).



1.2. Diferenciagao de osteoblastos

Os osteoblastos, células de revestimento 6sseo e ostedcitos surgem de células
estaminais mesenquimais, que também d&o origem a condrocitos, adipdcitos, midcitos e
fibroblastos (fig. 2). O processo de diferenciacdo precoce que leva a producéo de células
osteocondroprogenitoras envolve o SRY-Box Transcription Factor 9 (SOX9), o principal
regulador transcricional da condrogénese. Runt-related transcription factor 2 (RUNX2)
e Sp7 transcription factor (SP7) séo os dois fatores criticos de transcri¢do que determinam
a diferenciagdo da linhagem de osteoblastos. RUNX2, um membro da familia de fatores
de transcricdo RUNX (Runt-related transcription factor), é caracterizado por um dominio
de ligacdo ao DNA que é homologo ao gene runt de Drosophila [3]. RUNX2 direciona
células mesenquimais multipotentes para uma linhagem osteoblastica e impede-as de se
diferenciar nas linhagens adipociticas e condrociticas. Depois de se diferenciar para pré-
osteoblastos, f-catenina, SP7 e RUNX2 promovem o comprometimento para osteoblastos
imaturos, que produzem proteinas da matriz 6ssea, bloqueando o seu potencial de se
diferenciar na linhagem condrocitica. RUNX2 inibe a maturacdo dos osteoblastos e a
transicdo para ostedcitos, mantendo os osteoblastos num estagio imaturo (Figura 2) [4].

Runx2 foi identificado como um gene causador da displasia cleidocraniana. Este
gene é expresso em tecidos embrionarios de ratinhos em células destinadas a se tornarem
osteoblastos ou condrdcitos no embrido em desenvolvimento e em todos os osteoblastos
independentemente do seu estagio de diferenciacdo. Ratinhos Runx2—/— sdo incapazes de
produzir osso endocondral ou intramembranoso, mas podem produzir adipdcitos e
condracitos. [3].

A via de sinalizagdo Wnt (Wingless/integrated) nos osteoblastos contém uma série
de moléculas que sdo agora vistas como um dos mais importantes reguladores da
formacdo Ossea durante o crescimento e desenvolvimento devido & sua mediagdo de
alguns dos didlogos regulatérios entre osteoblastos e osteoclastos. Wnts sdo
glicoproteinas nos osteoblastos que atuam em recetores compostos por uma proteina
Frizzled (semelhante ao recetor acoplado a proteina G) e uma de duas proteinas
relacionadas ao recetor de lipoproteina de baixa densidade (LRPs): LRP5 ou LRP6. A
ativagdo do recetor Wnt resulta na desfosforilagdo e acaimulo de -catenina intracelular e
sua translocacéo para o nucleo, onde interage com fatores de transcricao para controlar a

expressdo génica dos osteoblastos. A familia de proteinas Dickkopf atua como um



regulador negativo da sinalizagdo Wnt, ligando-se ao LRP5/6 e outro coreceptor de
superficie celular, Kremen, causando a internalizacdo e destruicdo do complexo resultante
e reduzindo a densidade de Wnt. MutacGes em Wntl recentemente demonstraram causar
osteogenese imperfeita (Ol) tipo XV. Mutacdes de ganho de funcdo em LRP5 resultam
em disturbios de alta massa dssea hiperostose e osteoesclerose endosteal, osteopetrose
autossémica dominante tipo 1 e doencga de van Buchem tipo 2, enquanto mutacfes de
perda de funcdo em LRP5 resultam na sindrome de osteoporose-pseudoglioma de baixa

massa 0ssea e uma forma de osteoporose [3].
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estaminal

mesenquimal 2 Ostedcitos
— —
@ @ [E \"\ Células da linhagem
! P Cor ™

Sox9 Runx2 Osterix

Figura 2 - Diferenciacdo de osteoblastos. Os osteoblastos surgem de uma célula precursora multipotente
de origem mesenquimal (célula estaminal mesenquimal). Uma célula osteocondrogenitora capaz de formar
tanto condrécitos quanto osteoblastos surge sob o controle do fator de transcricdo SOX9. RUNX2 é o
regulador chave da diferenciacdo de osteoblastos e é constitutivamente expresso em osteoblastos em todos
os estagios de diferenciagdo. Um segundo fator de transcri¢cdo, SP7, atua a jusante de RUNX2 na
diferenciacdo de osteoblastos. Os osteoblastos podem ainda diferenciar-se em ostedcitos que se alojam na
matriz 6ssea ou em células de revestimento nas superficies 6sseas. Imagem adaptada de (4).

Como foi dito anteriormente, as células estaminais mesenquimais diferenciam-se
em osteoblastos imaturos, que expressam genes de proteina da matriz dssea, através das
acoes de RUNX2, SP7 e B-catenina. Os osteoblastos imaturos, que expressam altos niveis
de osteopontina, diferenciam-se em osteoblastos maduros, que expressam altos niveis de
osteocalcina, e, finalmente, os osteoblastos maduros sdo incorporados na matriz 6ssea
para se tornarem ostedcitos. O RUNX2 é expresso em 2 isoformas diferentes dependendo
da sua terminacdo amino diferente. Se a sequéncia amino terminal for MRIPV em vez de
MASNSLFSAVTPCQQSFFW, é tipo | em vez de tipo Il (Tabela Al dos anexos) [5]. A
sobreexpresséo do tipo Il do RUNX2 causa osteopenia e a maturacdo dos osteoblastos e
atransicéo dos osteoblastos para ostedcitos sdo severamente inibidas. Os locais de ligagéo
ao DNA do RUNX2 nos principais genes de proteina da matriz éssea, incluindo os genes
colagenio 1al (COL1Al), osteopontina (OP), sialoproteina dssea (BSP) e osteocalcina

(OC), foram identificados, e 0 RUNX2 induz a expressao desses genes ou ativa 0S seus



promotores in vitro. No entanto, a sobreexpressdo do RUNX2 em osteoblastos reduz
severamente a expressdo de osteocalcina, apesar do achado de que RUNX2 induz
fortemente a expresséo de osteocalcina na linhagem celular de fibroblastos embrionarios
de ratinhos. Além disso, a sobreexpressdo do tipo I RUNX2 inibe a maturacdo dos
osteoblastos e a transicdo para ostedcitos. No entanto, o grau de inibicdo da maturagédo
dos osteoblastos e a transicdo para ostedcitos sdo muito mais suaves em ratinhos
transgénicos RUNX2 tipo | do que em ratinhos transgénicos RUNX2 tipo Il. Portanto,
esses estudos indicam que o RUNX2 desencadeia a expressdo dos principais genes
proteicos da matriz éssea num estagio inicial da diferenciacdo dos osteoblastos, levando
as células a adquirirem um fendétipo osteoblastico, mas mantendo uma célula osteobléstica
num estagio imaturo [4]. Portanto, 0 RUNX2 desempenha um papel importante na

manutencdo de um suprimento de osteoblastos imaturos (figura 3) [4].
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Figura 3 - Regulacédo da diferenciagéo de osteoblastos por fatores de transcrigdo. Além de Runx2, Osterix
e B-catenina, muitos fatores de transcri¢ao estdo envolvidos na diferenciacdo de osteoblastos. As proteinas
de torcdo interagem com o Runx2 e inibem a funcdo Runx2. No entanto, Twist e Msx2 promovem
cooperativamente a diferenciacdo de osteoblastos. Alguns estudos relataram que o Msx2 aumenta a
diferenciacédo de osteoblastos, enquanto outros estudos relataram que 0 Msx2 o inibe. Também foi relatado
que o Msx2 promove a proliferagdo de osteoblastos. O envolvimento do Msx1 na diferenciacdo de
osteoblastos é limitado em comparagao com 0 Msx2. As linhas pontilhadas indicam que a fungdo fisiologica
ou o0 estagio em que o fator funciona principalmente ainda precisa ser provado. Imagem adaptada de [4].
Sp3 — Sp3 transcription factor (Sp3), Krox20 - Early growth response protein 2, FosB - proteina reguladora
3 de troca de FosB e GO/ G1, DIx5 - Distal-Less Homeobox 5, Runx2 - RUNX Family Transcription Factor
2, Osterix — Sp7 transcription factor (SP7), Fral - Fos-related antigen 1, Msx2 — Melanocyte-stimulating
hormone (Msh) homebox 2, ATF4 — Activating Transcription Factor 4



1.3. Metabolismo do 0sso

Para entender a patofisiologia da osteoporose e osteoartrose, é necessario entender
a fisiologia do osso [6]. Os componentes celulares que constituem 0 0sso sdo: ostedcitos,
osteoclastos e osteoblastos [7]. Os ostedcitos sdo células dsseas multifuncionais que sdo
circundadas por matriz 6ssea mineralizada, sdo derivados de osteoblastos e constituem
90% a 95% das células do osso [8]. No final da formacéo do 0sso, 0s osteoblastos podem
ficar embutidos no 0sso como ostedcitos, podem tornar-se células do revestimento 6sseo
ou sofrer apoptose [8]. Os ostedcitos secretam esclerostina (SOST, proteina que funciona
como regulador negativo da massa 6ssea) [9]. Além disso, o0s ostedcitos podem atuar
como células mecanossensoriais, transformando a tensdo mecénica em sinalizagédo
quimica para os osteoblastos e osteoclastos [9]. Portanto, o ostedcito desempenha um
papel importante na biologia dssea, especificamente no processo de remodelagdo, uma
vez que regula tanto a atividade dos osteoblastos quanto dos osteoclastos [9]. Os
osteoclastos sdo as células que degradam o 0sso para iniciar a remodelacéo 6ssea normal
e mediar a perda 6ssea em condicGes patoldgicas [10]. Sdo derivados de precursores na
linhagem mieloide/mondcitos que circulam no sangue apés a sua formacdo na medula
0ssea, surgindo de granuldcitos macrofagos [10]. Enquanto os osteoblastos promovem a
integridade e a formacdo da estrutura 6ssea pela remocao da matriz antiga [11].

Mutacdes no gene SOST causam alta massa 6ssea em humanos e a delecao resulta
em alta massa 6ssea em ratinhos [12].

Quando o osso ¢é formado no feto, a maior parte do esqueleto é composta por
cartilagem derivada da mesoderme embrionaria que posteriormente € substituida por 0sso
apos o nascimento [12]. Ao longo da infancia e adolescéncia, 0s 0Ssos crescem até
tornarem-se mais longos, mais densos e mais fortes [12]. Por norma, 0s 0ssos param de
crescer aos 20 anos, e aos 30 atingiram a densidade éssea maxima [12]. Antes dos 30
anos, a atividade dos osteoblastos € maior do que a atividade dos osteoclastos, no entanto,
apos o final dos trinta anos, o oposto acontece uma vez que a formagdo 0ssea nédo
acompanha mais a remogao 0ssea [12].

Ap0s 0s 40 anos de idade, a reabsorcao 0ssea excede a formagdo 0ssea, resultando
em diminuigdo da densidade do osso [8]. Quando a reabsorcao dssea excede a formagéo
0ssea ao ponto onde 25% da massa 0ssea € perdida em comparacdo com a massa 0ssea

de uma pessoa de 30 anos, € chamado de osteoporose [8,13].



A biologia da recuperacdo de uma fratura éssea consiste no facto de esta ocorrer
sem o desenvolvimento de uma cicatriz fibrosa. Para tal, a acdo das metaloproteinases, o
envolvimento de varios sistemas endocrinos que afetam a homeostase do fosfato e do
calcio e o sistema hematopoiético e sua regulacdo dos progenitores de células estaminais
mesenquimais sdo essenciais [14]. Entre os Vvarios mecanismos ocorre resposta
inflamatoria aguda, geragdo de um calo dsseo cartilaginoso e periosteal, revascularizagdo
e neoangiogénese do sitio da fratura, assim como mineralizacdo e reabsorcdo do calo

cartilaginoso [14].

1.4, Osteoporose

1.4.1.1. Epidemiologia da osteoporose

A osteoporose (OP) € um grande problema de saude publica, com alto impacto
econdémico nas sociedades desenvolvidas e emergentes [15]. Apesar de, devido ao
desenvolvimento farmacoldgico nos Gltimos 50 anos, a OP ja ndo ser considerada uma
doenca inevitavel, esta ndo sé € uma das principais causas de fraturas, mas também ocupa
um lugar alto entre as doencas que causam incapacidade, dependéncia e acamamento
[15,16]. Estas podem causar complicacfes com risco de vida em idosos. Embora a OP
tenha sido um tema muito falado na Gltima década na comunidade médica, o tratamento
OP ainda é oferecido apenas a uma minoria dos pacientes. Mesmo na OP estabelecida,
em Portugal, apenas 4,5% a 14,4% dos pacientes recebem medicacdo anti-OP. A
prevaléncia de OP é de 11% em mulheres e 2% em homens. Em Portugal, estima-se um
namero de fraturas por fragilidade da anca em cerca de 9500 por ano. No ano seguinte a
fratura, 10-20% destes doentes acabam por falecer e 50% perdem a sua capacidade
funcional de base. Além disso, estima-se que o custo anual das fraturas por fragilidade na
Europa tenha sido de 30 mil milhdes de euros em 2013 [15].

Num estudo mais recente, em 2020, de acordo com um relatério do US Surgeon
General, aproximadamente 10 milhdes de americanos com mais de 50 anos tém
osteoporose, com mais 34 milhdes em risco de contrair a doenca. As fraturas
osteopordticas nos EUA sdo extremamente comuns, com uma estimativa de 1,5 milhdo
sofrendo fraturas por fragilidade a cada ano. Uma carga similar foi observada no Reino
Unido, com estudos epidemiologicos levantando a hipdtese de que uma em cada duas

mulheres e um em cada cinco homens com mais de 50 anos sofrera uma fratura



osteopordtica durante a vida [16]. No mundo, 200 milhdes de mulheres sofrem de OP
(Figura 4) [17].
A
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Figura 4 - Representacdo do mapa mundial representativo dos DALY's (Disability-adjusted life years, 1
DALY equivale a um ano de perda total da salde) relacionados com fraturas associadas a baixa DMO
(densidade mineral éssea) em 2019. Imagem adaptada de Yuyan Shen et al [17].

De todos os tipos de fratura, as fraturas de quadril sdo as que estdo associadas aos
niveis mais altos de morbidade. A taxa de mortalidade da fratura de quadril € significativa,
com uma taxa de aproximadamente 8% em homens e 3% em mulheres acima de 50 anos
hospitalizadas apds fratura. Doengas coexistentes e mau estado funcional da pré-fratura
sdo determinantes chave do risco de mortalidade po6s-fratura, que € maior imediatamente
apos a fratura, diminuindo gradualmente ao longo do tempo. E de notar, no entanto, que
um risco elevado de morte demonstrou persistir por até 10 anos apés a fratura. A morte
apos fratura de quadril ndo é apenas atribuivel a propria fratura; em vez disso,
exacerbacdo prévia de outras comorbidades cronicas provavelmente contribuem para a
reducdo da expectativa de vida e, de fato, para a ocorréncia da fratura [16]. Cerca de 17

milhdes de pessoas morreram devido a fratura por OP em 2019 (Figura 5) [17].
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Figura 5 - Representacdo do nimero de mortes causadas por fratura por baixa DMO num mapa mundial
em 2019. Imagem de Yuyan Shen et al [17].

1.4.2. Patofisiologia da Osteoporose

A osteoporose é uma condi¢do esquelética caracterizada pela diminuicdo da
densidade (massa/unidade de volume) de osso normalmente mineralizado [18]. A
densidade reduzida prejudica a resisténcia mecanica do 0sso, tornando-o mais vulneravel
a fratura [18]. A massa 6ssea pode ser medida através da densidade mineral 6ssea (DMO)
[19]. A DMO é uma das componentes chaves para a forca 6ssea [20]. No diagndstico de
osteoporose e na predicdo de fratura de risco é bem estabelecida [20]. A DMO fornece
informacdes clinicas Uteis sobre alteragdes de todo o esqueleto sob condigdes especificas
[20]. A distribuigdo do contetudo mineral 6sseo segue uma distribui¢do gaussiana normal
depois do pico mineral 6sseo ser alcancado e, devido a esta distribuicdo normal, 0 0sso
tem valores de densidade que podem ser expressos em desvios padrédo (DP) [19]. Um
valor de DMO entre -2,5 e -1 DP, abaixo da média para adultos jovens ¢ denominado
como osteopenia, enquanto uma DMO abaixo de -2,5 DP é referido como osteoporose
[21]. A patogénese da osteoporose envolve uma série de fatores, incluindo genética,
hormonas sistémicas, fatores de crescimento, citocinas inflamatérias , o sistema
imunologico, anormalidades do estrogenio, nutri¢ao, exercicios, escolhas de estilo de vida
e medicamentos [22].

A osteoporose foi classificada em duas categorias, primaria e secundaria. A
osteoporose primaria € dividida em trés tipos:

e osteoporose pos-menopausa (tipo 1),



e osteoporose relacionada com a idade (tipo 1)

e osteoporose idiopatica [18].

A osteoporose pos-menopausa (Tipo 1) desenvolve-se em mulheres com deficiéncia de
estrogénio, enquanto a osteoporose relacionada com a idade (Tipo 1) ocorre em homens
e mulheres a medida que a densidade 6ssea diminui com o envelhecimento [18].

Ja a osteoporose secundaria refere-se aqueles pacientes nos quais um fator causador ou
processo de doenca é identificivel [18].

As hormonas sexuais sdo potentes moduladores da inflamacéo e renovagédo Ossea
[23]. VariacGes nos seus niveis sistémicos levam a desregulacao dos processos bioldgicos
[23].

A deficiéncia de estrogénio é um dos fatores mais estudados que levam ao
desenvolvimento da osteoporose [22].

Osteoclastos e osteoblastos expressam recetores de estrogénio que se ligam ao
estrogénio levando a regulacdo positiva de osteoprotegerina (OPG) e bloqueia a
suprarregulacdo do fator nuclear do ativador do recetor-Ligante kB (RANKL) [24]. OPG
é um inibidor competitivo de RANKL e antagoniza as a¢gdes de RANKL [24].

OPG é uma proteina que diminui o processo de perda déssea e ajuda a manter o
equilibrio entre a reabsorcdo e formacdo dos 0ssos, enquanto RANKL é uma proteina que
estimula a formac&o, fungéo e sobrevivéncia de osteoclastos, e cada um desses efeitos €
inibido pela OPG [25]. A OPG suprime a reabsorcdo 6ssea e aumenta a densidade, area
e forca do 0sso esponjoso e cortical (Figura 6) (14).

Em mulheres p6s-menopausicas a deficiéncia de estrogénio diminui diretamente
a proteina OPG e indiretamente aumenta a proteina RANKL [25]. Posteriormente, isso
leva a niveis mais elevados de formacédo de osteoclastos e, em ultima insténcia, perda

Ossea [26].
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Figura 6 - Interacdo do complexo biomolecular RANKL-RANK/OPG. RANK é encontrado no
osteoclastos, produz OPG e protege o esqueleto da reabsor¢do 6ssea excessiva. Os osteoclastos expressam
recetores de estrogénio que levam a regulacéo positiva da OPG e bloqueia a suprarregulacdo do RANKL,
levando por dltima instancia a formag&do dssea. Imagem adaptada [26].

O desenvolvimento da osteoporose da mesma forma nos homens ocorre devido
ao declinio da testosterona como consequéncia da idade [25]. O declinio na testosterona
é gradual, ao contréario do rapido declinio do estrogénio nas mulheres ap6s a menopausa
e é referido como “andropausa” ou “menopausa masculina” [25].

A testosterona é a principal hormona androgénica envolvida em uma variedade
de atividades em humanos [23]. Esta afeta potencialmente o metabolismo 0sseo através
da inflamacg&o. Os mecanismos propostos incluem regulacéo de citocinas e a¢des diretas
sobre precursores de osteoblastos e osteoclastos [23]. Tanto a testosterona como o seu
metabolito ndo aromatizavel Sa-diidrotestosterona demonstraram diminuir a
diferenciacédo ou atividade dos osteoclastos [23]. Este impacto tem sido, em parte, ligado
a regulacdo osteoblastica da osteoclastogénese, sugerindo que a renovacgao 0ssea e 0
acoplamento osteoblasto/osteoclasto sdo alvos das mudangas nos niveis de testosterona
na circulagéo [23].

A testosterona representa um papel importante nos pré-osteoblastos, causando
diretamente a diferenciagdo em osteoblastos maduros [23].

A testosterona também pode ser convertida em estrogenio através da enzima

aromatase e, nos homens, segue 0 mesmo caminho que descrito acima [23]. Assim, a
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principal causa da osteoporose em mulheres € a deficiéncia de estrogénio devido a
menopausa, enquanto nos homens é a deficiéncia de testosterona, a qual esta relacionada
com a idade [23]. Outros fatores podem afetar a perda 0ssea: a diminuicao da ingestdo de
calcio (nutricdo), pode diminuir a absorcao intestinal de calcio e, subsequentemente,
aumentar a libertagdo da hormona da paratirdide e ativar RANKL [23]. Além disso, 0
envelhecimento também é um fator de risco para osteoporose, uma vez que o pico de

massa 0ssea vai diminuindo naturalmente com a idade apds os 30 anos [23].

1.4.2.1. Manifestac0es clinicas da osteoporose

A osteoporose € uma doenca silenciosa comum em homens e mulheres e o
diagndstico ocorre durante uma avaliacdo com o médico especialmente quando ocorre
fratura por fragilidade (Figura 7) [6,13]. Na osteoporose em norma h& um longo periodo
de laténcia antes do desenvolvimento de sintomas ou complicacdes clinicas (B). As
fraturas por fragilidade ocorrem com minimo trauma, sendo mais comum a queda de
altura em pé, e pode resultar em dor cronica, morbidade e até mesmo mortalidade, sendo
que as fraturas mais comuns incluem compressao dos corpos vertebrais e fraturas de
costelas, fémur, umero e radio (23, B). As causas das quedas costumam ser disturbios
neuroldgicos e musculoesqueléticos, distdrbios cardiovasculares e distdrbios visuais,
todos comuns na populacdo idosa (B). Outras causas extrinsecas sao 0 Uso excessivo de
medicamentos, sedativos e pouca iluminacao (B). A reduzida resisténcia ao trauma assim
como a baixa massa 6ssea podem contribuir para a alta incidéncia de fratura (B). Portanto

pessoas com maior massa corporal tém menor risco de fraturas (B).
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Figura 7 - Osso Osteoporotico. a—c | Radiografias mostram fraturas (setas) do fémur proximal (a), radio
distal (b) e vértebra (c). d—g | Alta resolugdo. A TC quantitativa permite o estudo do trabecular (o
compartimento interior esponjoso do 0sso) e corticais (a camada compacta e externa do 0sso) componentes
do rédio (parte d e parte f) e a tibia (parte e e parte g). Comparado com os controles (parte d e parte e),
osteoporose (parte f e parte g) é caracterizada por afinamento do cortex e reducdo da massa Gssea trabecular
com perda de conectividade trabecular. Imagem adaptada de [28].

1.4.2.2. Fatores de risco da osteoporose

Os fatores de risco estabelecidos para osteoporose e fraturas associadas sao idade
avancada, sexo feminino, raga caucasiana, remogdo dos ovarios em idade precoce,
imobilidade prolongada e uso prolongado de corticosteroides [29]. Estudos de pesquisa
apontam para uma série de fatores de risco para osteoporose que sdo modificaveis,
incluindo fatores de dieta e estilo de vida, enquanto alguns fatores ndo sdo modificaveis.
Os fatores modificaveis incluem: perda de peso, sedentarismo, dieta inadequada,
consumo de alcool, ingestdo de tabaco e stress. Os fatores ndo modificaveis incluem:
historico de quedas e fraturas, idade avangada, sexo feminino, etnia caucasiana e histérico
familiar de OP. J& as causas secundérias da OP incluem: condic¢des crdnicas prévias,
deficiéncia de vitamina D e fatores hormonais (Figura 8) [30].
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Figura 8 - Fatores de risco da Osteoporose. Imagem criada no biorender.com

1.4.2.3. Diagndstico da osteoporose

E de notar que os genes devem ser considerados como biomarcadores eficazes de
diagnostico precoce, especialmente para individuos de familias de alto risco [30].

No entanto, segundo as diretrizes atuais da pratica clinica em relacdo ao
diagndstico e tratamento da osteoporose sugerem aos individuos, homens e mulheres,
com idade superior a 50 anos sejam avaliados quanto aos fatores de risco associados a
osteoporose e fatores associados a alto risco de fratura [27]. Para evitar fatores de risco
deve-se medir a altura anualmente, avaliando a presenca de fratura vertebral, o historico
de quedas no ano anterior e fazer um hemograma [27]. Mas a maneira mais precisa de
diagnosticar a osteoporose € usar um instrumento para medir a densidade éssea [27].

Existem vaérias ferramentas para medir o contetdo mineral 6sseo e o risco de
fratura, incluindo: radiografia, dupla absorciometria de raios-X de energia (DXA),
ultrassom e tomografia computadorizada [27]. A radiografia funciona por emitir raios X
gue passam pelos 0ssos e detetar o que ndo é absorvido [27]. Quanto mais denso 0 0sso,
mais energia de raios-X é absorvida, enquanto areas menos densas e mais porosas

absorvem menos energia [27].

13



Para as mulheres, existem quatro categorias gerais de diagnostico propostas pela
OMS para as avaliagOes feito com DXA:

1. Normal - T-score de DMO de quadril maior que 1 DP abaixo da meédia de
referéncia do sexo feminino adulto jovem
(T-score >-1,00 DP);

2. Osteopenia - T-score de DMO de quadril menor que -1,00 DP abaixo da
referéncia do sexo feminino adulto jovem
média, mas maior que -2,5 DP;

3. Osteoporose - T-score de DMO de quadril menor que -2,5 DP abaixo da
referéncia do sexo feminino adulto jovem
quer dizer,;

4. Osteoporose grave - pontuacdo T de DMO de quadril inferior a -2,5 DP abaixo

da mulher adulta jovem e a presenca de uma ou mais fraturas por fragilidade. [27]

1.4.2.4. Terapia farmacoldgica da osteoporose

O objetivo da terapia farmacol6gica € reduzir o risco de fraturas [31]. Vérios
tratamentos eficazes com medicamentos para a osteoporose tornaram-se amplamente
disponiveis na passada década e incluem agentes antirreabsortivos, como bisfosfonatos,
denosumabe, calcitonina e raloxifeno, e agentes anabolicos (formadores de 0sso), como
teriparatida [31,31]. Os bisfosfonatos sdo o padrédo de medicamentos antirreabsortivos,
eles inibem a reabsor¢do Gssea através da inducdo da apoptose dos osteoclastos [32,33].
Tanto estes como o denosumabe aumentam a DMO e diminuem o risco de fraturas [34]
O denosumabe é um anticorpo monoclonal que se liga com alta afinidade e especificidade
ao RANKL, impedindo-o de ligar-se a RANK e inibe a diferenciacdo de osteoclastos
enquanto permite que OPG se ligue e ative células osteoblasticas (Figura 9) [33].

Além da prescricdo de terapia farmacoldgica, as guidelines também recomendam

suplementacéo de calcio e de vitamina D [35].
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Figura 9 - Mecanismo de acdo do denosumabe comparado ao acido zoledrénico. RANKL é secretado por
células estromais da medula dssea e osteoblastos. O RANKL liga-se ao receptor RANK nos osteoclastos e
promove a diferenciacdo e a atividade dos osteoclastos. O denosumab é um anticorpo monoclonal
totalmente humano que se liga a0 RANKL e, assim, inibe a ativacdo de osteoclastos pelo RANKL.
Bisfosfonatos (por exemplo, &cido zoledronico) ligam-se ao 0sso, entram e inibem a reabsorcéo dssea pelos
osteoclastos. Imagem adaptada de (32).
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1.5. Osteoartrose

1.5.1. Articulagdo - defini¢io
Uma articulacdo é um ponto onde dois ossos fazem contato. As articulagcbes podem ser
classificadas histologicamente no tipo dominante de tecido conjuntivo e funcionalmente
com base na quantidade de movimento permitida. Sendo histologicamente [36]:

1. Fibrosas — 0ssos unidos por tecido conjuntivo fibroso

2. Cartilagineas — 0ssos unidos por cartilagem

3. Sinoviais — 0ss0s ndo estdo diretamente unidos; a capsula articular faz a ligagéo entre os

0SS0S

E funcionalmente podem ser classificados como [36]:
1. Sinartrose — pouca ou nenhuma mobilidade
2. Anfiartrose — ligeiramente movel

3. Diartrose — elevada mobilidade

A osteoartrose é uma patologia comum das articula¢des sinoviais [37].

1.5.2. Articulagdes sinoviais — defini¢io

As articulagbes sinoviais sdo compostos de cartilagem articular que cobre cada
extremidade dos elementos esqueléticos opostos, com fluido sinovial que lubrifica e nutre
os tecidos, ligamentos que mantém os elementos esqueléticos sob controle, e uma capsula
fibrosa que isola as articulacdes dos tecidos circundantes. Embora poucos em nimero, 0s
tecidos articulares séo altamente especializados em estrutura e funcdo. Isso € ilustrado
pela cartilagem articular com sua matriz extracelular Gnica, resiliéncia biomecanica Gnica,
sua natureza em grande parte avascular, e sua capacidade de persistir através da vida com

0 minimo de rotatividade de suas células e componentes [38].
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1.5.3. Articulagdes sinoviais — fisiologia

As articulacBes sinoviais surgem atraves de dois processos principais. Em 0ssos
longos, a diferenciacdo cartilaginosa ocorre em todos os locais das articulacbes
prospetivas que, em seguida, segmentam em segundo lugar. Esse processo ocorre atraves
do desenvolvimento de uma regido ndo cartilaginea conhecida como interzona ou zona
intermédia (1Z). A interzona torna-se um importante centro de sinalizacdo para 0s
elementos opostos, que podem regular o crescimento através de fatores como o growth
differentiation factor 5 (GDF-5) [39]. A IZ serve como uma zona progenitora para oS
condrdcitos articulares [38]. A IZ também expressa proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs) e seus antagonistas, como a noggin. A sobreexpressdo dos BMPs, ou a perda de
noggin leva a fusdes articulares. A interzona expressa o Wnt-14, que parece ser especifico
para esta regido no sistema em desenvolvimento, e regula a sua natureza nao
condrogénica. Além disso, a medida que a interzona se dispersa durante o alargamento
da cavidade, a cartilagem articular desenvolve-se a partir dessa populacdo. Finalmente, o
desenvolvimento da cartilagem articular progride através do crescimento aposicional
impulsionado por uma subpopulacdo progenitora/célula estaminal que reside na
superficie articular. Os elementos individuais do esqueleto estdo conectados em regides

denominadas articulacdes [39].

1.5.4. Osteoartrose — Epidemiologia

A osteoartrose (OA) é uma das formas mais comuns e incapacitantes de artrite em
todo o mundo, sendo a dor nas articulacbes o principal sintoma [40]. A OA € uma das
mais comuns condicBes crénicas de salde, tendo impacto ndo apenas na dor e na salde
fisica, mas também em muitos outros resultados, incluindo satde mental, sono,
participacao no trabalho, podendo levar até a mortalidade [41].

Em 2019, 528 milhdes de pessoas no mundo tinham OA, um aumento de 113%
comparado com 1990. 73% tinham mais de 50 anos e 60% eram mulheres. Com o
envelhecimento da populacdo, é expectavel que a percentagem de pessoas com OA
continue a aumentar ao longo dos anos [42].

Pessoas com OA correm maior risco de morte devido a doengas cardiovasculares.
A relacdo com a mortalidade geral € menos clara, mas pode ser moderada pela presenca
de OA na mdo [43].

17



1.5.5. Osteoartrose — Fatores de risco

A osteoartrose (OA) é uma doenga cronico-degenerativa caracterizada pela perda
de cartilagem. A sua prevaléncia é alta, sendo uma das principais causas de incapacidade.
A causa da OA ndo é conhecida; no entanto, as evidéncias atuais indicam que €
multifatorial. Os principais fatores de risco para a osteoartrose sdo idade, sexo feminino,
obesidade, fatores geograficos, trabalho fisico, fatores genéticos e raca, trauma articular,
deficiéncia de vitamina D e condrocalcinose, uma desordem reumatolégica com
manifestacdes clinicas variadas devido a precipitacdo de cristais de pirofosfato de calcio

dihidratado nos tecidos conjuntivos (Figura 10) [44].

Fatores

geograficos
Idade Trabalho
- fisico
avangada ‘?v w,
Yy .
L] '
Sexo ® Raca
feminino caucasiana
)
2%
5 - Osteoartrose %% Deficiéncia de
rauma % vitamina D
articular Fatqres de % %
rIsco
Condrocalcinose Obesidade

Genéti
e Created in BioRender.com bio

Figura 10 - Fatores de risco da Osteoartrose. Imagem criada com biorender.com

1.5.6. Osteoartrose — Patologia

As articulagdes altamente moveis sdo as mais suscetiveis a lesdes. A forma mais
comum de patologia relacionada com articulagbes é a osteoartrose. E um disturbio
comum das articulagdes sinoviais, visto com mais frequéncia em pacientes mais velhos.
As articulagbes mais comumente afetadas s&o joelho, quadril, méos e a primeira
articulacdo metatarsofalangeana [45]. O envolvimento de outras articulagdes, como

tornozelo, punho e ombro, é incomum e sugere uma etiologia secundaria. Embora a
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osteoartrose possa estar presente em muitas articulagdes, os sintomas geralmente séo
evidentes em uma ou duas articulagdes, no maximo [45].

A osteoartrose ocorre quando hd um desequilibrio da homeostase entre a
degradacdo e a reparacdo da cartilagem hialina devido ao aumento das citocinas
inflamatdrias do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e interleucina 1 (IL-1), assim
como libertacdo de metaloproteinases, enzimas que digerem a matriz extracelular [46].
As interacdes na matriz extracelular sdo mediadas pelas integrinas, as integrinas modulam
a sinalizacao celular/matriz extracelular (MEC), essencial para regular o crescimento e a
diferenciacdo e manter a homeostase da cartilagem [47]. Durante a OA, a expressdo
anormal da integrina altera a sinalizacéo célula/MEC e modifica a sintese de condrécitos,
com o desequilibrio de citocinas destrutivas sobre fatores reguladores: IL-1 e TNF-a
[47]. A atividade de MMP ¢ parcialmente inibida pelos inibidores teciduais de MMPs
(TIMPs), cuja sintese é baixa em comparacdo com a producdo de MMP na cartilagem de
pacientes com OA [47]. J& os fatores de crescimento TGF-B, IGF, BMP, NGF reparam o

dano tecidual induzido por fatores catabdlicos [47].

1.5.7. Manifestacdes clinicas da osteoartrose

Em relacdo a osteoartrose (OA), sabe-se que a maioria da populacdo acima de 50
anos ¢ afetada por esta [48]. Os sintomas variam muito de pessoa para pessoa [49]. Os
sintomas mais comuns sdo dores articulares, rigidez nas articulagdes e inchago, mas a
queixa principal dos pacientes € a dor [48,50]. A origem da dor na OA ainda nédo é
totalmente compreendida. Também €é comum restricdo locomotora [48]. A OA
normalmente envolve as articulagdes da méo (as articulacBes interfalangicas distais,
articulacdes interfalangicas proximais e articulagGes basais do polegar), bem como as

articulagdes da coluna cervical e lombar, quadril e joelho (Figura 11) [44].
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Figura 11 - Anormalidades 6sseas periarticulares caracteristicas na OA. um | Radiografia da méo mostrando
Revisdes da Natureza caracteristicas | Iniciadores de Doengas estreitamento do espago articular (seta). b |
Radiografia do joelho mostrando estreitamento do espago articular (seta branca) e condrocalcinose (seta
preta), que é uma doenga reumatica associada ao acumulo de cristais de pirofosfato de calcio desidratado
nos tecidos moles, frequentemente associada a osteoartrose (OA). ¢ | RM do joelho mostrando todas as
caracteristicas da OA, incluindo derrame da bolsa suprapatelar e inflama¢do da almofada de gordura
infrapatelar (a almofada de Hoffa). As lesfes da medula 6ssea sdo regides de maior intensidade de sinal no
0ss0 subcondral. Imagem adaptada de (43).

1.5.8. Diagndstico da osteoartrose:

O diagndstico de osteoartrose deve ser baseado na distribuigdo articular, nos
achados clinicos, na analise do fluido articular e nas altera¢6es radiogréaficas [51].

Depende do exame clinico, radiografias planas e do diagnostico laboratorial, este
ultimo para descartar outros tipos de artrite [51].

Algumas caracteristicas clinicas da osteoartrose sao o facto de apesar desta doenca
poder atingir todas as articulacdes, as manifestacfes mais comuns sdo na articulacdo do
joelho e da anca [51]. Os 3 principais sintomas sdo dor, rigidez e imobilidade da
articulacdo [51].

O sintoma mais comum da osteoartrose € a dor nas articulacbes. A dor tende a
piorar com a atividade, principalmente apds um periodo de repouso, é o chamado
fendmeno de gelificagdo [52]. A dor pode ser devida & pressdo venosa no 0sso subcondral,
microfraturas trabeculares, elevacdo do peridsteo por ostedfitos, distensdo da capsula da
articulacdo e sinovite [51].

A osteoartrose pode causar rigidez matinal, mas geralmente dura menos de 30
minutos, ao contrario da artrite reumatoide, que causa rigidez por 45 minutos ou mais. As
articulac6es mais comumente afetadas sdo as maos, joelhos, quadris e coluna, mas quase
qualquer articulacdo pode estar envolvida. A osteoartrose é frequentemente assimetrica.
Um paciente pode ter osteoartrose grave e debilitante de um joelho com fungéo quase
normal da perna oposta. O exame fisico € importante para o diagnostico. Dor na amplitude

de movimento e limitacdo da amplitude de movimento sdo comuns a todas as formas de
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osteoartrose, mas cada articulagdo tem achados Unicos no exame fisico. A figura 12

mostra as mudancas tipicas na mao de um paciente com osteoartrose (Figura 12) [52].

Figura 12 - setas A representam os nédulos de Heberden e setas B representam nddulos de Bouchard.
Imagem adaptada de (51).

1.5.9. Terapia farmacoldgica da osteoartrose

As terapias podem ser consideradas como “medicamentos que modificam os
sintomas da OA” (SMOADs) ou como “medicamentos que modificam a propria doenga
da OA” (DMOAD:s). Os agentes atualmente disponiveis se enquadram na categoria de
SMOAD:s [53]. Os medicamentos tradicionais podem ser categorizados em paracetamol,
anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES), analgésicos opitides, inibidores da recaptacao
de serotonina-noradrenalina (ISRSNs), injecOes intra-articulares (1A) de corticosterdides
e suplementos dietéticos. Esses medicamentos estdo bem documentados na literatura e
sdo comumente usados no manejo clinico atual da OA. Embora existam diretrizes
geralmente aceites para esses medicamentos tradicionais, eles precisam ser usados com
cautela devido as crescentes preocupacfes com os efeitos adversos [54]. Os
medicamentos analgésicos, particularmente paracetamol e capsaicina, tém eficacia
comprovada na OA e sdo terapias de primeira linha recomendadas. Os anti-inflamatorios
ndo esterdides (AINES) parecem fornecer beneficio sintomético extra para alguns
pacientes, mas tém maior toxicidade. Os AINEs de nova geracao podem ter vantagens de

seguranca gue ainda nao foram confirmadas na pratica [53].

21



Devido a limitacdo dos medicamentos tradicionais para tratar a OA, a busca
continua por medicamentos mais eficazes com efeitos de tratamento satisfatorios, que
aliviam a dor, os sintomas e restauram a estrutura normal das articulacdes, e efeitos
colaterais minimos ainda é necessaria. Alguns medicamentos emergentes que modificam
doengas mostraram promessas na modificacdo da progressdo da OA, regulando o
anabolismo/catabolismo da cartilagem, a remodelacdo 6ssea subcondral ou a inflamagéo
sinovial. Estes incluem fatores de crescimento, citocinas, anticorpos monoclonais e
inibidores, que ajudam a reduzir a inflamacéo, promovem a condrogénese e inibem a

osteogénese e a degradacdo da matriz [54]. Entre os quais incluem:

e Proteina morfogenética dssea 7 (BMP-7)

e Fator de crescimento de fibroblastos 18 (FGF-18)

e Albumina sérica humana (HSA)

e Anticorpo do fator de crescimento f-nerve (B-NGF)
e Inibidor da interleucina-1 (IL-1)

e Fosfoglicoproteina da matriz extracelular

e Hormona da paratirdide (PTH)

e Inibidor TGF-p

e Agonista inverso do recetor 6rfdo relacionado ao 4cido retinoico a (ROR

a)

O mecanismo de acdo dos medicamentos tradicionais é o seguinte:
o Paracetamol — atua por meio da inibi¢do da sintese de prostaglandinas (PG) ou
por um metabolito ativo influenciando os recetores canabindides [55]. O
paracetamol diferencia-se dos AINEs por ndo apresentar efeitos anti-

inflamatdrios nem anticoagulantes [56].

o AINES - Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) sdo os inibidores
competitivos da cicloxigenase (COX), a enzima que medeia a bioconversao do
acido araquiddnico em prostaglandinas inflamatérias (PGs) [57]. A COX1 é
constitutiva, isto &, esta sempre presente no corpo, enquanto a COX 2 ¢ induzida
na resposta inflamatoria [58]. Os AINEs atuam por inibicdo da cicloxigenase 2

(COX-2), tromboxanos, prostagandinas e prostaciclinas. A COX-1 é o principal
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mediador para garantir a integridade da mucosa géastrica e a COX-2 esta envolvida
principalmente na inflamagé&o, os AINEs seletivos da COX-2 devem proporcionar

alivio anti-inflamatorio sem comprometer a mucosa gastrica [59].

Analgésicos opioides — envolve a interacdo de 3 classes de recetores (um, kappa
e delta) a nivel do SNC de modo a provocar alivio de dores moderadas intensas.

A morfina é o farmaco protétipo deste grupo (96).

ISRSN — usados em conjunto com outros medicamentos para reduzir a dor. Por
exemplo, o tramadol como agonista opidide misto com mecanismo de acdo SNRI
combinado tem uma variedade de aplicacbes no espaco perioperatorio,

intraoperatério e pds-operatorio [60].

Corticoesteroides — tém acdo anti-inflamatoria, inibindo a producéo de células B
e T [61].
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1.6. Estrutura do gene que codifica ZFP36L1
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Figura 13 - Estrutura do gene ZFP36L1 humano. Diagrama dos transcritos de ZFP36L1. Imagem
adaptada a partir de diagrama gerado pelo Ensembl [62].

O gene ZFP36L1 tem 3 exdes e 4 intrdes. Este gene € um membro da familia
ZFP36 de genes de resposta inicial (Figura 13). Os membros da familia sdo induzidos por
varios agonistas, tais como o éster de forbol TPA e o polipeptideo mitégeno EGF. O gene
é bem conservado em todas as espécies e tem um promotor que contém motivos vistos
em outros genes de resposta inicial. A proteina codificada contém um dominio de dedo

de zinco putativo distinto com um motivo cys-his de repeticao [63].

1.7. Estrutura e funcéo da proteina ZFP36L1 — familia das proteinas TIS

As proteinas dedo de zinco (ZFPs) sdo as proteinas mais abundantes em genes
eucarioticos e o maior fator de transcrigdo familia no genoma humano [64]. De acordo
com sua estrutura e funcédo, as proteinas dos dedos de zinco podem atualmente ser
divididas em 14 familias [64]. A proteina dedo de zinco do tipo CCCH é um membro de
uma destas familias, que contém trés residuos de cisteina e um de histidina [64].

As proteinas de dedo de zinco do tipo CCCH séo identificadas como proteinas de
ligacdo de RNA, ao contrario de outras familias de ZFPs que s&o definidas como proteinas
de ligacdo de DNA ou proteinas [64]. Membros da familia tristetraprolina (TTP/TIS11)
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sdo importantes proteinas de ligagdo ao RNA caracterizadas inicialmente como
mediadoras da degradacdo do mRNA [65]. Elas agem por meio de sua interagdo com
elementos ricos em AU presentes na regido 3’UTR de transcritos regulados. ZFP36
coordena e regula as etapas de processamento e destino do mRNA (que inclui transcricao,
splicing, poliadenilacéo, traducéo e degradacéo) [65].

A familia de proteinas ZFP36 pertence as proteinas dedo de zinco do tipo CCCH e
tem quatro membros (30):

e ZFP36 (também chamada de tristetraprolina, TIS11, TTP, NUP475 ou GOS24),

e ZFP36L1 (também chamada de TIS11b, Berg36, ERF1 ou BRF1)

e ZFP36L2 (também chamado TISIId, ERF2 ou BRF2)

o ZFP36L3

ZFP36L3 ndo esta presente em humanos [64]. Todas as trés proteinas humanas
(ZFP36, ZFP36L1 e ZFP36L2) possuem dois dominios TZF altamente conservados:
Esses dois dominios incluem:
e 0 dominio CCCH TZF, que é necessario para a ligacdo de alta afinidade a
elementos ricos em AU no mRNA;
e e um dominio C-terminal extremo que, no caso das proteinas da familia ZFP36,
interagem com NOT1, um parceiro de um grande complexo multiproteico que

contém dedenilases [66].

A ZFP36L1 é uma proteina de ligacdo ARE que promove a decadéncia rapida do
MRNA através de mecanismos ainda ndo totalmente compreendidos [67]. Elementos
ricos em UA (ARESs) na regido ndo traduzida (UTR) de numerosas transcri¢des de
mamiferos funcionam como elementos de instabilidade que promovem a rapida
degradacdo do mRNA [67], recrutando dedenilases para 0 mRNA alvo, onde podem
remover os residuos de adenosina da cauda poli(A) [68].

A caracteristica definidora da familia de proteinas ZFP36 é o dominio tandem
dedo de zinco (TZF), a regido de 64 aminodcidos das proteinas que medeia a ligacéo
direta a0 mRNA [69]. Este dominio contém dois dedos de zinco semelhantes da classe
CCCH, com um espacamento interno dentro de cada dedo de C-x8-C-x5-C-x3-H, onde x
representa varios aminodacidos [69]. O espagamento intra e entre dedos é limitado nesta
definicdo. Levando em cada dedo esta uma sequéncia altamente conservada com a
sequéncia geral RYTKEL ou uma variante [69]. Um dominio TZF intacto € suficiente e

necessario para a ligacdo de alta afinidade ao RNA de cadeia simples; notavelmente, a
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mutacdo de uma Unica cisteina ou histidina em qualquer um dos dedos é suficiente para
prevenir completamente a ligagdo do mRNA [70]. Uma estrutura de RMN do dominio
TZF do membro da familia ZFP36 humano, TIS11D (ZFP36L2), ligado a sua sequéncia
alvo de mRNA preferida, UUAUUUAUU, mostrou que o RNA ndo estava estruturado
no complexo e a associagdo entre a proteina e 0 RNA era em grande parte devido a uma
combinacdo de interacdes de empilhamento entre alguns dos amino&cidos hidrofobicos e
as bases de RNA, bem como interacdes de ligacdo de hidrogénio [70].

A lista de proteinas de ligacdo ao RNA com multiplas funcbes continua a
aumentar e o recente sequenciamento de alto rendimento dos sitios de ligacdo para essas
proteinas permitiu identificar caracterizar novas funcdes. Por exemplo Human antigen R
(HUR), que anteriormente era conhecido como um fator estabilizador de mRNA, foi
relatado para modular o mMRNA [65]. Da mesma forma uma neuron-specific RNA binding
protein alvo de anticorpos em doencas manifestadas por inibicdo motora: 0 neuro-
oncological ventral antigen (NOVA), anteriormente descrito como fator de splicing, pode
modular a selecdo do local poli(A) e poliadenilagdo alternativa [65]. A luz dessas
observacdes recentes, pode-se prever que analises posteriores definirdo uma gama mais
ampla de funcgdes regulatérias para as proteinas ZFP36 na vida de um mRNA do que

originalmente previsto [65].

1.7.1. Regulacdo de decaimento de mRNAs pelas proteinas da familia ZFP36

Embora os membros da familia ZFP36 sejam estruturalmente semelhantes, eles
desempenham papéis diferentes e regulam diferentes mRNAs-alvo, provavelmente
devido aos seus padrbes de expressdo especificos do tipo celular [71]. Por exemplo, 0
ZFP36 desempenha um papel significativo na regulacdo de respostas imunologicas e
doencas inflamatodrias, atraves da inibicdo da producéo de vérias citocinas inflamatorias,
como TNF-a em macrofagos [71].

Sabe-se que o ZFP36L1 € necessario para a manutencdo do compartimento de
células da zona marginal B, limitando a expressao dos fatores de transcri¢do, como o fator
2 (KLF2) e o fator regulatorio de interferdo 8 (IRF8) [71].
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Figura 14 - Mecanismo de ZFP36L1 em condi¢do normal (MRNA instavel) e em condicéo de
osteoporose (MRNA estavel). Em condi¢Ges normais, a expressdo do gene da proteina ZFP36L1 est4
presente em células 6sseas, como 0s osteoblastos, que sdo responsaveis pela formagao 6ssea. A proteina
ZFP36L1 liga-se ao mRNA alvo, reconhecendo uma sequéncia especifica na sua regido ndo traduzida
(UTR) (68), a ZFP36L1 recruta proteinas que participam no complexo de degradacdo do mRNA,
incluindo as exonucleases XRN1 (5'-3' Exoribonuclease 1) e LSM1-7 (Sm-Like 1-7). Este complexo de
degradacdo do mRNA remove a cauda poli-A do mRNA, desestabilizando-o e levando & sua degradacédo
(69).

Em condicOes de doenca, a regulacio deste complexo (XRN1 e LSM1-7) esté alterada, ZFP36L1 ndo
consegue ligar-se a este complexo, ocorre fosforilacdo e 0 mMRNA est4 mais estavel. (70,71).

ZFP36L1 liga-se aos AREs no 3’UTR, ocorre fosforilagdo do ZFP36L1 e por fim perde a capacidade de
degradar o mRNA. Esquema desenvolvido para este trabalho. Figura adaptada de Wang et al (71).

O mecanismo de acdo de ZFP36L1 é um processo com varias etapas envolvendo
0 seguinte (Figura 14):
e A Familia ZFP36 liga-se aos AREs no 3’UTR do seu mRNA alvo através
através da regido conservada do CCH do dedo de zinco e recrutam
deadenilases e enzimas para destabilizar os alvos (Figura 14) [72].
e Afosforilacdo de ZFP36, ZFP36L1 e ZFP36L2 pode modular o nivel basal
do mRNA de Mkp-1 para controlar a atividade de p38 MAPK durante a
estimulacao de lipopolissacarideos, o que afeta a produgdo de mediadores
inflamatarios [73].

A fosforilagdo esta envolvida na estabilizacdo e inativagdo de ZFP36L1. ZFP36L1
é fosforilada por multiplas quinases como ERK, p38 MAPK, JNK e AKT [71]. AMK2 é
ativada por p38 MAPK e ZFP36L1 é fosforilada em dois residuos de serina [71]. A
ZFP36L1 fosforilada fica mais estavel do que a ndo fosforilada e ganha afinidade para se

ligar com a proteina 14-3-3 (tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
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activation protein theta), acumulando-se até que a atividade p38 MAPK seja reduzida
[71], inibindo a atividade de degradagdo dos mRNAs pela ZFP36L1.

ZFP36L1 também apresenta mecanismos nucleares [74]. Um estudo demonstrou
que ZFP36L1 reprime a traducdo diretamente e sugere que faz através de um novo
mecanismo distinto de outros reguladores translacionais que interagem com o complexo
de deadenilase CCR4-NOT (Repressdo de catabolitos de carbono - Negativo em TATA-
less) levando a instabilidade do mRNA o que mostra que ZFP36L1 tem funcbes

regulatdrias importantes [75].

1.7.2. ZFP36 na regulacéo do ciclo celular

Evidéncias recentes sugerem que a transcricdo e sinalizacdo de vias que regulam
processos que coordenam a proliferacdo dindmica do desenvolvimento das células Be T
sdo integradas com mecanismos de pds-transcrigdo mediados por RNA binding proteins
(RBPs) da familia de ZFP36. Dentro desta familia de proteinas, a ZFP36L1 liga-se a
grupos de mRNAs que codificam proteinas envolvidas na fase de transicdo G1-S. Estas
proteinas ativam a via E2F que leva a progresséo do ciclo celular e séo reguladas pelo
mecanismo de poés transcrigdo do mRNA como se pode verificar na figura 15 [72].

Os E2F’s sdo reprimidos pelo retinoblastoma (Rb) e esta inibicdo ¢ alterada
qguando o Rb ¢é fosforilado pelos CDKs. Uma vez ativados, os E2Fs classicos conduzem
a transcricdo da Ciclina E e da fosfatase CDC25A que ativa CDK2, aumentando ainda
mais a fosforilagdo de Rb [72]. A sobreexpressdo do regulador de RNA reprimido por
ZFP36L1 e ZFP36L2 amplifica a sensibilidade da via E2F, inclinando assim o equilibrio
para a entrada na fase S [72].

ZFP36 e ZFP36L1 sdo transcripcionalmente reprimidos por MYC, que é
transcrito apos sinalizacdo de IL7R, fornecendo um mecanismo adicional para regulacédo
dessas RBPs durante o desenvolvimento inicial de células [72], levando a sugerir que
ZFP36L1 devera ser regulado de uma maneira dependente do ciclo celular [64].

ZFP36L1 e ZFP36L2 sdo descritas como mediadoras da quiescéncia e
desempenham um papel fundamental nas malignidades hematopoiéticas [76]. Ambos os
genes sdo classificados principalmente como genes supressores de tumores, pois estes
baixam a expressdo de oncogenes e contribuem para a quiescéncia celular [76]. Numa
analise mais aprofundada descobriu-se que quando ZFP36L1 ou ZFP36L2 sdo

superexpressos em células T-REx-293, a proliferacdo celular é drasticamente inibida e o

28



ciclo celular é preso na fase G1 [64]. Os niveis de proteinas relacionadas ao ciclo celular,
incluindo ciclina B, ciclina D, ciclina A, e p21, aparecem diminuida; no entanto, p53
aumentou em células T-REx-293 que superexpressam ZFP36L1 ou ZFP36L2 [64]. Além
disso, a mutacdo dos dominios TZF de ZFP36L1 ou ZFP36L2 parece abolir as suas

habilidades inibitorias na proliferagdo celular e expresséo de ciclina D [64].
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Figura 15 - Regulagdo do ciclo celular por miltiplos alvos de ZFP36L1/L2. Os alvos ZFP36L1/L2
[deduzidos por sequéncias de elementos ricos em AU (ARE) na 3’UTR ou pela aparéncia em ZFP36L1
iCLIP] sdo mostrados. Proteinas em azul tiveram expressdo aumentada em linfécitos Zfp3611 Zfp3612KO
(tanto RNA quanto proteina). P27 em amarelo apresentou diminuigdo da proteina nos linfécitos Zfp3611
Zfp3612KO0. RB1 em cinza permaneceu inalterado. As interagdes entre os alvos ZFP36L1/L.2 permitem que
eles cooperem para conduzir a progressdo para a fase S do ciclo celular. Imagem adaptada de (72).
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1.8. Formacgéo de gréanulos de TIS

O organelo sem membrana composto por granulos de TIS é caracterizado pela

interacdo de ZFP36L1 (também conhecido como TIS11B) com mRNAs que codificam
proteinas membranares [77]. A proteina de ligagdo ao RNA amplamente expressa
ZFP36L1 forma um organelo sem membrana, chamado granulo TIS, que enriquece
MRNAs codificadores de proteinas de membrana com varios elementos ricos em AU
[77]. Os granulos de TIS formam uma malha reticular entrelacada com o reticulo
endoplasmatico (RE) (Figura 16) [77].
Quando um mRNA possui um 3'UTR mais longo, ele pode ter mais sitios de ligagdo para
proteinas regulatorias e microRNAS, o que pode tornar a sua regulacdo mais complexa.
E importante notar que 3'UTRs mais longos podem conter mais regides ricas em AU para
proteinas regulatorias, incluindo a ZFP36L1. Assim, um 3’UTR mais longo permite
ZFP36L1 ser translocado para a superficie do RE para formar mais granulos de TIS e
ZFP36L1 fica também mais estavel [77].

A associacgéo entre os granulos de TIS e o RE cria um compartimento subcelular
— 0 dominio TIGER, um pequeno organelo sem membrana no qual o RNA mensageiro
(mRNA) codifica certos tipos de proteinas para encontrar o0 ambiente apropriado para o
crescimento (as letras TIG representam o TIS e ER representam o reticulo
endoplasmatico) — com um ambiente biofisico e bioquimicamente distinto do citoplasma
[77]. Este compartimento promove a interagdo mediada por 3'UTR de SET nuclear proto-
oncogene (SET) (responsavel por direcionar a proteina CD47 nascente cognata para a
membrana plasmatica) com proteinas de membrana, permitindo assim o aumento da
expressdo de superficie e diversidade funcional de proteinas, incluindo Cluster of
Differentiation 47 (CD47) e o ligante de morte 1 programado (PD-L1) [77,78]. Este
dominio € um compartimento subcelular que permite a formacéo de interac6es proteina-
proteina especificas e funcionalmente relevantes que ndo podem ser estabelecidas fora
[77].
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Figura 16 - Imagem confocal de células vivas (Airyscan) de células HelLa apds a transfeccdo de mCherry
(mC)-TIS11B e de GFP-SEC61B para visualizar o reticulo endoplasmatico (RE). Figura B é ampliacdo da
figura A. Zfp3611 (TIS11B) representado a vermelho e reticulo endoplasmatico (RE) representado a verde.
Imagens adaptadas de Tseng et al (76).

1.9. Papel do ZFP36L.1 no metabolismo do 0sso

O papel do ZFP36L1 na perda de massa 0ssea podera estar relacionada com
envelhecimento, mas € atualmente essencialmente desconhecido [79]. Foram
apresentadas evidéncias que a expressao de Zfp3611 em fémures e 0ssos de ratazanass nas
células estaminais da medula (bmMSCs) sdo reguladas negativamente com o
envelhecimento [79]. O knockdown de ZFP36L1 diminui a diferencia¢do osteoblastica
das células MC3T3-E1 e C3H10T1/2 e aumenta a diferenciacdo adipogénica das células
3T3-L1 e C3H10T1 / 2, enquanto a sobreexpressdo de ZFP36L1 fez o oposto [79]. A
descoberta de que a sobreexpressdo de ZFP36L1 aumentava a diferenciacdo osteoblastica
e reprimia a adipogénica também foi corroborada por experiéncias ex vivo [79]. A
troglitazona evita que ZFP36L1 iniba a diferenciacdo adipogénica, sugerindo a
importancia da repressio PPARY2 no efeito inibitério de ZFP36L1 na diferenciagéo
adipogénica [79].

O pulldown de biotina e os ensaios de mudanca de mobilidade eletroforética
sugeriram que ZFP36L1 pode interagir com 0 mRNA Ppary2 endégeno ligando-se ao seu
3’UTR [80]. Os complexos de ribonucleoproteina contendo ZFP36L1 de células
superexpressando ZFP36L1 continham menos mRNA de Ppary2 do que aqueles de
células de controle [80]. Através do gene reporter da luciferase, a substituicdo do
fragmento SV40 poly (A) pelo 3’'UTR de Ppary2 mRNA reduziu a expressao de

transcritos de luciferase em células com sobreexpressdo de ZFP36L1 [80]. O exame da
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expressdo cinética do mRNA de Ppary2 apds o bloqueio da transcrigdo mostrou que
ZFP36L1 pode aumentar a degradacéo dos transcritos. Juntos, esses dados implicam que
a sobreexpressdo de ZFP36L1 pode reprimir a adipogénese, pelo menos, regulando para
baixo a expressdo do PPARY2 através de mecanismos pds-transcricionais [80]. Assim, 0s
resultados obtidos apoiam a nocéo de que a diminuicdo da expressdo de ZFP36L1 em
bmMSCs com o envelhecimento pode contribuir para a perda 6ssea relacionada ao
envelhecimento [80].

ZFP36L1 pode degradar transcritos de numerosos componentes de fatores de
fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP) [81,82].

Segundo um artigo mais recente, focado no papel de ZFP36L1 na perda Gssea
relacionada com a idade, descobriu-se que ZFP36L1 consegue regular a adipogénese,
levantando a questdo se esta molécula pode também ter um papel importante na obesidade
[80]. Eles sobreexpressaram ZFP36L1 nos bmMSCs derivados de ratos mais velhos e
marcaram as células para senescéncia associada a [-galactosidase. Os resultados
demonstraram que a sobreexpressdo de ZFP36L1 diminuiu o nimero de células marcadas
[80]. Adicionalmente em osteoblastos da calvaria de ratinhos, os niveis de mRNA de
ZFP36L1 sdo regulados positivamente pela PTH e reduzidos em resposta a proteina
morfogenética dssea 2 (BMP-2), ou seja ZFP36L1 é expresso em células osteoblasticas e
regulado por PTH e BMP-2, 0 que sugere um papel importante para ZFP36L1 em

osteoblastos dentro da rede molecular de remodelacao éssea dependente de PTH [83].

1.10. Impacto do ZFP36L1 na cartilagem

N&o existem muitos estudos que descrevam o impacto de ZFP36L1 no
desenvolvimento da osteoartrose, no entanto recentemente foi publicado um estudo em
gue mostrou que ZFP36L1, é especificamente regulado positivamente em condrocitos
num contexto de osteoartrose (OA) em humanos e ratinhos [84]. A sobreexpressao
mediada por adenovirus de ZFP36L1 sozinho no tecido da articulagdo do joelho de
ratinho ndo modula a patogénese da OA. No entanto, a ablacao genética ou silenciamento
de Zfp3611 anula significativamente a OA experimental em ratinhos [84]. O knockdown
de Zfp3611 aumenta a expressao de mRNA de dois membros da familia da proteina de
choque térmico 70 (HSP70), que atuam como seus alvos diretos. Alem disso, a

sobreexpressdo de HSPA1A em tecidos articulares protege ratinhos contra a OA
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experimental por inibir a apoptose de condrdcitos [84]. A proteina de ligacdo ao RNA,
ZFP36L1, regula os membros da familia HSP70 que parecem proteger contra a

patogénese da OA inibindo a apoptose dos condrocitos [84].
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1.11.0ODbjetivos

Este projeto tem como objetivo a identificacdo, compilacdo e discussao de estudos
publicados que descrevem a expressao de ZFP36L1 em contextos patoldgicos associados
ao desenvolvimento de osteoporose e osteoartrose, focando a discussdo dos resultados
obtidos no impacto que ZFP36L1 pode ter no metabolismo do 0sso e da cartilagem.

Através da pesquisa da base de dados Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles) e bibliografia associada procura-se compilar
e comparar dados relativos a expressdo de ZFP36L1 em experiéncias usando tecidos de
humano, ratinho, ratazana e peixe-zebra. Com base nesses resultados procura-se
contextualizar a expressdo desta proteina nos mecanismos associados ao
desenvolvimento de osteoartrose e osteoporose. Serdo igualmente estudadas (i) as
relacBes filogenéticas destes genes nas principais espécies utilizadas como modelos
biolégicos em ciéncias biomédicas, e (ii) Analise bioinforméatica dos dominios
conservados e locais de fosforilagdo, glicolisacdo e previsao da localizagéo intracelular e
iii) a presenca de polimorfismos no gene que codifica para a ZFP36L1 e possam ser
associados a patologias no sistema musculoesquelético e contextualizar os resultados

relativamente as fungdes das proteinas codificadas.
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CAPITULO 2: METODOS

2.1. Revisdo bibliogréafica

A revisdo bibliografica foi obtida através da consulta do site PubMed [85] com a
disponibilidade do texto Full text, onde foram usadas palavras-chave, tais como,
“Osteoporosis” que gerou 8,054 resultados, “osteoarthritis” que gerou 88,764 resultados,
“ZFP36L1” que gerou 137 resultados, “bone loss” que gerou 135,760 resultados,
“TIS11B” que gerou 38 resultados, “BRF1” que gerou 255 resultados, “Osteoporosis
Zfp3611” que gerou 1 resultado e “Osteoarthritis Zfp3611” que gerou 3 resultados. No fim
foram escolhidos um total de 172 artigos.

A exclusdo dos restantes artigos foi feita através da leitura das palavras-chaves de
interesse, leitura do abstract e escolha final consoante o tema de interesse, ou seja, se 0
contexto patogénico era osteoporose, osteoartrose e se 0 tema era diferenciacdo das

células associadas ao 0sso ou cartilagem.
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2.2. Arvore filogenética

Para estudar as relacGes filogenéticas entre as espécies comegou-se por coletar
sequéncias de inumeras espécies:

Tabela 1 — Lista de espécies estudadas com o seu respetivo cddigo e fonte de onde foi retirado

Homo sapiens NM_001244698.2 NCBI
Mus musculus NM_007564.5 NCBI
Ratus norvegicus NM_017172.2 NCBI
Canis lupus familiaris XM_038673970.1 NCBI
Felis catus XM_006932939.5 NCBI
Bois taurus NM_001101234.1 NCBI
Balaenoptera musculus XM_036842208.1 NCBI
Danio rerio type-like 1a NM_001077153.2 NCBI
Delphinapterus leucas XM_022570285.2 NCBI
Amblyraja radiata XM_033026656.1 NCBI
Xenopus tropicalis NM_001079290.1 NCBI
Microcaecilia unicolor XM_030214165.1 NCBI
Crocodylus porosus XM _019551793.1 NCBI
Protopterus annectens XM_044074110.1 NCBI
Anarrhichthys ocellatus XM_031847590.1 NCBI
Salarias fasciatus XM_030116720.1 NCBI
Parambassis ranga XM_028395574.1 NCBI
Macaca fascicularis XM_045396606.1 NCBI
Xenopus laevis XM_018231273.2 NCBI
Gracilinanus agilis XM _044664816.1 NCBI
Dromiciops gliroides XM_043986181.1 NCBI
Danio rerio type-like 1b NM_199649.2 NCBI
Phascolarctus cinereus ENSPCIT00000058329.1 Ensembl
Sarcophilus_harrisii ENSSHAT00000024500.1 = Ensembl
Latimeria chalumnae ENSLACT00000018255.1 | Ensembl
Callorhinchus milii XM _042337882.1 NCBI
Oryzias sinensis ENSOSIT00000021791.1 Ensembl
Podarcis_muralis ENSPMRTO00000005658.1 = Ensembl
Anas platyrhynchos ENSAPLT00000044059.1  Ensembl
Vulpes vulpes ENSVVUTO00000006143.1 = Ensembl
Panthera leo ENSPLOT00000022787.1  Ensembl
Ovis aries rambouillet ENSOART00020005513.1 = Ensembl
Cervus canadensis XM _043472369.1 NCBI

ENSTTRT00000003474.1 Ensembl

Tursiops truncatus

Gallus Gallus NM_001319031.2 NCBI
Phascolarctos cinereus XM _021004693.1 NCBI
Nothoprocta perdicaria XM _026038210.1 NCBI
Rhinatrema bivittatum XM_029598839.1 NCBI

e preparou-se um alinhamento maltiplo de sequéncias de transcritos de Zfp3611, na regido
traduzida dos transcritos (Open Reading Frame-ORF), reconhecidos por serem as
principais isoformas expressas utilizando o software MAFFT (v.7.490) [86] com o
algoritmo de alinhamento L-INS-i. O alinhamento foi entdo submetido ao software

jmodeltest2.1.10 [87] para determinar o melhor modelo de nucle6tido de substituicéo para
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o alinhamento obtido considerando duas abordagens estatisticas diferentes para a
obtencédo das arvores filogenéticas, nomeadamente a Inferéncia Bayesiana (BI) [88] e
Maxium likelihood (ML) [89]. Foi possivel determinar que o0 método de substituicao de
nucleotidos que melhor representa as sequéncias para aplicagdo de Bl é o modelo de
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY), aplicando uma distribuigdo gama e tendo em conta a
proporcdo de invariabilidade dos nucledtidos conservados (I-Proportion of invariable
sites). Para o caso da ML, o software jmodeltest2.1.10 previu que a melhor abordagem
seria a aplicacdo do modelo de substituicdo Generalized Time Model (GTR), também
aplicando uma distribuicdo gama e propor¢do de invariabilidade dos nuclettidos
conservados. Para a construcdo das arvores filogenéticas através de duas abordagens
estatisticas independentes. Usou-se o software MrBayes (v. 3.2.7) [90] para obter a
melhor arvore filogenética por inferéncia Bayesiana, tendo a probabilidade posterior de
cada ramificacdo sido obtida apds 100.000 geraces. Uma arvore filogenética coincidente
foi obtida com método de ML, (Verifica este nimero 128) com software raxmlGUI 2.0.10
[91] e niveis de confianca de ramificacdo foi obtido através de 500 repeti¢des aplicando
0 método bootstrap [92]. Adicionalmente construiu-se uma arvore filogenética através do
método neighbor joining method (NJ) [93] usando o software MEGA 11 (version 11.0.13)
[94], aplicando também o método bootstrap [92] com o objetivo de clarificar uma

incongruéncia entre os métodos Bl e ML numa das ramificacdes dos mamiferos.
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2.3. Analise dos dominios presentes na ZFP36L1

A andlise da arquitetura e variagdo do dominio de proteinas através de diferentes

genomas fornecem resultados sobre a evolucéo da fungéo proteica [95]. O conhecimento
dos dominios proteicos é fundamental para a classificacdo de proteinas, entender as suas
funces bioldgicas, anotar os seus mecanismos evolutivos e design de proteinas [96].
A classificagdo de proteinas em familias e dominios é fornecida através de ferramentas e
bancos de dados disponiveis publicamente que usam dominios de proteinas conhecidos
para prever outros membros em novas sequéncias de proteinas, os quais incluem NCBI
conserved domain database (CDD) [97,98], Interpro [99,100] e EVEREST [101,102].

O alinhamento dos aminoéacidos foi feito com base nas espécies usadas para a
filogenia através do software MAFFT (v.7.490) [86]. As sequéncias de proteinas foram
obtidas nas bases de dados de sequéncias do NCBI [103] e Ensembl [62]. Posteriormente
o alinhamento mdltiplo foi analisado no Bioedit [104], e gerou-se uma tabela de

identidade entre as sequéncias utilizadas para o alinhamento multiplo.

2.4. Analise da localizacéo subcelular

Inicialmente previu-se a localizacdo subcelular de ZFP36L1 através dos algoritmos
Phobius [137] e Deeploc 2.0 [105,138]. Como resultados foi possivel determinar:

e As localizagbes previstas e 0s sinais previstos exibem as localizagdes
subcelulares e os sinais de classificacdo previstos para a proteina de consulta,
respectivamente.

e Umatabela de probabilidade que exibe a probabilidade atribuida pelo modelo
a cada uma das localizagdes subcelulares.

e Um gréfico semelhante a um logotipo das posi¢des na proteina de consulta
com maior importancia para a previsao e altamente associada aos sinais de

classificacéo.

Atendendo aos resultados obtidos procurou-se verificar se existia na sequéncia de
aminoacidos evidéncias de localizacdo no nucléolo através da sua submissdo no site
Nucleolar localization sequence detector (NOD) [105,106]. Como resultados foi gerado
um grafico da pontuacdo baseada na identificacdo de dominios na sequéncia de
aminoéacidos carregados positivamente e que servem de assinatura para se localizarem no

nucléolo. A pontuacdo mostrada no grafico NoLS por residuo representa a pontuagdo
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meédia de um segmento de 20 residuos. S&o considerados dominios significativos apenas

quando o valor é superior a 0.8.

2.5. Andlise da Glicosilacao

Para verificar a N-glicosilacdo da proteina ZFP36L1 humana utilizou-se o servidor
“NetNGlyc - 1.0 N-linked glycosylation sites in human proteins” [107,108], tendo-se
obtido um gréafico que ilustra os sitios previstos da N-glicosilacdo em toda a cadeia
proteica. Este servidor também permitiu obter os dominios Asn-Xaa-Ser/Thr (incluindo
Asn-Pro-Ser/Thr) alvo para a N-glicosilacdo representados a azul (sendo Xaa qualquer
amino&cido) e as asparaginas previstas para serem N-glicosiladas foram mostradas a
vermelho. O 'N' representa um local de N-glicosilacdo previsto. Para além disso € nos
dada a probabilidade de N-glicosilagdo com os simbolos “+” ou “-“, quantos mais
simbolos “+”, maior a probabilidade de ser glicolisado [108].

Para avaliar a O-glicosilagéo utilizou-se o servidor “NetOGly 3.1 -- O-glycosylation
sites prediction tool” [110,111], através do qual se obteve uma tabela com a probabilidade

da proteina ser O-glicosilada com um score de 0 a 1 [111].

2.6. Previsao dos locais de fosforilagdo

Os locais de previsdo de fosforilacdo podem ser identificados por meio de analises
computacionais ou experimentais, como a identificagdo de motivos de consenso ou a
analise da estrutura eletrostatica das proteinas. Existem varias bases de dados e
ferramentas disponiveis que auxiliam na previsdo de sitios de fosforilagdo, como o
NetPhos [112,113] e o PhosphoSitePlus. Neste caso foi utilizado o servidor online
NetPhos [112].
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2.7. Andlise de expressédo genetica — microarrays e next generation
sequencing

O microarray ou “perfil de expressdo global” ndo so analisa ordens de magnitude de
mais genes do que era possivel anteriormente, como também tem a vantagem de que 0s
genes examinados ndo sdo influenciados pela pre-selecdo de genes [114].

A técnica de microarray constitui 5 passos: a colheita da amostra, isolamento de
MRNA, preparacdo de cDNA, hibridizagdo e analise. O cDNA de celulas da condicdo
controlo sdo tipicamente marcados com fluorescéncia verde, enquanto cDNA de células
da condicdo alvo sdo marcados com vermelho. Permitindo assim a identificacdo de
genes presentes apenas em células do controlo (verde), células da condi¢cdo alvo
(vermelhas), ambas (amarelas) ou nenhuma (nenhuma). Ao longo de todo o microarray,
as taxas de sinal em cada recurso seguem uma distribuicdo gaussiana e as varia¢des do
numero de copias candidatas sdo identificadas com base no desvio de uma taxa de sonda
especifica, usando cortes estatisticos [115].

O Next Generation Sequencing (NGS) é uma nova tecnologia usada para
sequenciamento de DNA e RNA e detegéo de variantes/mutacdes. NGS pode sequenciar
centenas e milhares de genes ou genomas inteiros num curto periodo de tempo. As
variantes/mutacdes de sequéncia detetadas por NGS tém sido amplamente utilizadas para
o diagnostico de doencas, progndsticos, decisdes terapéuticas e acompanhamento dos
pacientes. A capacidade de seu sequenciamento paralelo macico oferece novas
oportunidades para a medicina de preciséo personalizada [116].

O NGS, em vez de usar hibridizacdo molecular para "capturar" moléculas transcritas
de interesse, usa amostras de RNA-Seq transcritas presentes no material de partida por
sequenciamento direto. [117].

A principal diferenca entre analise de transcriptoma por sequenciamento profundo e
analise de microarrays é que a primeira permite analisar a sequéncia de mMRNAS para além
da analise da expressdo destes mesmos mMRNAs. A maior vantagem atual dos microarrays
€ 0 seu custo relativamente baixo em comparagdo com 0 sequenciamento, outra vantagem
é o conhecimento de vieses em dados de matriz e estratégias de analise maduras e
desenhos experimentais para lidar com eles. Uma das preocupag¢Ges mais importantes
sobre o sequenciamento de RNA ¢ a profundidade de sequenciamento necessaria para
efetivamente amostrar o transcriptoma, o que significa que é necessario varias leituras no

NGS [117]. No entanto, é de notar que 0 NGS permite verificar expressdes diferenciais
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num espetro mais abrangente, examinar variacdes no DNA (SNPs, insercGes, delecdes) e
até descobrir novos genes ou variagdes de splice alternativo usando apenas um dnico

dataset, quando comparado com a técnica de analise de microarrays.

2.8. Acesso a dados experimentais e determinacdo da expressao
relativa

Para identificar como varia a expressdo do ZFP36L1 foi consultado o site do
NCBI [103] na base de dados “Gene Expression Omnibus” (GEO) [118], que é um site
que apresenta diversos estudos sobre varios temas onde foram encontrados varios estudos
e calculada a expressdo relativa entre os grupos de cada experiéncia. As palavras-chaves
utilizadas para a pesquisa foram Osteoporosis que gerou 347 estudos, Osteoarthritis que
gerou 1825 e chondrocyte differentiation que gerou 737 estudos “osteoclasts”. Deste site
foram escolhidos e analisados em detalhe 18 estudos. O critério de incluséo foi 0 numero
de contagem de transcritos normalizados e/ou a disponibilidade de analisar a informacao
através da ferramenta disponivel no NCBI GEO2R [119].

Depois de escolher os estudos, foi determinada a expressao relativa de ZFP36L1
em estudos de osteoporose e osteoartrose e diferenciacdo celular- De forma a tentar
perceber se existia correlacdo entre a expressdo de ZFP36L1 e transcritos alvo, 0 TNF «
(Tumor necrosis factor a) ou HIFla (hypoxia inducible factor 1 subunit alfa) sé&o
exemplos disso. Adicionalmente, como RUNX2 é marcador de comprometimento para a
linha osteobléastica, analisou-se a expressao deste fator de transcricdo nos estudos de
andlise da diferenciacdo dos osteoblastos e ACP5 (Acid Phosphatase 5, Tartrate
Resistant) para marcar o nivel de diferenciagdo dos osteoclastos. Como base para a
determinacdo da expressdo foram usadas as contagens normalizadas dos transcritos
identificados nos estudos. Quando os estudos de interesse ndo apresentavam o nimero de
transcritos por condi¢cdo normalizado, foram recolhidos os numeros de transcritos
detetados e utilizando o algoritmo DESeq2 [120]. A normalizacdo foi feita através a
utilizacdo do coeficiente de variagdo, coeficiente Intra classe de correlagcdo e analise
cluster. Utilizou-se também o RStudio 4.3.1. [121].

Quando se realizou a analise de estudos com microarrays, utilizou-se para

normalizar os valores de expressdo, 0 méetodo de RMA (Robust Multi-array Average)
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[122]. De acordo com o autor lIrizarry et al, para prevenir outliers, utilizou-se um
procedimento robusto como a média polaca [123] para estimar os parametros dos modelos
e utilizou-se também a escala logaritmica da expresséo que € definida como Robust Multi-
array Average (RMA) [122]. Foi feito através do algoritmo Affy [124] no RStudio verséao
4.3.1. [121] que permitiu normalizar os transcritos detetados.

De forma a comparar 0s niveis de expressao entre 0s grupos controlo e 0s grupos
modelo para osteoporose ou grupos de pacientes calculou-se o log2FC das contagens
normalizadas, ou seja, a expressao relativa transformada com a funcao logaritmica de

base 2.

1 Contagens normalizadas dos transcritos de interesse

0 — - -

82" Média das contagens normalizadas dos transcritos
de interesse do grupo controlo

log, FC =

De forma a avaliar a variacao do grupo controlo, determinou-se o0 Log2FC para
cada amostra do grupo controlo relativamente a sua média. Os resultados obtidos foram
depois utilizados para construcdo dos graficos e analise estatistica. Para estudos que ndo
tinham disponibilizados o nimero de contagens normalizadas, mas eram suportados
pela ferramenta GEO2R foi extraido dos dados gerados pela ferramenta os valores de
Log2FC entre cada dois grupos e respetivo p value ajustado.

Outro critério foi também que fosse um estudo onde fosse comparado um grupo
controlo com um modelo para a osteoporose ou osteoartrose ou ainda em contextos de
diferenciacdo de osteoblastos ou condrécitos (in vitro e in vivo, Tabela 2). Critérios de
exclusdo quando os critérios de inclusao verificados foram o design experimental ndo ser
adequado ou inexisténcia dos genes alvos definidos no estudo.

Consultou-se 1 estudo relacionado com a avaliagdo da expresséo de Zfp3611 no
contexto de perda e ganha de 0sso (como estudo introdutorio), 2 relacionados com a
diferenciacdo de osteoblastos, 1 de diferenciacdo de osteoblastos e adipdcitos, 4 in vivo
para a OP, 1 relacionado com diferencia¢éo dos condrocitos e 4 com a patogénese da

osteoartrose.
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Tabela 2 - Tabela de estudos escolhidos para analise detalhada

Geo ref- referéncia do GEO; B.ref.- referéncia bibliografica; M/D — M: microarray e N: NGS

Geo ref

GSE54461

GSE148203

GSE174794

GSE?214645

GSE30081

GSE35959

GSE194301

GSE154800
GDS5464

GSE138324

GSE176265

GSE166559

GSE54216

GSE176199

GSEG6119

GSE173637

GSE164835

Artigo

Expressdo génica temporal através da osteoblastogénese.
(N=3)

Sequenciamento de préxima geracdo facilita a analise
guantitativa de transcriptomas de mineralizacdo de
osteoblastos

Identificacdo de genes candidatos compartilhados
simultaneamente pela adipogénese e osteoblastogénese a
partir de células estaminais mesenquimais humanas (N=1)
Alteragdo funcional de células estaminais mesenquimais
esqueléticas de ratinhos correlacionada com a progressao da
osteoporose (N=2)

As dietas de mirtilo apenas durante o desenvolvimento
inicial sdo suficientes para prevenir a senescéncia dos
osteoblastos e a perda éssea na idade adulta (N=3)
Identificacdo de genes candidatos compartilhados
simultaneamente pela adipogénese e osteoblastogénese a
partir de células estaminais mesenquimais humanas(N=5;
N=5; N=4; N=5)

A Sequenciagdo de nova geracdo facilita a analise
quantitativa dos transcriptomas de um modelo osteoporotico
de peixe-zebra quando sujeito a tratamento com
dexametasona (N=3)

Ligacdo de heparina epidérmica como a ablagdo de
adipdcitos da medula mediada por fator de crescimento
induz formagao Ossea profunda (N=4)

Efeito de deficiéncia NFATcl na diferenciacdo de
osteoclastos in vitro (N=2)

Matriz de expressdo de macrdfagos e osteoclastos derivados
da medula éssea de ratinhos (N=1)

Perfil de expressdo genética durante a diferenciacdo de
osteoclastos mediada por RANKL(N=3)

Sequenciamento de RNA de proxima geracdo de amostras
knockdown de LSD1 na diferenciacdo de osteoclastos
humanos (N=2)

Dados de expressdo das zonas de cartilagem articular e da
placa de crescimento na epifise tibial proximal de ratos com
10 dias de idade (N=4)

As células estromais mesenquimais residentes em tecido
senescente sdo uma fonte interna de inflamagdo na
cartilagem osteoartritica humana (N=3)

Glucosamina exogena protege globalmente os condrdcitos
dos efeitos artritogénicos da IL-1beta (N=4)

A periostina induz a degeneracdo precoce da cartilagem
articular na displasia do desenvolvimento da anca (N=1)
Anaélise baseada em RNA-Seq de condrolastos submetidos a
inibicdo geral da caspase revelou a modulacdo de um
espectro de genes relacionados a osteoartrose (N=3)

B. ref.
[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

Ano
2014

2020

2022

2023

2012

2012

2022

2020

2012

2019

2021

2022

2014

2021

2006

2022

2021

M/N

< £ L Z

pd
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2.9. Analise estatistica

Foi inferida uma analise estatistica na ferramenta GraphPad Prism versdo 9.4.0.
Primeiramente, foi feito para avaliar se os grupos analisados tinham uma distribuicao
normal. A normalidade foi obtida através dos testes Kolmogorov-Smirnov, Anderson-
Darling, D’ Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk. Para comparacao entre grupos foram feitos
testes paramétricos (T-test, One-way ANOVA e Two-way ANOVA). Caso a distribuicao
ndo seja normal, foram feitos os testes ndo paramétricos (Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis). Por ultimo, foram feitos graficos descrevendo a expressao relativa para os
estudos analisados.

No estudo GSE154800 realizou-se um two-way ANOVA test no qual se verificou
que nao existe efeito sinergético entre o tempo e os diferentes grupos (ratinhos injetados
com DTR e wild type), ou seja, ndo interferem um no outro. Através do Tukey test

observou-se alteracbes no tempo.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

A partir das sequéncias de nucledtidos dos mMRNAs e de aminoacidos de ZFP36L1
de humano fez-se uma series de analises entre as quais, a analise bioinformética dos
dominios funcionais de ZFP36L1 conservados através da evolucdo, a comparacdo dos
valores de identidade das sequéncias de ZFP36L1 estudadas, identificacdo da localizacéo
subcelular do ZFP36L1, identificacdo de residuos com probabilidade para serem
Glicolisados, anélise filogenética, estudo da relagdo entre doengas 6sseas e ZFP36L1 e
analise da expressdo de ZFP36L1 em multiplos contextos.

3.1. Analise bioinformética dos dominios funcionais de ZFP36L1
conservados atraves da evolucéo

3.1.1. Dominios envolvidos na afinidade com os mMRNASs

Em geral, as proteinas codificadas contém 2 dominios criticos de interacéo
macromolecular com as regides 3’-UTR dos mRNAs alvo altamente conservados
relativamente a composicdo dos aminoacidos. Este dominio CCCH TZF é necessério para
a ligacdo de alta afinidade a elementos ricos em AU no mRNA (Figura 13) [138].

O dominio tandem de zinco (TZF) (Figura 17) é uma regido com 64 aminoacidos com
dois dedos de zinco semelhantes da classe CCCH, com um espagamento interno dentro
de cada dedo de C-x8-C-x5-C-x3-H, onde x representa varios aminoacidos. O
espacamento intra e entre dedos é limitado nesta definicdo. Levando em cada dedo esta
uma sequéncia altamente conservada com a sequéncia geral RYTKEL ou uma variante
KYKTEL. A posi¢do do 10° aminoacido da sequéncia deste dominio apresenta uma
homologia de 97,29%, o 15° aminoacido apresenta uma homologia de 64,86%, 0 28° tem
uma homologia de 83,78%, 0 29° e 33° aminoacidos apresentam uma homologia de
97,29% e 0 35° aminodacido apresenta uma homologia de 83,78% (Figura 17). As cisteinas
e histidinas no dominio TZF s&o as que estabelecem a ligacdo de Zn e na presenca de Zn
a estrutura apresenta-se dobrada. Quando qualquer uma das cisteinas ou histidinas é

mutada, as proteinas perdem completamente a ligagdo ao RNA (figura 17).
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ZF RNA bind main

Homo_Sapiens RPFEENGACKYGDKCQFAHGIH! LRSLTRHJKYKTEL:RTFHTIGFCPYGPRC
Mus musculus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Ratu;_norvergicus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Cani;_lupus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Fbliq_catus RPFEENGACKYGDKCQFAaGIHELRSLTRHPKYKTEL:RTFHTIGFCPYGPRC
Bois_taurus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Balaenopteneszmusculus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEILLXRTFHTIGFCPYGPRC
Danio_rerio 1b RPFEENGTCKYGDKCQFAHGMHELRSLNRHPKYKTELLERTFHSIGYCPYGPRC
Delphinapteurus leucas RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLXRTFHTIGFCPYGPRC
Gallus gallus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Xenopus_tropicalis RPFEENGSCKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Microcaeciliq_unicolor RPFEENGSCKYGDKCQFAaGIHELRSLTRHPKYKTEL:RTFHTIGFCPYGPRC
Crocodylus_porosus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELILXRTFHTIGFCPYGPRC
Protopterus annectens RPYEENGSCKYGDKCQFAHGVNELRNLTRHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Anarrhichtys ocellatus RPFEENGSCKYGDKCQFAHGIHELRSLSRHPKYKTELLERTFHTIGFCPYGPRC
Salarias fasciatus RPFEENGSCKYGDKCQFAHGIHELRSLSRHPKYKTELXRTFHTIGFCPYGPRC
Amblyraja radiata RPFEENGSCKYGDKCQFAHGAHELRSLARHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Parambassi;_ranga RPFEENGSCKYGDKCQFAHGVHELRSLSRHPKYKTELIXRTFHTIGEFCPYGPRC
Phascolarctus_cinereus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELIXRTFHTIGFCPYGPRC
Mbcacq_fascicularis RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Xenopuq_laevis RPFEENGSCKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Gracilinanuq_agilis RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELXRTFHTIGFCPYGPRC
Dromiciops gliroides RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELXRTFHTIGFCPYGPRC
Nothoprocta predicaria RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Daniq_reriq_la RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLSRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Vulpe;_vulpes RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Cervus_canadensis RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELIXRTFHTIGFCPYGPRC
Tursiopq_truncatus RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEILRTFHTIGFCPYGPRC
Latimeria_chalumnae _ RPFEENGTCKYGDKCQFAHGVHELRSLTRHPKYKTELXRTFHTIGEFCPYGPRC
Oryzias sinensis RPFEENGSCKYGDKCQFAHGIHELRSLSRHPKYKTELLERTFHTIGFCPYGPRC
Podarcis muralis RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Anaqdplatyrynchos RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELXRTFHTIGFCPYGPRC
Pantherq_leo RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Oviq_aries RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Callorhinchus_milii RPFEENGSCKYGDKCQFAHGMHELRSLARHPKYKTEIXRTFHTIGFCPYGPRC
Sarcophilus_harrisii RPFEENGACKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLRTFHTIGFCPYGPRC
Rhinatrema bivittatum RPFEENGSCKYGDKCQFAHGIHELRSLTRHPKYKTELLERTFHTIGFCPYGPRC

|

NRIGERRRSHI83 885889

Posicdo 10: 97,29%
Posicdo 15: 64,86%
Posicdo 28: 83,78%
Posicdo 29: 97,29%
Posicdo 33: 97,29%

J I\
Posicéo 35: 83,78%

Figura 17 - Dominios tandem zinc finger (TZF) das sequéncias de proteinas ZFP36L1 em varias espécies.
O dominio TZF é uma sequéncia de 64 aminoacidos com muitos residuos conservados que é responsavel
pela ligacdo direta do RNA.
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Adicionalmente o dominio na extremidade C-terminal é alvo de afinidade com
NOT1, sendo que esta proteina faz parte da plataforma de um grande complexo
multiproteico que contém dedenilases onde podem remover os residuos de adenosina da
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cauda poli(A) [139]. ZFP36L1 também se observou elevado grau de conservacao dos

aminoacidos em todas as espécies (Figura 18), com uma homologia de 97,29% nas

posicdes 6, 7 e 9 e 91,99% na posicdo 11 dos aminoacidos das sequéncias deste dominio.

bils

| C-terminal NOT1 binding domain |

Homo_Sapiens

Mus musculus

Ratus norvergicus
Canis lupus

Felis catus

Bois taurus
Balaenoptenera musculus
Danio_rerio 1b
Delphinapteurus leucas
Gallus gallus

Xenopus tropicalis
Microcaecilia unicolor
Crocodylus porosus
Protopterus annectens
Anarrhichtys ocellatus
Salarias fasciatus
Amblyraja radiata
Parambassis ranga
Phascolarctus_cinereus
Macaca_fascicularis
Xenopus laevis
Gracilinanus agilis
Dromiciops gliroides
Nothoprocta predicaria
Danio_rerio la

Vulpes vulpes

Cervus canadensis
Tursiops truncatus
Latimeria chalumnae
Oryzias sinensis
Podarcis muralis
Anas_platyrynchos
Panthera leo

Ovis aries
Callorhinchus milii
Sarcophilus _harrisii
Rhinatrema bivittatum

ALPIFSR L

Posicéo 6: 97,29%
Posicéo 7: 97,29%
Posicdo 9: 97,29%
Posicdo 11: 91,89%

RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSVSD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFNKIISFSD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSVSD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD
RLPIFSR-LSISD

Figura 18- Compara¢do dos dominios de ligacdo a NOT1 das proteinas ZFP36L1 de varias espécies. O
dominio NOT1 consiste em uma série de estruturas helicoidais que servem como locais de ancoragem para
outros complexos como 0 CCR4-NOT
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3.2. Comparacgdo dos valores de identidade das sequéncias de
aminoacidos de ZFP36L1

Os resultados obtidos descritos na tabela de identidade para as sequéncias
completas alinhadas revelaram que apresentam maior grau de identidade para as espécies
dentro da mesma classe (mamiferos, répteis, etc) (Tabela 3). Através da andlise da tabela
de identidades observou-se que para a Homo sapiens a identidade maxima foi de 99,4%
com a Balaeptonera (um mamifero marinho). A classe com a qual apresenta uma maior
afinidade logo a seguir a esta, sdo as espécies Felis catus (99,1%) e Ovis aries (99,1%),
seguindo-se os marsupiais como o Gracilinaus agilis (94,6%) e o Dromiciops Gliroides
(94,6%), os répteis como o Crocodylus porosus (86,2%) e as aves como a
Nothoprocta_predicaria (86,2%) (Tabela 3). Homo sapiens apresenta menor grau de
identidade com os anfibios como os Xenopus (73,2% e 72,8%), os invertebrados como a
Microcaecilia unicolor (73,3%) e 0s peixes, nomeadamente o peixe 0sseo Oryzias
Sinensis (55,2%), o peixe pulmonado africano Protopterus annectens (51,8%) e o Danio

rerio 1a e Danio rerio 1b tém uma identidade de 64,8% (Tabela 3).

50



Homo_Sapiens ([}

985

o bos o

foss o s
550 g0 s
og oot s
| A | A | A

09 g2 0ss
| A | A | A

b o9 oess
LA | A | A

0731 me lent
a7 s s
sy st s
fsas s sz
550 s 03
et oes e
5w 055t su
hen ms g
foss o Dos
o oms s
ton wn ey
| A | A | A

9 o sw
g0 s sn
555 565 0s36
(AT
og o o
og o o
o6 e g
556 056 30
| A | A | A

083 g9 sn
| A | A | A

086 0865 0ss
oom o o
foss oot oo
ben sy e
(R
o6 o Toems

D
557
(TN
965
o
()
38
su
551
(53
et
519
851
997
18
913
(1]
(1]
0563
98
(N
(N
6t
558
962
(1]
(N
997
630
on
(1

]
r
0,560
r
0,562
r
0,587
r
0,589
r
0,565
r
0,489
r
0,636
r
0,648
r
0,569
| A
0,65
r
0512
r
0,557
r
0,592
| A
0,568
r
0,568
r
0,562
r
0,648
| A
0,550
r
0,57
r
0,560
r
0,589
| A
0,664
A
0,555
r
0,565
r
0,557
r
0,57
| A
0,564
r
0,568
r
0,608

Homo_SapiMus_mus Ratus_ncCanis_liFelis cat Bois_taur Balaenopt DR1b

Tabela 3 - tabela de identidade entre

espécies

D
r

0870 1D

r r
0735 0753
r r
0736 0769
r r
0888 092
r r
054 0530
r r
0551 0,556
r r
0,555 0568
r r
0631 0636
| A | A
0549 0556
r r
0851 0778
r r
099 0865
r r
01 0782
| A | A
0943 0865
r r
0943 0865
r r
0868 0952
r r
0,565 0582
| A | A
0979 0859
r r
0,988 0865
14 r
1000 0870
r r
0649 0686
r r
0558 0561
v A
0868 0919
r r
0873 040
r r
0988 0859
r v
0991 0865
r A
0627 0641
r T
0941 0868
r
0,737

789
heos  Ox5 D
fso 0563 a7
| A | A | A | A

069 D50 B4 bgm o

| A | A | A | A | A
0o 069 s oses s
b s e o e
| A | A | A | A | A
069 0s0 0am s s
o s s bsst s
est 07 s e eu
039 s s s st

367
| A

0581
(58]
81
(T3]

st
| A
0660
| A
0897
| A
0397
| A
0m
| A
(53
| A
080
st
(F5)
(B3
16
s
| A
0783
| A
035
| A
0853
58

(3
| A

D
s
|A
0953
(1]
¥
0862
563
|A
0982
(1
¥
9%
66
| A
0558
(1]
| A
0858
91
| A
093
(171

(F
| A

| A
0,724
r
0,724
r
0,756
r
0,615
| A
0,713
r
0,718
r
0,721
r
0752
| A
0,618
r
0,754
r
0,756
r
0713
| A
0,718
| A
0,719

(i
| A

1000
059
(5
o
| A
0983
| A
098
| A
65
51
(15
| A
0870
| A
093
| A
0946
| A
0638
(]

(1
| A
0573
9%
(1T
| A
0943
| A
0654
571
(1)
gm0
| A
093
LA
09
| A
063

97
| A

(E
850
65
| A

0368
| A

(13
0363
(B3
(ES
56
| A

0362
(137)

(15
| A

D
555
563
0565
603
o
580
(5]
563
563
597

(5]
| A

Delphinap Gallus_ga Xenopus_t Microcaec Crocodylu Protopter Anarrhich Salarias_Amblyraja Parambass Phascolar Macaca fa Xenopus_lGracilina Dromiciop Nothoproc DRIa

(YR
fars g
| A | A
068 D6t6
556 055
e g2
| A A
036 070
| A [ A
097 e
foss 9w
| A | A
0 063

o out
| A | A

r
0,649
| A
0,558
r
0,868
r
0873
r
0988
| A
0,991
| A
0,627
r
0,941

| A
0,59
A
0670
A
0677
r
0,641
| A
0,646
| A
0,695
A
0,652

v
0,562
r
0,566
r
0,553
| A
0,558
r
0,607
r
0,569

r
0,931
r
0856
| A
0,862
| A
0,661
r
0,865

(1]
0358
660
(13

r
0,991
| A
0,624
r
0,935
r
0,734

D
60

bz g 0

| A r | A

0 s o o

Vulpes_vu Cervus_ca Tursiops_Latimeria Oryzias s Podarcis Anas plat Panthera Ovis arie Callorhin Sarcophil Rhinatrem

51



3.3. Andlise filogenética

Relativamente a arvore filogenética, o outgroup utilizado foi o grupo dos animais
invertebrados. A escala usada foi de 0,2. As unidades de comprimento do ramo
representam a percentagem de alteracdes por cada 100 nucleétidos (quando ndo tem
percentagem, sdo as substituicdes de nucleotideos por local — ou seja, 0 numero de
alteracbes ou 'substituicdes' divididas pelo comprimento da sequéncia) e os circulos
representam 0s nds ancestrais putativos, ou seja, cada né representa um ancestral comum
(Figura 19). O outgroup foi definido por ser filogeneticamente o grupo de espécies mais
distante das sequéncias recolhidas (Microcaecilia unicolor e Rhinatrema bivittatum)
(Figura 19).

As sequéncias analisadas agruparam-se de acordo com relacGes filogenéticas mais
préximas, sendo possivel observar que a sequéncia do Homo sapiens agrupa-se no grupo
dos simios e dentro de uma ramificacdo bem maior que inclui ZFP36L1 de mamiferos os
mamiferos, tendo este grupo uma semelhanca de 100% pelos dois métodos estudados de
neighborjoining e Maximum Likelihood e probabilidade 1 para a inferéncia bayesiana. A
arvore foi dividida em diferentes grupos: vertebrados terrestres, vertebrados marinhos e
invertebrados. Os vertebrados marinhos foram divididos em trés grandes grupos:
celacantos, peixes 6sseos e peixes cartilagineos. E de notar que os anfibios, assim como
0 peixe pulmonado ndo agrupam com os vertebrados terrestres. ZFP36L1 dos mamiferos
divergiu mais proximo dos peixes do gque dos anfibios. Houve também uma divisao entre
mamiferos placentarios e ndo placentarios. Dentro do danio rerio, o 1a é ortélogo, ou seja,
esta mais proximo de outros grupos e o 1b é par6logo (divergiu dos outros grupos). Esta

arvore respeita as relacdes filogenéticas evolutivas entre grupos.
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Vertebrados aquéticos

Vertebrados terrestres

Arvore filogenética do cDNA dos
vertebrados de
Zfp3611
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Figura 19 — Arvore filogenética relativa ao gene ZFP36L 1. PP- Peixes pulmonares; Anf.- anfibios; P.C.- Peixes cartilagineos. O primeiro
valor foi obtido pelo método de inferéncia bayesiana, o segundo valor por neighbor joining e o terceiro por maximum likelihood
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3.4. Localizagao subcelular do ZFP36L1

Phobius posterior probabilities for EMBOSS_00L

.

0.8

0.6

0.4

Posterior label probability

0.2

0;

50 100 150 200 250 300

transmenbrane cytoplasmic = non cytoplasmic = cignal pephice s—

Figura 20 - Previsdo da localizag&o subcelular e presenca de pépidos sinal na sequéncia de aminoacidos de
ZFP36L1 de homo sapiens através do Phobius [140]

O algoritmo Phobius indicou que nao existe uma sequéncia de aminoacidos com

probabilidade para ser péptido sinal para o reticulo endoplasmatico (Figura 20)

Depois, através do servidor Deeploc 2.0 [141,142], previu-se que a localizacéo
subcelular da proteina ZFP36L1 humana deverd ser no nucleo e citoplasma, nédo
apresentando dominios transmembranares de acordo com os scores de probabilidade

gerados pelo algoritmo (tabela 4).

Tabela 4 — Predicao da probabilidade de localizagdo da proteina ZFP36L1 através do algoritmo
Deeploc 2.0 [141,142]

Cell Endoplasmic [Lysosome/ (Golgi
Localization Cytoplasm |Nucleus Extracellular membrane |Mitochondrion Plastid reticulum Vacuole apparatus |Peroxisome

Probability 0.6560 0.6533 0.0291 0.2206 0.1527 0.0022 0.0974 0.1189 0.0670 0.0279

Os resultados gerados por Deeploc 2.0 [141,142] identificaram o dominio
responsavel pela translocagdo para o ntcleo, “LDNSRRLPIFFSRLSISDD”, estando

localizado entre os residuos 320° e 338° (Figura 17).
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Sequence
Predicted Signals: Nuclear export signal
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Sequence position
Figura 21- Sequéncia do domimioTespomnsavel pela translocacdo para o nlcleo obtido através do algoritmo

Deeploc 2.0 [105,137]

O dominio de translocagdo nuclear “LDNSRRLPIFFSRLSISDD” (Figura 21) coincide

com o dominio de afinidade para NOT (Figura 17).

3.5. Analise de dominio de localizac&o nucleolar

Através do Nucleolar localization sequence detector (NOD) foi possivel verificar que
ZFP36L1 ndo devera localizar-se na regido do nucléolo segundo o algoritmo (Figura 18).

NoLS predictions per residue
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Figura 22 - Grafico relativo ao score da predicdo de NoLS por residuo em cada posicdo diferente da
sequéncia de ZFP36L1. Este grafico permite prever se a proteina esta presente no nucléolo e em caso
afirmativo, seria quando os pontos azuis passam a regido a rosa (0,80). Obtido através do algoritmo NOD
(R, 108).
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3.6. Locais de previsao de fosforilacao

Em relacdo as previsdes dos locais de fosforilagdo, a fosforilagdo € uma
modificacdo pds-traducional importante que ocorre em proteinas, e as previsdes dos
locais de fosforilagdo séo realizadas para identificar os residuos de aminoacidos que séo
suscetiveis de serem fosforilados por cinases [113].

Quanto a relacdo entre treonina, tirosina e serina nos locais de previsdo de
fosforilacdo, esses trés aminoacidos sdo frequentemente alvos de fosforilacdo devido as
suas propriedades bioquimicas. A serina, treonina e tirosina possuem grupos hidroxilo

nas suas cadeias laterais, o que permite a ligagdo do grupo fosfato.

ZFP36L1 humana:

MetPhos 3.1a3! predicted phosphorylation sites in sp Q87352 TISE HUMAHN

1 1 1 1 1 1
Serine
Threonine
Tyrosine
Threshold

g J}w

|

A analise a sequéncia de aminoacidos para a proteina ZFP36L1 humana revelou

Phosphorylation potential

A “ “ .
5] 58 1aa 158 caa 258 38
Segquence position

Figura 23- Grafico com locais de previséo de fosforilagdo da proteina ZFP36L1 humana.

97 locais de fosforilacéo putativos, sendo 70 destes locais com um score maior que 0,5 e
27 com um score maior que 0,8 (quanto mais proximo o score for de 1, maior a
probabilidade de ser fosforilado) (Figura 23). E de notar que a Serina 318 esta presente
nesta tabela, assim como a serina 334, ja descritos como locais de fosforilacdo in vitro da
ZFP36L1 (Figura 20 e Tabela 1 dos Anexos),

A partir da regido 300 h& 13 locais de fosforilacdo significativos. A regido 324S tem
grande probabilidade de ser fosforilada, com o contexto TLDNSRRLP, na qual a cinase

Cdc2 se liga a esta (Tabela 3 dos Anexos)
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3.7. ldentificacdo de residuos com probabilidade para serem

Glicolisados
Introducdo sobre relevancia da glicolisacdo

A N-glicosilacao funciona atraves da adigdo de hidratos de carbono ao nitrogénio
das cadeias laterais de asparagina e/ou arginina. A N-glicosilagdo é importante na
resposta imune celular em relacéo a interacéo entre células apresentadoras de antigénios
e os linfécitos T. Além disso afeta uma variedade das suas atividades bioldgicas,
incluindo uma contribuicdo decisiva para a manutencdo de estruturas secundarias e
tercidrias das proteinas, trafego para a superficie celular, orientacdo da membrana,
estabilidade proteica (por exemplo, resisténcia a protease e semi-vida), ligacao do ligante
e transporte de moléculas MHC 1 [108,143].

J& a O-glicosilacdo funciona através da adi¢do de hidratos de carbono ao radical
hidroxila das cadeias laterais de serina, treonina, tirosina, hidroxilisina ou hidroxiprolina.
Esta tem impacto no transporte direcionado de glicoproteinas, conformacédo proteica,
resisténcia a protetlise, na comunicacéo celular, estando deste modo também envolvida
na imunidade inata e por isso apresenta papéis cruciais na infecdo humana por patdgenos
virais ou bacterianos, e na progressao do cancro [144,145]

N-glicolisacao

Para verificar se existiam residuos com probabilidade para serem N-glicolisados
utilizou-se o servidor “NetNGlyc - 1.0 N-linked glycosylation sites in human proteins”
(U, 109) tendo-se obtido um grafico que ilustra os sitios previstos da N-glicosilacdo em
toda a cadeia proteica (0 eixo x representa 0 comprimento da proteina de N- para C-
terminal). As linhas verticais que cruzam o limiar horizontal em 0,5 séo previstas

glicosiladas (Figura 24)
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MetMGlyc 1.0: predicted M-gluycosylation sites in NM-001244695.2

Thteshold ——
Potential

0.5

N-glycosylation potential

[ a0 1 150 200 280 S0

Seqguence pozition
Figura 24 - Gréfico que prevé os locais onde ocorrem a N-glicosilagdo da proteina ZFP36L1. As linhas
verticais que cruzam o limiar horizontal em 0,5 sdo previstas glicosiladas. Grafico obtido pelo algoritmo
NetNGlyc (U, 109).

Os residuos de glicosilacdo identificados para a proteina ZFP36L1 humana séo
nas posicoes 25% e 111* da sequéncia de aminoacidos, (tabela 5). Na posi¢do 25 no “NYS”
o N representa a asparagina prevista para ser N-glicosilada; enquanto o YS representa a
sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr, sendo este um local de N-glicosilacéo previsto. Na posi¢édo
111 no “NSS” o N representa a asparagina prevista para ser N-glicosilada; enquanto o SS
representa a sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr, sendo este um local de N-glicosilagéo previsto
(Tabela 5).

Tabela 5 — Tabela ilustrativa das posicdes e significAncia da previsdo da N-glicosilacdo de ZFP36L1
(Threshold=0.5)

SegName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result

NM 001244698.2 25 NYSA 0.7836 (9/9) +++
NM 001244698.2 111 NSSR 0.6592 (9/9) ++

O-Glicosilacao

Para avaliar se existem residuos com probabilidade serem O-glicolisados utilizou-
se o servidor “NetOGly 3.1 -- O-glycosylation sites prediction tool” (U, 109), atraves do
qual se obteve uma tabela com a probabilidade para cada residuo com um score entre 0 a
1, estando representado a vermelho todos os que tém probabilidade superior a 80% e a
amarelo os que tém probabilidade entre 50% e 80%. Este servidor permite encontrar e

prever a presenca de sitios de glicosilacdo de O-GalNAc (do tipo mucina) em proteinas
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de mamiferos (Tabela 4 dos Anexos). Foram identificados 18 sitios de glicosilagdo com
score maior que 0,8 e 29 sitios glicosilados com score entre 0,5 e 0,8 (Tabela 6).

Tabela 6- Tabela dos scores de probabilidade da proteina ZFP36L1 ser O-glicosilada. Foi considerado

significativo scores acima de 0,8.
#seqnalid source i@ featurcf@ start [lend [ score [ strand [ frame Bl commecld
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 4 4 0.519202 . 8 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 43 43 0.568377 . . #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 54 54 0.768839 #POSITIVE
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 56 56 0.912508 . #POSITIVI
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 59 59 0.828011 . 5 #POSITIVI
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 60 60 0.704993 . . #POSITIVE
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHY!I 70 70 0.800614 . 5 #POSITIVE|
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 80 80 0.907508 . a #POSITIVI
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 81 81 0.81492 . 8 #POSITIVI
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 84 84 0.785642 . . #POSITIVE
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 90 90 0.816849 . 5 #POSITIVE|
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 92 92 0.920524 . o #POSITIVI
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 101 101 0.922637 . . #POSITIVI
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 112 112 0.799966 .
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 113 113 0.871316 .
EQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 146 146 0.80927 . #POSITIVI

|
[l

%)
[l

(23]
[l

[%)
faal

S 5 #POSITIVE

[}

|
[l

ETS
©
o
@
=
<
ol

SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 148 148 0.850623 . 2 #POSITIVE]
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 155 155 0.700808 . #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 160 160 0.5 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 163 163 0.529026 . #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 192 192 0.84527 . #POSITIVE]
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 201 201 0.763167 . #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 203 203 0.723201 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 209 209 0.800721 . o #POSITIVE|
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 213 213 0.809211 . . #POSITIVE]
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHY! 217 217 0.63809 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 222 222 0.567921 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 224 224 0.736178 . 5 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 225 225 0.856661 . . #POSITIVE]
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 227 227 0.701649 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 242 242 0.522534 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 247 247 0.592166 . 2 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 265 265 0.5764 . 2 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 275 275 0.621088 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHY! 283 283 0.898303 . o #POSITIVE]
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 285 285 0.572157 . 2 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 291 291 0.621593 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 294 294 0.521331 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 308 308 0.593649 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 309 309 0.594433 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 310 310 0.705501 . 5 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 311 311 0.665216 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 312 312 0.754411 . 5 #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 314 314 0.697449 . . #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHY! 316 316 0.899667 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 320 320 0.614628 . o #POSITIVE
SEQUENCEnetOGlyc- CARBOHYI 324 324 0.643781 . 5 #POSITIVE
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3.8. Relagdo entre doencgas dsseas e Zfp3611

Foram acedidos varios estudos de modo a verificar que SNP’s (Polimorfismos de
Nucleotideo Unico) do gene ZFP36L1 estio relacionados com doencas Osseas e
cartilagineas.

Tendo-se descoberto que neste gene ha 2 SNP que podem contribuir para a
Aurtrite reumatoide sistémica juvenil (AlJ): o SNP rs12434551 e 0 rs3825568 que estdo
localizados na posi¢cdo 69253364 e 69260588 do cromossoma 14 respetivamente. O
primeiro esta numa posigao intergénica e o segundo no 5’UTR (Tabela 7).
Posteriormente verificou-se que o SNP potencial causal das regifes de risco desta
doenca € 0 rs12434551 que esté associado a rs3825568 na posicdo 69260588 do
cromossoma 14 localizado no 5’UTR do gene ZFP36L1 (Tabela 8).0 SNP do ZFP36L1
na artrite reumatoide juvenil, artrite cronica juvenil sistémica, artrite cronica juvenil
paliarticular, artrite idiopatica juvenil poliarticular e oligoarticular é o rs3825568 que
esta localizado na posi¢ao 68793871 do 5’UTR de ZFP36L1, estando este localizado no

cromossoma 14. (Tabela 8).

3.9.Evidéncias de mutagdes no gene ZFP36L1 que podem contribuir para a

Artrite reumatdide sistémica juvenil
Tabela 7 — Regido significante do gene ZFP36L1 associada com AlJ

Gene Crm Posicdo SNP Alelo menor Posicdo do SNP
ZFP36L1 | 14 69253364 rs12434551 A Intergénico
69260588 rs3825568 T 5’UTR

Na tabela 8 verificou-se que os 2 SNP’s estdo correlacionados um com o outro.

Tabela 8 — SNP potencial causal das regides de risco de AlJ

SNP SNP associado | Cromossoma Posicao Localizacao
principal
rs12434551 rs3825568 14 69260588 5° UTR de ZFP36L1

ZFP36L1 esta associado a 43 doengas. Neste estudo focou-se nas doengas dsseas

e da cartilagem.
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3.10. Resultados relativos a expressao de Zfp3611

Neste estudo tinhamos como objetivo estudar a expressdao de Zfp36l1 em
contextos patoldgicos que fossem modelos para osteoporose e osteoartrose. Através de
um trabalho que foi feito anteriormente no nosso grupo [146] de investigacao que mostra
que o metabolismo do osso foi afetado por suplementacdo dietética de ferro de maneiras
diferentes consoante o gendtipo, nomeadamente ratinhos com background genético
C57BL/6 (Wt) e knockout para o gene Hfe (Hfe-KO). Os ratinhos Hfe-KO produzem
naturalmente um excesso de ferro sistémico. Foi possivel observar que nas condi¢des
experimentais de uma dieta enriquecida com ferro por 3 meses os resultados no
metabolismo do osso foram opostos, no ratinho Wt levou a uma depressdo do
metabolismo do osso e favorecimento de formacdo de 0sso durante o periodo da dieta
(Figura 25) e nos ratinhos Hfe-KO o fendtipo foi de perda de massa 6ssea e aumento dos
niveis de reabsorcédo 6ssea (Figura 25). Atendendo ao contexto do fenétipo do 0sso destes
grupos de ratinhos e respetivos controlos da dieta procurou-se analisar a expressao de
Zfp3611. Foi possivel observar que a expressdo de Zfp36l1 estd correlacionada com os
niveis metabolicos do 0sso, ocorrendo uma diminuicdo da expressdao num contexto de
mais 0sso e menor reabsorgao 6ssea e aumentando a expressdo num contexto de menos
0SS0 e maior reabsorcao 6ssea (Figura 25). Neste trabalho em particular foram utilizadas

as amostras deste estudo para analisar a expressdo de Zfp36I1.
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3.11. Introducdo da andlise da expressdo de ZFP36L1 através da

avaliagdo dos dados dos trancriptomas e microarrays

3.11.1. Expressao de Zfp36l1 em contexto de perda e ganho de 0sso

Obijetivo: Mostrar como o metabolismo do osso influencia o Zfp3611

Tibia
trabeculae
Bone volume fraction Osteoclast activity
TR BV/TV Trap positive cells/BS Zfp3611
*
()CHEKOW; & 4
20 p<0.05 o Increased bone remodeling
Increased bone remodeling ‘»
" 8
P | o (*)-C+1 £ KO+I;
2 lnhlbillnnboneremody/—l— S 6 p<0.05
2 10 3 .
5 ® 2
°
0 . = 0 X o
c CH KO KO+ c C+H KO Ko+# C CH KO KO+

Figura 25 - Gréficos relativos ao impacto da influéncia de ferro na formacéo 6ssea. Variaveis testadas: C=
ratinhos wild type com dieta normal; C+1= ratinhos wild type com dieta rica em ferro; KO= ratinhos com
knockout de Hfe com dieta normal; KO+I= ratinhos knockout de Hfe com dieta rica em ferro. Todos 0s
ratinhos tinham 6 meses de idade. Dados obtidos por orientador da tese. Simao et al 2018 (134)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0207441

3.11.2. Expressao de Zfp3611 durante a diferenciagio de osteoblastos

A experiéncia GSE54461 intitulada “Expressdo genética temporal através da
osteoblastogenese” foi realizada em osteoblastos de calvaria de ratinhos em 9 pontos de
tempo diferentes apds a diferenciacéo (2d; 4d; 6d; 8d; 10d; 12d; 14d; 16; 18d), tendo sido
analisada a expressdo genetica destes com o0 objetivo de caracterizar as alteracOes
temporais no transcriptoma ao longo da maturacdo osteoblastica, desde o
comprometimento das células estaminais mesenquimais/estagio inicial pre-osteoblastos

ateé os osteoblastos maduros capazes de mineralizagdo da matriz [125].
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Figura 26 — Expressdo relativa com log2FC de Zfp3611 (A), Hifl alfa (B) e Runx2 (C) ao longo do tempo.
GSE54461- Expressdo genética temporal através da osteoblastogénese. Analise estatistica com normality
test com one way ANOVA no qual se verificou que o estudo é estatisticamente significativo. Comparacao
estatistica com teste post-hoc para comparagdes multiplas através do Two-stage linear setup procedure of
Benjamin, Krieger and Yekutieli (* p-value < 0,05, N=3). Nota: o grupo controlo utilizado foi os 2d

A, B, C — GSE54461 Expressao genética temporal através da osteoblastogénese

Depois de determinar-se a expressdo relativa de Zfp36l1 como descrito
anteriormente foi possivel comparar os valores de Log2FC entre 0s Varios grupos e
utilizou-se o grupo controlo aos 2 dias como referéncia para o Log2FC (Figura 26). O
teste para avaliar a normalidade verificou que o grupo de amostras aos 16 dias nédo
apresentava uma distribuicdo normal, por isso foi excluido da analise com o teste
paramétrico. A comparacdo mdultipla entre os grupos, excluindo o dos 16 dias, revelou
gue a expressao de Zfp3611 aumentou até ao 10° dia e manteve-se constante entre 0 12° e
18° dias (figura 26 A).

Por outro lado, analisou-se um alvo de Zfp36l1, o Hifla e observou-se um

aumento do 2° para 0 4° dia que se manteve constante até ao 10° dia e diminuiu de maneira

estatisticamente significativa no 12° dia comparando com o 10° dia, tendo-se mantido
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constante até ao 18° dia, sugerindo que a expressao possa estar a ser inibida por Zfp36I1
(Figura 26 B).

Para validacdo da diferenciacdo das células no sentido de osteoblastos maduros
observou-se um aumento estatisticamente significativo para Runx2 a partir do dia 8° para
o0s dias 12°-18°. A comparacgéo entre a referéncia (2° dia) e o 4° revelou uma diminuigéo
estatisticamente significativa de Runx2 (Figura 26 C).

Para confirmar os resultados observados para o estudo descrito anteriormente
procurou-se outros estudos para avaliacdo da expressdo de ZFP36L1 em experiéncias
onde promoveram a diferenciacdo de osteoblastos. O primeiro estudo, com referéncia
GSE148203, com titulo “Sequenciamento de Proxima Geracdo Facilita a Analise
Quantitativa do Transcriptoma num contexto de Mineralizacdo de Osteoblastos” no qual
0s autores promoveram a diferenciacdo de osteoblastos da linha células hFOB 1.19 e
recolheram amostras para a sequenciacéo do transcriptoma aos 0, 3, 6 e 9 dias. Verificou-
se um aumento de ZFP36L1 e RUNX2, confirmando os resultados anteriores, 0 aumento
exponencial de RUNX2 sugere comprometimento das células no caminho dos
osteoblastos (Figura 27 A e 27 B).
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Figura 27 — A e B — GSE148203 — Sequenciacéo de Proxima Geragdo Facilita a Andlise Quantitativa de
Transcriptomas de Mineralizagdo de Osteoblastos

3.11.3. Comparagéo da expressao ZFP36L1 durante o processo de diferenciacéo de

células mesenquimais em adipdcitos e osteoblastos

A experiéncia GSE174794 intitulada “ldentificacdo de genes candidatos compartilhados
simultaneamente pela adipogénese e osteoblastogénese a partir de células estaminais
mesenguimais humanas” foi realizada em células estaminais humanas (hMSCs) aos 3, 5
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e 7 dias através do uso de screening de genes candidatos de adipocito/osteoblastogénese
com o objetivo de fornecer os potenciais interruptores moleculares para o estudo do
equilibrio da adipo-osteoblastogénese e terapia da osteoporose [126].

Neste estudo onde s6 ha um replicado biologico por condigdo quando se comparou
0d (controlo) verificou-se uma diminuigcdo de ZFP36L1 entre os 3 e 7 dias (Figura 28 A),
acompanhados pela diminuicdo da expressao de RUNX2 (Figura 28 B) para
comprometimento da direcéo de diferenciacdo para adipdcitos sugerindo um efeito menos
importante de ZFP36L1 no comprometimento para os adipécitos.

Dentro da osteoblastogénese, Zfp3611 é primeiro detetado em pré-osteoblastos,
depois é sobreexpresso em osteoblastos imaturos e subexpresso em osteoblastos maduros
(Figura 27 B) [147].

Com o aumento de ZFP36L1 aos 7 dias, ocorre diminuicdo de HIF1a, o que pode sugerir

inibicdo parcial de HIF1a. (Figura 28 C)
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Figura 28 - GSE174794 — “Identificacdo de genes candidatos compartilhados simultaneamente pela
adipogénese e osteoblastogénese a partir de células estamianais mesenquimais humanas”. Comparagdo
estatistica one-way ANOVA com post hoc (p-value < 0,05).
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3.11.4. Estudos in vivo para modelos de osteoporose

Para analisar a relacdo da expressdo do gene ZFP36L1 em células estaminais
mesenguimais humanas (hMSC) diagnosticados com osteoporose primaria, analisou-se o
estudo GSE214645 intitulado como “Alteracdo funcional de células estaminais
mesenquimais esqueléticas de ratinhos correlacionada com a progressao da osteoporose”,
para investigar o papel da osteoporose em células estaminais mesenquimais esqueléticas
(mSSC), classificou-se a mSSC a partir da metafise de ratinhos 8w-sham (ratinhos
operados simulados as 8 semanas) e 8w-ovx (ratinhos ovariectomizados as 8 semanas),
em seguida, realizou-se analise de perfil de expressdo genética utilizando dados obtidos
por RNA-seq de mSSC. Os ratinhos (8 semanas) foram operados simulados (sham) ou
ovariectomizados (OVX) e, em seguida, sacrificados as 8 semanas [127].

Neste estudo verificou-se um aumento da expressao de Zfp36l1 e Acp5, e uma
diminuicdo de Tnfsfl1 (também conhecido por Rankl) e Tnfrsf11lb (também conhecido
por Opg). Posteriormente procedeu-se & razdo Opg:Rankl, de modo a perceber se hd uma
promocao da reabsorcdo 6ssea ou ndo, tendo-se observado uma razéo inferior a 1 (Figura
29).

Quando a razdo Opg:Rankl é inferior a 1, significa que ha maior atividade por
parte do Rankl do que do Opg, havendo promocdo da diferenciacdo e atividade dos
osteoclastos, permitindo mais reabsorcdo 6ssea, 0 que sugere osteoclastogénese.

Ja quando a razdo Opg:Rankl é superior a 1, a atividade do Opg é superior a do
Rankl. O OPG liga-se ao RANKL impedindo que o RANKL se ligue ao seu recetor
RANK nos osteoclastos, o que provoca bloqueio da ativagdo dos osteoclastos e inibe a

reabsorcao Gssea.
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Figura 29 - Anélise da expresséo de Zfp3611 (A), Acp5 (B), Tnfsfll (C), Tnfsfllb (D) e razdo Opg:Rankl
(E) em células estaminais mesenquimais de modo a estudar os efeitos da osteoporose primaria.
Normalidade por Shapiro-Wilk demonstrou que todos tém distribuicdo normal, t-test com Krustal-Wallis
(* p-value < 0,05; N=2)

GSE214645 — Alteracdo funcional de células estaminais mesenquimais esqueléticas de ratinhos
correlacionada com a progressdo da osteoporose (N=2)

No estudo GSE30081 intitulado “As dietas de mirtilo apenas durante o
desenvolvimento inicial sdo suficientes para prevenir a senescéncia dos osteoblastos e a
perda dssea na idade adulta” a qualidade 6ssea foi comparada entre a dieta controlo de
caseina em ratazanas operadas com simulacdo (Sham) e dieta de caseina em ratazanas
ovariectomizada (OVXc). Neste estudo também foram comparadas a dieta de mirtilos de

longa duracdo ovariectomizada (LT) e ratazanas ovariectomizadas com dieta a curto
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prazo de mirtilos (ST), mas estas duas condi¢cdes ndo serdo avaliadas neste contexto
porque n&o revelaram impacto na expressao de Zfp3611 [128].
Observou-se entdo um aumento de Zfp36l1, Acp5, Rankl e Opg. A razdo de

Opg:Rankl é inferior a 1 (Figura 30).
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Figura 30 - Andlise da expresséo de Zfp3611 (A), Acp5 (B), Tnfsfll (C), Tnfsfllb (D) e razdo Opg:Rankl
(E) em células estaminais mesenquimais de modo a estudar os efeitos da osteoporose priméria.
Normalidade por Shapiro-Wilk demonstrou que todos tém distribuicdo normal, t-test com Krustal-Wallis
(* p-value < 0,05; N=3)

GSE30081 - As dietas de mirtilo apenas durante o desenvolvimento inicial sdo suficientes para prevenir a
senescéncia dos osteoblastos e a perda 6ssea na idade adulta (N=3)

Por fim analisou-se o estudo GSE35958 intitulado como “Efeitos da osteoporose
primaria em células estaminais mesenquimais humanas” (Figura 31). Neste estudo as
células hMSCs foram isoladas de cabecas femorais de pacientes idosos com osteoporose
apos fratura de baixa energia do colo do fémur. A medula déssea de doadores ndo
osteopordticos da mesma idade foi obtida de cabecas femorais ap0ds artroplastia total de
quadril. Também foram analisadas células senescentes de dadores com meia-idade. O
objetivo foi desvendar o papel de ZFP36L1 na biologia das células estaminais
mesenquimais humanas (hMSC) e na fisiopatologia da osteoporose, em hMSC de
pacientes idosos com esta doenca (comparados com o grupo controlo). O grupo controlo
e 0 grupo de pacientes com osteoporose tinha uma média de idades semelhante (79 a 94

anos).
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Ao analisar-se a expresséo relativa dos genes foi possivel verificar um aumento
de ZFP36L1 e RANKL apenas na condi¢do de idosos com osteoporose (“old OP”),
verificou-se um aumento nesta condicdo e também na condicdo de dadores sem
osteoporose (“o0ld”) no gene ACP5, e um aumento de OPG em todas as condi¢des. A
razdo OPG:RANKL ¢é inferior a 1 comparado com o controlo, sugerindo
osteoclastogénese (Figura 31). O gene ACP5 (também conhecido como gene TRAP ou
gene tartrate-resistant acid phosphatase 5) codifica a enzima fosfatase acida resistente
ao tartarato (TRAP). Esta enzima é expressa por osteoclastos e tem um papel critico em
muitos processos bioldgicos, incluindo desenvolvimento esquelético, sintese e

degradacéo de colagénio e mineralizacdo 6ssea
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Figura 31 - Andlise da expresséo de Zfp3611 (A), Acp5 (B), Tnfsf1l (C), Tnfsfllb (D) e razdo Opg:Rankl
(E) em células estaminais mesenquimais humanas de modo a estudar os efeitos da osteoporose primaria.
Normalidade por Shapiro-Wilk demonstrou que todos tém distribuicdo normal, teste Krustal-Wallis (* p-
value < 0,05; N=5; N=5; N=4; N=5)

GSE35959 - Identificacdo de genes candidatos compartilnados simultaneamente pela adipogénese e
osteoblastogénese a partir de células estaminais mesenquimais humanas(N=5; N=5; N=4; N=5)
Senescence — dadores de meia-idade com células senscentes

Old — dadores idosos sem osteoporose

Old OP — dadores idosos com osteoporose
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No estudo GSE194301 intitulado “A sequenciacdo de nova geracéo facilita a analise
quantitativa de transcriptomas para um modelo osteopordtico de peixe-zebra quando
sujeito a tratamento com dexametasona”, amostras de zebrafish tratadas com DEX
(dexametasona) para 3, 4, 5, 6 e 7 dpf (N=3), foram coletadas para realizagédo de RNA-
seg. A fim de determinar os sinais de alerta precoce antes da osteoporose, usou-se a
abordagem de biomarcador de rede dindmica (DNB) para analisar os dados de expressao
genética de séries temporais no modelo de osteoporose de peixe-zebra. Como no genoma
do Peixe-Zebra é possivel encontrar 2 genes ortélogos (Zfp36lla e Zfp36l1b), fez-se a
analise de cada um deles. A partir destes dados analisou-se a expressdo relativa de
Zfp36lla e Zfp36l1b neste estudo. Tendo-se verificado um aumento tanto de Zfp36lla

como Zfp3611b embora sem significado estatistico (Figura 32A e B respetivamente)
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Figura 32 — Andlise da expressao relativa de Zfp36l1a (A) e Zfp36l1b (B) (* p-value < 0,05; N=3)

GSE194301 — A sequenciacdo de nova geracdo facilita a andlise quantitativa dos transcriptomas de um
modelo osteoporoético de peixe-zebra quando sujeito a tratamento com dexametasona (N=3)

3.12. Expresséo Zfp3611 num contexto de excesso de 0sso

Examinou-se perfis de medula déssea de ratinhos DTRADQ e controlo Cre
negativos, antes e depois da injecdo de DT (toxina difteria). Os ratinhos DTRADQ
resultam do cruzamento ratinhos que expressam o recetor da toxina da difteria de primata
(DTR), que é equivalente ao fator de crescimento semelhante a epiderme de ligacéo a
heparina (HB-EGF), sob o controle de um Stop-flox cassette, com aqueles que expressam

adiponectina-Cre (ADQ -Cre), com o0 objetivo de descobrir novas terapias para combater
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a osteoporose, tendo em conta que os produtos dos adipocitos controlam as células 6sseas
e podem, portanto, levar a essas novas terapias. A toxina da difteria injetada (DT) elimina
completamente o tecido adiposo branco e castanho. A ablacdo de adipocitos da medula
promove a formacéo de 0sso pois a expressao da adiponectina é marcadamente reduzida,
enquanto a expressdo dos genes Collal e Colla2 estd aumentada. Analisou-se a
transcri¢do relativa de Zfp3611 e verificou-se uma diminuicdo da expressdo de Zfp36I1
nos ratinhos DTRADQ quando comparados com os do tipo selvagem (wild type), sendo

as 48h e 72h estatisticamente significativo (Figura 33).
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Figura 33— Analise two-way ANOVA da expressdo de Zfp36l1 em ratinhos DTRADQ e Cre negativo
(ninhada resultante de ratinhos que expressam o recetor da toxina da difteria de primata (DTR) com aqueles
que expressam adiponectina-Cre (ADQ-Cre)) comparados com wild type (WT) - GSE154800. Teste
estatistico com Two-way ANOVA test com teste post hoc para comparagéo entre grupos ao longo do tempo
(WT e DTR) no qual se verificou que o estudo é estatisticamente significativo. Comparagéo estatistica com
t test maltiplo ao longo do tempo (* p-value < 0,05, N=4)

H& formacdo de novo 0sso nos grupos DTR e comeca a estabelecer-se uma diferenca
significativa. Através da analise two-way ANOVA do gene Zfp3611, verificou-se que nao
existe efeito sinergético entre o tempo e os diferentes grupos de ratinhos, ou seja, ndo

interferem um no outro.

3.13. Diferenciacéo de osteoclastos (Reabsorc¢ao dssea)

Para estudar a relagéo entre a expressdo de Zfp3611 e a reabsor¢édo 6ssea analisou-
se quatro estudos.

No estudo GDS5464 intitulado “Efeito de deficiéncia NFATc1 na diferenciacéo
de osteoclastos in vitro” comparou-se macréfagos da medula dssea de ratinhos wild-type
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e de ratinhos induzidos a deficiéncia de NFATc1. Usou-se a expressdo genética do perfil
de microarrays em osteoclastos deficientes de NFATc1 e wild type gerados in vitro para
identificar transcri¢des dependentes de NFATc1 em osteoclastos. Para obter informac6es
sobre a regulacéo transcricional da reabsorcéo 0ssea durante o crescimento e a doenca,
gerou-se um knockout de Nfatcl (fator de transcricdo das células T ativadas cl) e
comparou-se a transcricdo relativa de Zfp3611 de dois grupos: osteoclastos wild type de
ratinhos e osteoclastos sem o fator de transcricdo NFATcl também de ratinhos,
verificando-se que a expressdo de Zfp3611 esta diminuida em osteoclastos sem o fator de
transcricdo NFATc1 (Figura 33 A).
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Figura 34 A - Andlise da expressio relativa de Zfp36l1 em osteoclastos sem o fator de transcrigdo
NFATc1 in vitro e osteoclastos wild type. Realizou-se um t test e um Mann-Whtiney test nos quais se
verificou que o estudo é estatisticamente significativo (* p-value <0,05; n=2).

GDS5464 - Efeito de deficiéncia NFATc1 na diferenciacdo de osteoclastos in vitro (N=2)

No GSE138324 intitulado “Matriz de expressao de macréfagos e osteoclastos
derivados da medula 6ssea de ratinhos”, em que macrofagos e osteoclastos
derivados da medula 6ssea foram lisados em estagios especificos de diferenciacdo
para extracao de RNA e hibridizacdo em microarrays Affymetrix para um perfil
tempo-dependente da transicdo BMDM-osteoclastos. Foram selecionados os
osteoclastos com BMDM (bone marrow-derived macrophages) em cinco momentos:
antes da diferenciac¢do, ou seja, os BMDMs (dia 0), durante a diferenciagdo (dia 1, 2
e 3) e os osteoclastos maduros (dia 5). Através deste estudo analisou-se o Log2FC
de Zfp36l1 de modo a estudar a expressao deste gene durante as diferentes fases de

osteoclastos. Tendo-se verificado uma diminui¢do no 12 dia de diferenciacdo e tendo
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continuado a ser reprimido até ao 52 dia de diferenciagdo, mas ndo na mesma
magnitude que foi no primeiro dia (Figura 35 A). Posteriormente analisou-se a
expressdo de Acp5 neste estudos como validagdo da diferenciacdo destas células em
osteoclastos e verificou-se um aumento gradual deste gene (Figura 35 B)

Expresséo de Zfp36l1

Expresséo de Acp5

0.0 1.09
= | | 0.8+
S o
@ 017 2 064
£ <
N o 044
8 LL
& -0.24 S 0.2
=2 Lo
- — 0.0
-0.3 T T T T -0.2 T T T T T
1d 2d 3d 5d od 1d 2d 3d 5d

Figura 35 - Andlise da expressao relativa de Zfp3611 (A) e Acp5 (B) em macrofagos e
osteoclastos derivados de medula 6ssea de ratinhos.

GSE138324 - Matriz de expressdo de macrofagos e osteoclastos derivados da medula 6ssea de ratinhos
(N=1)

No GSE176265 cujo titulo ¢ “Perfil de expressao genética durante a diferenciacao
de osteoclastos mediada por RANKL”, com o objetivo de descrever as alteracfes na
expressdao de genes associados a O-GIcNAcilacdo (O-glicosilacdo com N-acetil-
glucosamina) durante a diferenciacdo de osteoclastos mediada por RANKL, foi feita a
analise de transcriptoma da osteoclastogénese, BMMs (bone marrow microenvironment)
foram tratadas com 30 ng/ml M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) e 100
ng/ml RANKL por 0, 24, 48, 72 horas. Tendo-se verificado uma diminuicao da expressao

de Zfp3611 (Figura 36).
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Figura 36 - Analise da expressdo relativa de Zfp3611 em osteoclastos por analise de microarray.
Analise estatistica obtida por GEO2R (*p-value<0,05; n=3).

GSE176265 - Perfil de expressdo genética durante a diferenciacdo de osteoclastos mediada por
RANKL(N=3) obtido por GEO2R
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No GSE166559 intitulado “Sequenciamento de RNA de préxima geracdo de
amostras knockdown de LSD1 na diferenciacdo de osteoclastos humanos” criou-se um
perfil de expressdo por sequenciamento de alta taxa de transferéncia, em que monadcitos
humanos CD14-positivos foram nucleofectados com siRNAs controlos ou especificos
para LSD1 e cultivados com estimulagcdo M-CSF (20 ng/ml) e RANKL (40 ng/ml) por 0,
24 ou 48 horas, o0s mMRNAs foram obtidos de dois dadores independentes. Verificou-se
diminuicdo da expressdo de ZFP36L1 (Figura 37 A). Neste estudo ndo houve alteragédo

da expressdo do gene ACP5 as 24h mas ocorreu um aumento as 48h (Figura 37 B).
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Figura 37- Anélise da expressdo relativa de Zfp3611 em osteoclastos com controlos siRNAs
MLSD1-specific-RNAs. Andlise estatistica com One-way ANOVA e teste ndo paramétrico
Krustal-Wallis (*p-value<0,05; n=2)

GSE166559 — Sequenciagdo de RNA de proxima geragdo de amostras knockdown de LSD1 na
diferenciacdo de osteoclastos humanos (N=2)

3.14. Diferenciagdo dos condrdcitos

Procurou-se avaliar como a expressao relativa de Zfp3611 varia em condrocitos
com diferentes graus de diferenciacéo na placa de crescimento de ratinhos. Neste estudo
analisaram-se condrdcitos de 3 camadas distintas da cartilagem articular: zona superficial
(ZS), zona intermedia (ZI) e regido hipertrofica (RH). Para investigar semelhangas e
diferencas entre a cartilagem articular e da placa de crescimento e explorar as alteracGes
transcricionais que ocorrem durante o inicio da sua divergéncia, realizou-se
microdissec¢do manual de tibias proximais de ratos com 10 dias de idade. [134]. A partir
destes dados analisou-se a expressdo relativa de Zfp36l1 em condrécitos da zona

superficial, intermédia e hipertréfica da cartilagem articular.
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Figura 38 - Logaritmo fold change de Zfp36l1 das zonas superficial (ZS) e intermédia/profunda (ZI)
microdissecadas da cartilagem articular e placa de crescimento (RH) da cartilagem da placa de crescimento
das epifises tibiais proximais de ratos com 10 dias de idade. GSE54216-Zonas articulares e de cartilagem
da placa de crescimento: tibia proximal normal com 10 dias de idade (Comparagdo estatistica com One
Way ANOVA (com teste pos-hoc de Tukey para comparagdo multipla), com p<0,05; N=4). ZS: Zona
superficial; ZI: Zona intermédia/ profunda; RH: Regio hipertrofica.

Verificou-se que na cartilagem articular houve uma diminuicdo na zona
intermédia/profunda, e houve uma diminuicdo ainda mais acentuada na regido

hipertréfica da placa de crescimento (Figura 38) [134].

3.15. Patogénese da osteoartrose

Foram analisados quatro estudos relativos a patogénese da osteoartrose.

A cartilagem osteoartritica humana contém néo apenas condrocitos (OACs), mas
também células estromais mesenquimais (OA-MSCs), cuja abundancia aumenta durante
a osteoartrose [135]. Na experiéncia GSE176299 com o titulo “As células estromais
mesenguimais residentes em tecido senescente sdo uma fonte interna de inflamacao na
cartilagem osteoartritica humana” analisou-se 0 RNA-seq de condrdcitos osteoartriticos,
celulas estromais de cartilagem normal e células estromais mesenquimais de cartilagem
osteoartritica. A partir dai, analisou-se a expressdo de Zfp3611, de modo a relacionar com
a inflamagé&o na cartilagem verificando-se um aumento na expressao deste gene (Figura
39 A). Também se analisou a expressdo de Hifla, no qual se verificou um aumento mais
acentuado de CSCOA do que CondOA (Figura 39B).

Verificou-se diminuigdo da expressdo de HSPA1A e HSPA1B, enquanto verifica-
se uma diminui¢do de CD47 em CSCOA e um aumento deste gene em CondOA (Figura

39 C, D e E, respetivamente).
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Os genes HSPA1A e HSPA1B sdo membros da familia de genes HSP70, que
codificam proteinas de choque térmico. Essas proteinas desempenham um papel
fundamental na resposta ao stress celular, incluindo o stress térmico (calor), e estéo
envolvidas na protecdo das células contra danos e na manutencéo da homeostase celular.

O gene CD47, também conhecido como Cluster of Differentiation 47, codifica
uma proteina de superficie celular chamada CD47. A CD47 é uma proteina
transmembranar que desempenha varias fun¢des importantes no corpo humano, incluindo

o0 sistema imunoldgico e a regulacdo da fagocitose.
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Figura 39- Logaritmo fold change de Zfp3611 (A), Hifla (B), Hspala (C), Hspalb (D) e Cd47 (E) uma
sequéncia de RNA de condrécitos osteoartriticos, células estromais da cartilagem e células estromais
mesenquimais da cartilagem osteoartritica. Analise estatistica com one-way ANOVA e teste post hoc (*p-
value < 0,05; # -> estes grupos sdo estatisticamente significativos entre si)

RNA-seq: de condrécitos osteoartriticos — CondOA,;
De células estromais de cartilagem normal — Controlo (cels precursoras de condrécitos sem ao);
De células estromais mesenquimais de cartilagem osteoartritica — CSCOA

GSE176199 - As células estromais mesenquimais residentes em tecido senescente sao uma fonte interna de

inflamacé&o na cartilagem osteoartritica humana (N=3)

Posteriormente no estudo GSE6119 “Glucosamina exogena protege globalmente
0s condrécitos dos efeitos artritogénicos da IL-1beta” analisou-se uma cultura de
condrdcitos articulares tratados com glucosamina por 6 horas e depois por interleucina-1
B por 14 horas [148]. A cartilagem articular foi isolada das cabegas femorais de ratazanas

Wistar machos sob condic¢des assépticas. Os condrécitos foram obtidos por digestdo
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sequencial da cartilagem com pronase e colagenase tipo Il. Analisou-se a expresséo de
Zfp3611 numa cultura de condrdcitos articulares tratados com glucosamina por 6 horas e
depois por interleucina-1 B por 14 horas, o IL-1 B vai provocar um fenotipo semelhante
a osteoartrose, para aprofundar o conhecimento relativo as propriedades anti-artriticas da

glucosamina (Figura 40 B).

IL-1 B apresentou uma maior expressao de Zfp36l1 e a Glucosamina com IL-1f3
apresentou também uma maior expressao deste gene [148]. No entanto, a glucosamina
inibiu a atividade do IL-1p. Efeito rescue: Quando existe um efeito patogénico menor por
parte da glucosamina sobre o IL-1 beta, ha inibicdo do Zfp3611 (Figura 40 A e B).

Neste estudo verificou-se uma diminuicdo de Hspala e Hspalb em todas as
condi¢des, e um aumento de Cd47 em todas as condicdes (Figura 40 C, D e E

respetivamente).
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Figura 40- Logaritmo fold change de Zfp3611 (A), Hifla (B), Hspala (C), Hspalb (D) e Cd47 (E) em
cultura primaria de condrocitos isolados das cabecgas femorais de ratos Wistar machos. N=4 (Comparacao
estatistica com One Way ANOVA (com teste pos-hoc de Tukey para comparagdo miltipla), com p<0,05)
C: controlo; IL-1b: IL1-B ; Gl: Glucosamina; GI+IL: Glucosamina + IL1-B

GSE6119 - Glucosamina exdgena protege globalmente os condrécitos dos efeitos artritogénicos da IL-

1beta (N=4)

No estudo GSE173637 intitulado “A periostina induz a degeneracéo precoce da
cartilagem articular na displasia do desenvolvimento da anca” analisaram-se os perfis de

MRNA da cartilagem acetabular de ratazanas com e sem displasia de desenvolvimento da
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anca por sequenciamento profundo de modo a investigar os fatores que induzem esta

doencga. Analisou-se a expressao de Zfp36I11 neste contexto e observou-se um aumento da

expressao de Zfp3611 nos que tinham displasia de desenvolvimento da anca.
Verificou-se uma diminuicdo de Hspala e Hspalb, e um aumento de Cd47

(Figura 41 C, D e E, respetivamente)
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Figura 41 - Analise do logaritmo fold change de Zfp3611 (A), Hifla (B), Hspala (C), Hspalb (D) e Cd47
(E) a partir dos perfis de mRNA da cartilagem acetabular obtidos de ratazanas controle e DDH com 3
semanas de idade gerados por sequenciamento profundo usando Illumina Miseq. Analise estatistica através
de teste paramétrico t test (com p<0,05).

GSE173637 - A periostina induz a degeneracdo precoce da cartilagem articular na displasia do

desenvolvimento da anca (N=1)

No estudo GSE164835 com o titulo “Analise baseada em RNA-Seq de
condrolastos submetidos a inibicao geral da caspase” revelou a modulagdo de um espectro
de genes relacionados a osteoartrose, analisaram-se condroblastos por RNA-seq
submetidos a inibicdo geral da caspase através de dois inibidores (FMK e OPH)
comparados com o grupo controlo (DMSO). Para identificar de que modo Zfp3611
influencia a progressao da osteoartrose quando o0 RNA-seq de condroblastos é submetido

a inibicdo geral de caspase, avaliou-se a expressao deste gene no estudo GSE164835. Os
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condroblastos foram cultivados com 2 inibidores diferentes: Z-VAD-FMK (FMK) e Q-

\VD-OPH (OPH).
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GSE164835 - Anéalise baseada em RNA-Seq de condrolastos submetidos & inibicéo geral da caspase revelou
a modulacdo de um espectro de genes relacionados a osteoartrose (N=3)
Figura 42 - Andlise do logaritmo fold change de Zfp3611 (A), Hifla (B) respetivamente através
do exame de 2 inibidores diferentes, Z-VAD-FMK (FMK) e Q-VD-OPH (OPH), e grupo controle
(DMSO). Comparacdo estatistica com one-way ANOVA test. (p<0,05; N=3)

T
DMSO

T T
FMK OPH

Ao serem cultivados com inibidores das caspases houve uma reducdo da

gravidade das lesbes da cartilagem na OA. Observou-se um aumento da expressao de

Zfp3611 nos que tinham inibidores da caspase. (Figura 42 A.) Apo6s inibi¢do da apoptose

dos condroblastos observa-se diminui¢do da expressdo de HIF1 «, efeito oposto ao da

expressdo de Zfp3611 (Figura 42 B).
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CAPITULO 4: DISCUSSAO



CAPITULO 4: DISCUSSAO

4.1. Discussao dos resultados

O objetivo deste estudo € avaliar os valores de expressdo do gene ZFP36L1
disponiveis em varios estudos da base de dados GEO num contexto de osteoartrose e
osteoporose, assim como durante o processo de diferenciagdo de osteoblastos,
osteoclastos e condrécitos. Também procuramos estudar, através de ferramentas
bioinformaticas, os principais dominios codificados pelo gene da proteina ZFP36L1 e
prever a presenca de locais de fosforilacéo, glicolisacdo (N-glicosilagéo e O-glicosilacéo)
e localizacdo subcelular. Relativamente a conservagdo do gene e da proteina procuramos
perceber nivel de relacdo filogenética das sequéncias de nucle6tidos que codificam a
proteina ZFP36L1(ORF) para varias espécies de vertebrados.

Comecou-se pela andlise bioinformatica dos dominios funcionais da proteina
ZFP36L1, conservados através da evolucdo. ZFP36L1 tem dois dominios principais: TZF
e CCR4-NOT [149]. O dominio TZF esta envolvido na ligacdo a RNAs mensageiros
especificos, e 0 dominio CCR4-NOT pode ser reconhecido pelo complexo XRN1 e
LSM1-7, marcando-os para degradacdo [149]. A anélise dos dominios TZF revelou que
representam cerca de 22,48% da proteina (Figura 17) , foi possivel observar que o
dominio critico de interacdo macromolecular CCH TZF no geral esta altamente
conservado, em que 90,77% dos aminoacidos estdo 100% conservados neste dominio,
apenas a 152 posicdo esta conservada a 64,86% e as restantes posicdes variam entre
86,78% e 97,29% em cada aminoacido desta sequéncia nas 37 espécies de vertebrados
analisadas, e o dominio na extremidade C-terminal que é alvo de NOT1 no geral também
esta altamente conservado, variando entre 91,89% e 100% no mesmo alinhamento, o que
significa que desempenham fungGes essenciais na proteina e que sdo herdados de um
ancestral comum. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Blackshear and Perera
que comparou 0s niveis de conservagdo de ratinho, peixes cartilaginosos como a
Leucoraja erinacea representando 0s peixes e raias, peixes cartilagineos como
Lethenteron camtschaticum, que contém pelo menos 3 sequéncias que codificam
membros separados da familia TTP em seu genoma, 1 das quais também é encontrada na
lampreia marinha Petromyzon marinus peixes cordados como Branchiostoma floridae,

cuja linhagem se pensa ter divergido da linhagem dos vertebrados ha 500 milhdes de anos.
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Enquanto neste estudo se focaram em organismos aquaticos, a analise aqui descrita por
nos permitiu verificar que ZFP36L1 esta conservado em muitos mais grupos de inimeras
espécies, como vertebrados terrestres, incluindo mamiferos, marsupiais, répteis, aves,
anfibios, e invertebrados e o peixe pulmonar africano [66]. Foi descoberto que a
sequéncia de todos os mamiferos aqui estudados no dominio NOT1, incluindo Homo
sapiens, esta totalmente conservada. No estudo de Blackshear and Perera foi analisada
apenas uma sequéncia de Danio Rerio, enquanto aqui estudou-se as duas sequéncias,
tendo-se descoberto que sdo 64,8% idénticos entre si (Tabela 3) [66]. Até a data ainda
ndo héa estudos referentes as espécies todas que foram analisadas neste estudo em relagédo
ao dominio TZF. Em relagdo ao dominio CCR4-NOT, os resultados aqui obtidos também
estdo de acordo com o estudo de Blackshear and Perera, visto que esta altamente
conservado na sua maioria. Nos mamiferos o dominio TZF esta totalmente conservado, e
a espécie menos conservada é o peixe pulmonado africano (Figura 18) [66]. Assim como
os resultados de destes autores, estes resultados também sugerem que ZFP36L1 na
maioria destas espécies, se ndo em todas, surgiu de uma proteina ancestral que continha
locais de ligacdo a RNA e a NOT1, podendo ter estado presente num organismo ancestral
ha ja 1,5 mil milhdes de anos [66]. Segundo alguns estudos este dominio é perdido em
plantas e fungos [66].

Posteriormente procedeu-se a analise filogenética destas 37 espécies. A arvore
filogenética obtida nos resultados é o resumo de trés arvores independentes obtidas por 3
métodos estatisticos distintos. Como o peixe-zebra é um dos modelos basicos de analise
biomédica, procedeu-se a analise dos genes Zfp36lla e Zfp36l1b de modo a analisar qual
é filogeneticamente mais proximo, tendo-se chegado a conclusdo que Zfp36l1a € ortélogo
e Zfp36l1b é pardlogo; enquanto nas restantes espécies analisadas ndo se encontrou a
duplicacdo gendmica do peixe-zebra. Portanto, o peixe-zebra tem dois genes homologos
do gene zfp3611 devido a uma duplicacédo ao longo da sua evolugéo [150].

Homo sapiens agrupa-se no grupo dos simios e no grande grupo dos mamiferos,
tendo este grupo um grau de 100% por bootsrtap (Neighborjoining e Maximum
Likelihood) e o valor de 1 para posterior probability. Esta arvore obtida esta de acordo
com o estudo de Tréguer et al no qual se descobriu que o gene ZFP36L1 evoluiu de um
sO gene e que provavelmente ZFP36L1 e ZFP36L2 resultaram de um evento de
duplicacdo durante a evolugdo [151]. Com a diferenca que neste estudo sé foi analisado
Homo sapiens, ratinho e Xenopus tropicalis, enquanto nesta dissertacdo foram analisadas

mais inimeras espécies distintas. As ramificacdes terminais apresentaram elevado grau
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de certeza. Apenas a ramificacdo entre a raposa vermelha (Vulpes vulpes) e o céo (Canis
familiaris) e dentro do grupo dos felinos, apresentou um grau de 0,5684/51/61,2), pelo
que, somente estas ramificacdes poderdo ndo ser certas. E conhecido que os anfibios e
peixes expressam proteinas ortologas de 3 proteinas TTP comuns de vertebrados. No
entanto, no Xenopus ndo ha ligagdo direta a um ortélogo mamifero. Segundo os autores
“Belloc and Mendez, 2008 isto mostra que ndo existem sequéncias 6bvias de ligacao a
NOT1 no extremo C-terminal, em contraste com 0s outros membros da familia TTP
destas especies provavelmente porque se acumula na primeira metafase meidtica e
quando se perdeu, ocorreu paragem mei6tica [66]. No entanto neste artigo mais recente,
os autores Blackshear and Perera verificaram que o que foi dito anteriormente por estes
autores estava errado, porém é algo que precisa ser melhor estudado [66].

Para prever a localizacdo subcelular do ZFP36L1 utilizou-se os algoritmos
Phobius, Deeploc 2.0 e Nucleolar localization sequence detector (NOD), que indicaram
que ndo existe uma sequéncia de aminoécidos com probabilidade para ser péptido sinal
para 0 RE (Figura 20). Depois previu-se que a localizacdo deve ser no nucleo e no
citoplasma (Tabela 4). Estando de acordo com Yuki Matsuura et al que refere que
ZFP36L1 esta presente no nlcleo e no citoplasma, e este fato esta de acordo com a nogéao
que o decaimento de ARE-mediated mRNA representa um evento citoplasmatico
[152,153]. Foi descoberto também o dominio responsavel pela translocacdo para o
nucleo: “LDNSRRLPIFFSRLSISDD”, estando localizado entre os residuos 320° e 338°,
e que ZFP36L1 ndo se deveréa localizar na regido do nucléolo (Figura 21). Isto faz sentido
uma vez que a ZFP36L1é uma proteina de ligacdo ao RNA que desestabiliza varios
transcritos de mRNA contendo elementos citoplasmaticos ricos em AU (ARE),
promovendo a remocdo ou degradacdo da cauda poli(A) e, portanto, fornece um
mecanismo para atenuar a sintese de proteinas (que é produzida pelos ribossomas, que se
encontram no RE e no citoplasma) [152].

A seguir previu-se os locais de fosforilacdo, tendo-se descoberto que a proteina
ZFP36L1 humana tem 97 locais de fosforilagdo, incluindo a serina 334 assim como no
estudo de Adachi et al., e de acordo com o estudo de Rataj et al o nimero impressionante
de potenciais locais de fosforilacdo na sequéncia ZFP36L1 sugere que a proteina tem de
integrar multiplos sinais para fornecer a resposta celular apropriada, sendo que AMPc
orquestra todas as etapas que controlam a expressdo e funcdo da ZFP36L1, desde a
ativacdo do promotor ZFP36L1 até a fosforilagdo da proteina ZFP36L1 [149,154]. Nesse

estudo identificou-se dois locais de fosforilagdo da proteina quinase dependente de cAMP
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(PKA) em células vivas, S54 e S334, e investigou-se o papel desses fosfositos no controlo
da semi-vida da proteina ZFP36L1 e na funcdo no decaimento do mRNA [149]. Estes
dados indicam que a fosforilacdo do S334 regula a estabilidade do ZFP36L1 e a sua
capacidade de interagir com parceiros de ligacdo e de desencadear mRNA [154]. A
relevancia dos locais de fosforilagdo na proteina ZFP36L1 é fundamental para
compreender a funcdo e regulacdo dessa proteina no contexto de processos bioldgicos. A
fosforilagdo € um processo pds-traducional em que grupos fosfato sdo adicionados a
residuos de aminoacidos especificos dentro de uma proteina. Esses grupos fosfato sao
frequentemente adicionados a residuos de serina, treonina ou tirosina, resultando em
fosforilacéo de serina (Ser), treonina (Thr) ou tirosina (Tyr). Sendo fundamental para a
regulacdo da atividade: A fosforilacdo pode ativar ou inativar uma proteina, alterando a
sua conformacado tridimensional e, consequentemente, a sua atividade funcional [155].

Posteriormente para verificar a probabilidade dos residuos serem N-glicosilados,
identificou-se que os residuos de glicosilacdo para a ZFP36L1 estdo na posi¢do 25 (NYS)
e 111 (NSS) da sequéncia de aminoacidos. Sendo que N representa a asparigina para ser
glicosilada e as outras duas letras a sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr, sendo este um local de
N-glicosilacdo previsto, onde Xaa é qualquer residuo de aminoacido[156]. A N-
glicosilagdo da proteina ZFP36L1 pode ter varias implicacdes na regulacdo da sua funcao,
estabilidade, localizacdo e capacidade de interagir com outros componentes celulares. No
entanto ndo foi possivel identificar nenhum estudo funcional que mostrar a funcéo destas
alteracbes pds-traducdo. O entendimento dessas modificacbes poés-traducionais é
fundamental para compreender completamente o papel da ZFP36L1 na regulacdo pds-
transcricional da expressdo génica e sua contribuicdo para processos biologicos
especificos.

Em relacdo a O-glicosilacdo, foram identificados 18 sitios de glicosilagdo com
score maior que 0,8 e 29 sitios glicosilados com score entre 0,5 e 0,8; 0 que significa que
na proteina ZFP36L1 existem residuos de aminoacidos que possuem grupos hidroxila (-
OH), como serina (Ser) ou treonina (Thr), que sdo alvos potenciais para a adigédo de
grupos de agUcares (glicanos). Sabe-se que alteracbes de glicosilagdo sdo uma
caracteristica comum de diversos cenarios de doencas. Estas alteragdes podem ter origem
genética, como no caso das doencas congenitas da glicosilacdo, ou resultar da
desregulacdo da maquinaria biossintética dos glicanos em resposta a inflamacéo, infe¢éo
e/ou transformacdo oncogeénica [157]. A O-glicosilacdo aberrante é frequentemente

observada no cancro e esta associada a agressividade do tumor e ao mau resultado clinico
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dos pacientes [157]. O fato de ZFP36L1 ter muitos sitios de o-glicosilacdo significa que
pode desempenhar um papel importante na regulacdo da sua funcao e atividade bioldgica,
sendo reconhecido como o gene supressor de tumores [158]. A O-glicosilacdo pode
influenciar a atividade e a funcao das proteinas no citoplasma e nucleo, alterando as suas
propriedades fisicas e quimicas. Pode, por exemplo, afetar a estabilidade, interagbes com
outras proteinas, capacidade de ligacdo ao DNA ou a cromatina e localizacao subcelular;
pode também afetar a localizacdo subcelular das proteinas, direcionando-as para
compartimentos especificos dentro do citoplasma ou nucleo. Isto pode influenciar a sua
funcgéo e interagcbes com outros componentes celulares, no entanto n&o existem estudos
publicados sobre o0 assunto.

Procurou-se identificar SNPs que estivessem correlacionados com o gene
ZFP36L1, tendo-se encontrado 2 SNPs: rs12434551 e rs3825568 (Tabela 7). Estes dois
SNPs podem contribuir para a Artrite reumatdide sistémica juvenil e ha evidéncias de que
estéo relacionados um com o outro (Tabela 8). Estes dados confirmam o fato de poderem
contribuir para a AlJ, estando de acordo com o estudo de Jiang et al [159].

Por fim, procedeu-se a analise de varios estudos contendo o gene ZFP36L1 no
contexto de OP e OA. Com base no estudo realizado pelo grupo de investigacdo [146],
procurou-se analisar a expressdo de Zfp3611 tendo em conta que uma dieta enriquecida
com ferro por 3 meses em que ratinhos Hfe-KO apresentavam um fenétipo semelhante a
osteoporose como consequéncia do excesso de ferro e os ratinhos WT revelaram
transitoriamente um fenotipo que levou ao favorecimento da formacdo de massa 6ssea
em ratinhos Hfe-WT (com dieta rica em ferro) [146]. Ocorreu aumento de Zfp36l1 em
ratinhos Hfe-KO com dieta rica em ferro, acompanhado por perda de 0sso, enquanto nos
ratinhos Hfe-WT houve diminuicdo de Zfp36l1 acompanhado por favorecimento de
formacao dssea (Figura 25). Estes dados sugerem que em condicoes de OP, Zfp3611 estard
aumentado, enquanto em condi¢des de ganho de 0sso, Zfp3611 estara diminuido.

Comecou-se por identificar os estudos adequados obtidos através da base de dados
online com os transcritos de ZFP36L1 de Mus musculus, Rattus Norvegicus, Danio rerio
e Homo sapiens. Ap6s compilar os estudos, organizou-se consoante o seu objetivo e
etiologia.

No contexto de diferenciagéo de osteoblastos, ao analisar a média do logaritmo
fold change das experiéncias, verifica-se um aumento da expressao de Zfp3611 desde que
estdo no estadio de células mesenquimais até se tornarem pré-osteoblastos e

posteriormente, a expressdo deste gene mantem-se. Isto esta de acordo com o que era
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esperado observar, uma vez que Zfp3611 promove a diferenciagédo osteoblastica [80]. Em
relagdo ao gene Hifla, verifica-se também um aumento da sua expresséo, estando de
acordo com o estudo de Hui Kang et al que refere Hifla é regulado por Opg, que por sua
vez, para além de aumentar a angiogénese ou a atividade osteoblastica, a ativacdo da
atividade hipoxia/Hifla promove o desenvolvimento do 0sso e poderd também
influenciar o acoplamento de osteoclastos e osteoblastos, e assim “amortece” a ativacao
dos osteoclastos [160]. No pico de expressao de Zfp3611, ha uma diminuicdo de Hifla, o
que sugere regulacdo por Zfp36l1. Em relacdo ao Runx2, hd uma diminuicéo inicial e
quando se tornam osteoblastos imaturos ha um aumento, estando de acordo com o estudo
Toshihisa Komori de que diz que Runx2 induz a diferenciacéo de células mesenquimais
em osteoblastos imaturos. (Figura 26, A, B e C) [147].

Posteriormente, para confirmar estes resultados, analisaram-se mais estudos em
que ha ocorréncia de diferenciagdo osteoblastica. Num estudo realizado em Humanos, o
GSE148203, h4 aumento de ZFP36L1 e RUNX2, estando de acordo com o que foi dito
anteriormente, ou seja ZFP36L1 promove a diferenciacdo osteoblastica e RUNX2 induz
adiferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos imaturos (explicando o aumento
dos 0 para os 3 dias) (Figura 27 A e B) [147,160].

A seguir no estudo GSE174794 comparou-se a expressdo de ZFP36L1 durante a
diferenciacédo de células mesenquimais em adipdcitos e osteoblastos, tendo-se verificado
uma diminuicdo da expressao de ZFP36L1 nos adipdcitos ao longo do tempo e um
aumento da expressao deste gene nos osteoblastos ao longo do tempo, o que confirma o
fato de ZFP36L1 poder estar envolvido no processo de diferenciacdo osteoblastica
(aumento de ZFP36L1 nos osteoblastos) e inibir a diferenciacdo de adipdcitos
(diminuicdo de ZFP36L1 nos adipocitos) (Figura 28 A e B) [80].

De seguida analisou-se a expressdo dos genes Zfp3611, Acp5, Rankl, Opg, a razdo
Opg:Rankl em 4 estudos de osteoporose in vivo.Verificou-se um aumento da expressdo
de Zfp36l em ratinhos e ratazanas ovarietomizadas no estudo GSE214645 (figura 29A).
A ovariectomia € um procedimento cirlrgico em que 0S ovarios sdo removidos,
resultando na perda dos hormonas sexuais femininas, como o estrogénio. Essa perda
hormonal esta associada a uma diminui¢do na densidade mineral 0ssea e a osteoporose
em ratas, que € uma condicgdo caracterizada pela fragilidade dos 0ssos e um aumento no
risco de fraturas [18]. Quando os niveis de estrogénio caem apads a ovariectomia, podem
ocorrer alteragdes na expressdo genética, incluindo aquelas reguladas por ZFP36L1, que

podem influenciar negativamente a saude 6ssea. O estrogénio também é conhecido por
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regular positivamente a sinalizacdo da BMP, que promove a diferenciacdo de células
estaminais mesenquimais de pré-osteoblastos para osteoblastos, em vez de adipécitos
[18]. Além disso, os estrogénios estimulam a produ¢do de IGF1 e TGFB pelos
osteoblastos, melhorando a formacéo 6ssea [18]. O fato de Zfp3611 estar aumentado em
ratazanas ovarietomizadas esta de acordo com o estudo de Chu-Han Cheng et al que
explica que a deficiéncia de estrogénio alterara a expressdo dos genes alvo do estrogénio,
aumentando a secre¢do de IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) (que por sua vez
sdo alvos da regulacdo negativa por ZFP36L1) e esta deficiéncia de estrogénio leva a
aumento da renovacdo 6ssea e ao aumento da reabsorcdo Ossea, 0 que resulta em
osteoporose [18].

Em relacdo ao gene ACP5, este € um importante regulador da funcdo dos
osteoclastos e quando a atividade dos osteoclastos é desregulada, pode resultar em uma
perda excessiva de densidade mineral 0ssea, levando a osteoporose. Em contextos de
osteoporose, a expressdo do gene ACP5 pode estar aumentada, o que significa que pode
haver uma maior producdo da enzima TRAP pelos osteoclastos. Isso contribui para a
atividade excessiva dos osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea aumentada [161]. ACP5 foi
visto como um marcador para a atividade dos osteoclastos.

O estrogénio regula RANKL e OPG, promovendo a expressdo de OPG e
reduzindo assim a reabsorcdo 6ssea. Além disso, o estrogénio inibe a diferenciacdo dos
osteoclastos e defende a apoptose dos osteoclastos, aumentando a produgao de TGFf
[19]. No estado de deficiéncia de estrogénio, a expressdo de RANKL é induzida, o que
leva a osteoclastogénese (ha uma diminuicdo mais acentuada de OPG do que RANKL),
dai haver uma razdo RANKL/OPG inferior a 1 [18]. O mesmo se passa no estudo
GSE30081 (Figura 30).

No seguinte estudo (GSE35959) verifica-se um aumento da expresséo de todos 0s
genes em idosos com osteoporose e, quando comparado com as células senescentes, estas
apresentam uma diminuicao da expressao de todos os genes exceto OPG (Figura 31). O
fato de ZFP36L1 estar diminuido em células senescentes esté de acordo com o estudo de
Kuo-Yun Tseng et al em que foi demonstrado que ZFP36L1 degrada os transcritos de
numerosos componentes do fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP) que, de
outra forma, aumentam a senescéncia, o que indica um papel regulador do ZFP36L1 na
senescéncia, e que a regulacéo negativa (down-regulation) de Zfp36L1 pode contribuir
para o desenvolvimento do fen6tipo de senescéncia em bmMSCs (Figura 31 A) [80]. A

expressao de ZFP36L1 apresenta-se aumentada em pacientes idosos com osteoporose, 0
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que estd também de acordo com o estudo de Kuo-Yun Tseng et al que sugere que
ZFP36L1 podera atuar como um intensificador da diferenciagéo osteoblastica (Figura 30
A) [80]. Nos pacientes idosos sem OP, ocorre 0 oposto porque, como ndo tém OP,
ZFP36L1 ndo esta aumentado (Figura 31 A). A analise da expressao de ACP5, OPG e
RANK-L ndo tem significado biolégico neste contexto porque o0s autores apenas
analisaram a expressdo genética em células do mesénquima e ndo num contexto in vivo,
sugerindo que ZFP36L1 possa servir de marcador molecular para a inducdo da
diferenciacdo de osteoblastos num contexto patoldgico de osteoporose. Posteriormente
no estudo GSE194301 os autores desenvolveram peixes-zebra com o fendtipo de
osteoporose, analisou-se a expressao as duas isoformas (Zfp36l1a e Zfp3611b) de Zfp3611
do peixe-zebra, tendo-se verificado um aumento em todas as condi¢Bes, mas sem
significado estatistico, mostra a mesma tendéncia de estudos descritos anteriormente mas
sdo necessarios mais estudos em modelos semelhantes para confirmar estes resultados. O
que indica que ambas as isoformas poderdo ter emergido de Zfp36l1, visto que tém a
mesma acao que Zfp3611 na osteoporose (mecanismo como ja foi descrito anteriormente)
(Figura 32 A e B).

A seguir analisou-se a expressdo de Zfp3611 num contexto de excesso de 0sso.
Comegou-se por analisar o estudo GSE154800, tendo-se verificado uma diminuicdo da
expressdao de Zfp36l1 nos ratinhos DTRADQ quando comparados com os do tipo
selvagem (wild type) (Figura 33). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Zou
et al que diz que a “remocgdo” de tecido adiposo leva a osteoesclerose (aumento da
densidade Gssea) e com o estudo de Tseng et al que refere que ZFp36l1 promove a
diferenciacdo osteoblastica mas reprime a diferenciacdo adipogénica [80,162]. Foi
possivel verificar que ha formacao de novo 0sso nos grupos DTR e comeca a estabelecer-
se uma diferenca significativa e que ndo existe efeito sinergético entre o tempo e 0s
diferentes grupos de ratinhos, ou seja, ndo interferem um no outro (o tempo é uma variavel
independente dos grupos e vice-versa) e a expressao de Zfp3611 apresenta-se diminuida
(Figura 33).

De seguida analisou-se no contexto de diferenciagdo dos osteoclastos, no estudo
GDS5464 verificou-se que a expressao de Zfp3611 esta diminuida em osteoclastos sem o
fator de transcricdo NFATcl (Figura 34). NFATcl é um regulador mestre da
diferenciacdo de osteoclastos induzida por RANKL e desempenha um papel fundamental
na fusdo e ativacdo de osteoclastos através da regulacdo positiva de varios genes

responsaveis pela adesdo, migracao, acidificacdo e degradagédo da matriz 6ssea inorganica
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e organica dos osteoclastos [163], no estudo GSE138324 analisou-se a transicdo de
osteoclastos com BMDM (bone marrow-derived macrophages), desde BMDMs até
osteoclastos maduros. Os osteoclastos sdo células altamente especializadas derivadas
da linhagem mondcito/macrofago da medula éssea (Figura 35 A). A sua capacidade Unica
de reabsorver as matrizes 0sseas organicas e inorganicas significa que desempenham um
papel fundamental na regulacéo da remodelacao esquelética [164]. Juntos, os osteoblastos
e 0s osteoclastos sdo responsaveis pelo processo de acoplamento dindmico que envolve
tanto a reabsorgdo Ossea como a formacdo Ossea, agindo em conjunto para manter o
esqueleto normal durante a saude e a doenca [164]. Como principal célula de reabsorcéo
0ssea do corpo, as alteracdes na diferenciacdo ou funcdo dos osteoclastos podem resultar
em efeitos profundos no corpo [164]. As doencas associadas a funcdo alterada dos
osteoclastos podem variar em gravidade, desde doenga neonatal letal devido a
incapacidade de formar um espaco medular para hematopoiese, até patologias mais
comumente observadas, como a osteoporose, na qual a reabsorcdo 0ssea osteoclastica
excessiva predispde a formacéo de fraturas [164]. Ha uma diminuicdo de Zfp3611 do 1°
ao 5° dia, e principalmente no 1° dia. O que é de esperar visto que quando ha reabsorcao
Ossea osteoclastica excessiva, ha diminuicdo de Zfp36l1.

O estudo GSE176265 foi realizado com o objetivo de descrever as alteracdes na
expressdo de genes associados a O-GIcNAcilacdo. Verificou-se uma diminuicdo da
expressdo de Zfp3611 (Figura 36). Mudancas dindmicas na O-GIcNAcilacdo regulam a
diferenciacéo dos osteoclastos e a perda dssea via nucleoporina 153 [165].

Em conjunto, estes resultados sugerem que sem NFATc1 os osteoclastos nédo se
diferenciam, se ndo ha diferenciacdo dos osteoclastos, ha menos destruicdo de 0sso, ha
mais 0sso, pelo que Zfp36l11 encontra-se diminuido [163], sugerindo que zfp3611 podera
ndo ter um papel na diferenciacdo dos osteoclastos mas sim mas sim como regulador da
inflamacaopois resultados de outras experiéncias mostraram uma diminuicdo de zfp36I1
num contexto de diferenciacdo terminal, sendo Zfp36l1 regulador de mediadores pro-
inflamatdrios, logo a sua inibicdo podera fazer sentido neste contexto.

No estudo GSE166559 analisaram-se mondcitos humanos CD14-positivos que
foram nucleofectados com siRNAs controlos ou especificos para LSD1 e cultivados com
estimulacdo M-CSF (20 ng/ml) e RANKL, tendo-se verificado uma diminuigdo de
ZFP36L1, estando de acordo com o estudo de Chen et al que diz que Zfp3611 promove a

diferenciacdo de mondcitos (Figura 37) [166]
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Em relacdo a expressdo de Acp5 como marcador para os osteoclastos (Figura
35B), os resultados obtidos sdo os esperado porque, como foi dito anteriormente, segundo
0 estudo de Hayman AR et al em contextos de osteoporose, a expressao do gene ACP5
pode estar aumentada, o que significa que pode haver uma maior producéo da enzima
TRAP pelos osteoclastos. Isso contribui para a atividade excessiva dos osteoclastos e a
reabsorcdo dssea aumentada [161].

De seguida analisou-se o estudo GSE54216, onde se verificou que na cartilagem
articular houve uma diminuicao da expressao de Zfp3611 na zona intermédia/profunda, e
houve também uma diminuicdo ainda mais acentuada na regido hipertrofica da placa de
crescimento (Figura 38). A placa de crescimento é constituida por condrécitos. Como foi
dito anteriormente, quando ha uma diminuicdo acentuada de Zfp3611, ha diferenciacao
terminal de condrdcitos hipertroficos [84]. No processo de transi¢do entre cartilagem
articular e cartilagem mineralizada, Zfp361l1 parece ser menos relevante semelhante ao
que se observou nos ratinhos com excesso de 0sso.

Posteriormente analisou-se a expresséo de Zfp3611 no contexto de osteoartrose em
quatro estudos distintos. No primeiro estudo (GSE176199) os autores analisaram 0 RNA-
seq de condrocitos osteoartriticos, células estromais de cartilagem normal e células
estromais mesenquimais de cartilagem osteoartritica. A partir dai, analisou-se a expressdo
de Zfp3611, de modo a relacionar com a inflamacéo na cartilagem verificando-se um
aumento na expressao deste gene (Figura 39 A). Estes resultados estdo de acordo com 0s
autores Son et al que referem que a downregulation de Zfp36I1 é suficiente para inibir a
osteoartrose em ratos [84]. ZFP36L1 parece regular multiplos fatores responsaveis pela
mediacdo da erosdo da cartilagem, formacéo de ostedfitos e esclerose dssea subcondral
(enquanto alvos a jusante do HSPALA regulam mediadores da destruicdo da cartilagem)
[84].

Posteriormente analisou-se a expressao de HSPA1lA e HSPALB tendo-se
verificado diminuicdo da expressdo destes genes. HSPAL1A e HSPA1B pertencem a
familia da proteina Hsp70 (heat shock protein 70). Os resultados estdo de acordo com o
estudo de Son et al que refere que o knockdown de Zfp36l1 aumenta a expressao de
MRNA de dois membros da familia da proteina de choque térmico 70 (HSP70), que atuam
como seus alvos diretos [84]. Além disso, a superexpressdo de HSPALA em tecidos

articulares protege ratinhos contra a OA experimental, inibindo a apoptose de
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condrdcitos, indicando que a proteina de ligacdo ao RNA, ZFP36L1, regula os membros
da familia HSP70 que parecem proteger contra a patogénese da OA, inibindo a apoptose
dos condrdcitos [84].

Também se analisou a expressdao de Hifla. Os condrécitos existem no meio
hipoxico e Hifla tem um papel vital na regulagdo da resposta a hipoxia [167]. O Hifla
responde a diminuicdo da oxigenacéo celular no tecido, regulando a sobrevivéncia e a
interrupcao do crescimento dos condrocitos [167]. Observou-se um aumento da expressao
de Hifla em todas as condicGes. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Zeng
et al que diz que o Hifla poderia proteger a cartilagem articular, promovendo o fenétipo
dos condrdcitos, mantendo a viabilidade dos condrécitos e apoiando a adaptacdo
metabolica em condigdes hipdxicas [167]. A estabilizacdo do Hifla aumenta a
diferenciacdo condrogénica das células progenitoras e minimiza a hipertrofia dos
condrdcitos [167]. Os resultados sugerem que ha regulacdo de Hifla por Zfp3611 pois
quando CSCOA diminui e CondOA aumenta em Zfp36l1, o oposto ocorre em Hifla
(Figura 39 A e B).

Por altimo analisou-se a expressdo de Cd47, tendo-se verificado uma diminuicao
da expressdo deste gene em células estromais mesenquimais de cartilagem osteoartritica
e um aumento em condrdcitos osteoartriticos. Isto esta de acordo com os autores Wang
et al pois segundo estes CD47 promove a patogénese da osteoartrose, promovendo a
expressdo de mediadores inflamatdrios e degradativos em condrdcitos, macréfagos e
sinovidcitos (o que explica 0 aumento de Cd47 em condrécitos osteoartriticos) e ha um
breakdown da cartilagem, o que explica a diminui¢do da expressdo de Cd47 nas células
estromais mesenquimais de cartilagem osteoartritica [168]. Estas descobertas sugerem
que os efeitos combinados do aumento de ligantes como resultado de danos a cartilagem,
bem como o0 aumento da expressao de a V3 e CD47, podem permitir que as células dentro
das articulacbes da OA provoguem respostas patogénicas e, assim, impulsionem a
progressdao da OA [168]. Alem disso, o desenvolvimento de OA pode resultar da
sinalizacdo cronica de mediadores inflamatérios e degradadores como resultado do
aumento dos niveis de componentes ligantes e recetores apés lesdo articular [168].

Posteriormente no estudo GSE6119 verificou-se aumento da expresséo de Zfp3611
apenas nas condicOes que tinha IL-1B, sendo este estudo realizado em condrocitos (Figura
40). Através do estudo de Vincent é possivel concluir que IL-1B provocou um fenotipo
parecido a osteoartrose [169]. Assim sendo, como ja foi descrito anteriormente, faz

sentido que num fendtipo de OA Zfp36l1 encontre-se aumentado enquanto que em
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condigdes normais ndo [84].0 mesmo se passa com 0s restantes genes analisados, como
foi descrito no estudo anterior.

No estudo GSE173637, Zfp36l1 encontra-se aumentado nos que tém displasia de
desenvolvimento da anca, estando de acordo com o estudo de Zengini et al visto que esta
é considerada uma osteoartrose secundaria e sendo de esperar resultados semelhantes aos
dos outros estudos no contexto de osteoartrose para os restantes genes (Figura 41) [170].

Por altimo, no contexto de condroblastos submetidos a inibicdo geral de caspase
FMK e OPH, avaliou-se a expressao de Zfp3611 e Hifla no estudo GSE164835. Ao serem
cultivados com inibidores das caspases houve uma reducdo da gravidade das lesdes da
cartilagem na OA. Observou-se um aumento da expressdo de Zfp3611 nos que tinham
inibidores da caspase (Figura 41 A). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de
Saini et al que diz que elevado Zfp3611 aumenta a atividade das caspases [171]. Assim, a
inibicdo das caspases com farmacos é independente da expressdo de Zfp36l1 ou pode
revelar mecanismo de compensacao.
de HIF1 «, efeito oposto ao da expressdo de Zfp3611 (Figura 42 B). Estando de acordo
com o estudo de Zhao et al que refere que a hipdxia aumentou a expresséo de HIF-1a e
aumentou a apoptose celular, diminuiu a viabilidade celular e os niveis de expressao de
COL1A1 [172]. Os inibidores de caspase-8 e -9 reduziram parcialmente a apoptose de
hUSLF. O tratamento com HIF-1a aumentou a ativacdo de caspase-3, caspase-8 e
caspase-9, todas revertidas por knockdown de HIF- 1A [172]. Ou seja HIF-1a induz
significativamente a apoptose de hUSLFs através do recetor de morte celular e das vias

de apoptose associadas a mitocondria (Figura 42) [172].
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Capitulo 5: Concluséao e perspetivas futuras

5.1. Conclusao

Através da andlise bioinformatica é possivel concluir que os dois principais
dominios de Zfp36l1 sdo altamente conservados. Nos mamiferos o dominio TZF esta
totalmente conservado, o que sugere que ZFP36L1 na maioria destas espécies surgiu de
uma proteina ancestral que continha locais de ligacdo a RNA e a NOT1, podendo ter
estado presente num organismo ancestral. O dominio NOT1 nos mamiferos também esta
totalmente conservado. A analise filogenética permitiu concluir que Zfp36l1a é ortélogo
e Zfp3611b do peixe-zebra é pardlogo. ZFP36L1 esté presente no ndcleo e no citoplasma.
O dominio responsavel pela translocacéo para o nicleo é “LDNSRRLPIFFSRLSISDD”,
estando localizado entre os residuos 320° e 338° e ndo se localiza no nucléolo. ZFP36L1
tem 97 locais de fosforilacdo. Em relacdo a O-glicosilacdo, foram identificados 18 sitios
de glicosilacdo com score maior que 0,8 e 29 sitios glicosilados com score entre 0,5 € 0,8.

Em condigdes de OP, Zfp3611 estara aumentado e em condicdes de elevada DMO,
Zfp3611 estara diminuido. Zfp3611 promove a diferenciacdo osteoblastica e Runx2 e induz
a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos imaturos por isso no contexto
de osteoblastos ha aumento de Zfp3611 e aumento de Runx2, e Hifla é regulado por Opg,
que por sua vez, aumentara a angiogénese ou a atividade osteoblastica (por isso Hifla é
sobreexpresso). Em adipdcitos a expressdo de ZFP36L1 diminuinos ao longo do tempo
e nos osteoclastos aumenta longo do tempo, pois ZFP36L1 poder estar envolvido no
processo de diferenciacdo osteoblastica (aumento de ZFP36L1 nos osteoblastos) e inibir
a diferenciacédo de adipdcitos (diminui¢do de ZFP36L1 nos adipécitos). Zfp3611 esta mais
expresso em ratazanas ovarietomizadas. Zfp3611 esta diminuido em células senescentes,
ZFP36L1 degrada os transcritos de SASP que, de outra forma, aumentam a senescéncia,
ou seja ZFP36L1 tem um papel regulador na senescéncia, e a regulacdo negativa (down-
regulation) de Zfp36l1 pode contribuir para o desenvolvimento do fenotipo de
senescéncia. No processo de transicdo entre a cartilagem articular e cartilagem
mineralizada, Zfp3611 parece ser menos relevante.

No contexto de AO Zfp36l1 encontra-se aumentado e a downregulation de Zfp36I1 é
suficiente para inibir a osteoartrose em ratos, enquanto HSPA1A e HSPA1B encontram-
se diminuidos pois ZFP36L1, regula os membros da familia HSP70 que parecem proteger

contra a patogénese da OA, inibindo a apoptose dos condrocitos. Hifla por sua vez
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aumenta a sua expressdo, aumentando a diferenciacdo condrogénica das ceélulas
progenitoras e minimizando a hipertrofia dos condrdcitos. Os resultados sugerem que ha
regulacao de Hifla por Zfp36l1 (pois quando CSCOA diminui e CondOA aumenta em
Zfp3611, o oposto ocorre em Hifla). Por Gltimo ha aumento da expressdo de Zfp36l1lem
condroblastos submetidos & inibicdo geral de caspase FMK e OPH. A inibigdo das
caspases com farmacos é independente da expressdo de Zfp36l1 ou pode revelar
mecanismo de compensacdo. Ha diminuicdo de Hifla neste contexto pois Hifla induz
significativamente a apoptose de hUSLFs através do recetor de morte celular e das vias

de apoptose associadas a mitocondria.
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5.2. Perspetivas futuras

Futuramente, serdo necessarios mais estudos in vivo em pacientes com OP e OA
em tecidos de 0sso, e in vitro de modo a perceber se pode-se inibir a diferenciagdo
terminal dos osteoclastos, entender se realmente Zfp3611 é independente da inibicdo das
caspases, entendera fungédo de Zfp3611 especifica através dos resultados aqui descritos e
outros que serdo futuramente obtidos, se a ZFP36L1 promove funcdo dos granulos de
TIS. Perceber se a expressao das duas isoformas do peixe-zebra aumenta num contexto
de osteoporose como os resultados analisados nesta dissertacdo sugerem. E de notar que
os resultados aqui obtidos sdo apenas uma pequena amostra, pelo que sdo necessarios
mais estudos tanto in vivo como in vitro para compreender todos 0s mecanismos aqui

descritos.
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ANEXOS

Tabela Al- Sequéncias terminais das isoformas do RUNX2

Sequéncia terminal:

MRIPV

MASNSLFSAVTPCQQSFFW

Tabela A2 — Dominios de ZFP36L1 humano

2 Dominios de ZFP36L1 humano:

Isoformas do RUNX2:

Tipo |
Tipo 11

RYKTELCRPFEeENGACKYGDKCQFAHGIH
KYKTELCRTFHTIGFCPYGPRCHFIHNAE

O RUNX2 é expresso em 2 isoformas diferentes dependendo da sua terminacéao
MRIPV em vez de

amino diferente.

Se a sequéncia amino terminal

for

MASNSLFSAVTPCQQSFFW, é tipo | em vez de tipo Il [5]

Tabela A3 — tabela dos locais de previsdo de fosforilagdo do gene ZFP36L1 humano com o respetivo
score de probabilidade e a cinase obtida pelo “Netphos — 3.1.b” (nota: unsp= ndo especifica)

#x  Contexto Score Cinase
4T | -MTTTLVSA 0.857 unsp
4T | -MTTTLVSA 0.548 PKC
30S | YSAPSAGGC 0.506 CKI
43T | KAVGTPAGG 0.790 unsp
43T | KAVGTPAGG 0.552 p38MAPK
43T | KAVGTPAGG 0.536 cdk5
54S | PRRHSVTLP 0.995 unsp
54S | PRRHSVTLP 0.876 PKA
54S | PRRHSVTLP 0.599 RSK
56 T | RHSVTLPSS 0.793 PKC
59S | VTLPSSKFH 0.875 PKC
59S | VTLPSSKFH 0.859 unsp
59S | VTLPSSKFH 0.568 cdc2
69S | NQLLSSLKG 0.503 cdc2
70S | QLLSSLKGE 0.899 unsp
70S | QLLSSLKGE 0.845 PKC
80S | APALSSRDS 0.997 unsp
81S | PALSSRDSR 0.671 PKC
81S | PALSSRDSR 0.500 cdc2
84S | SSRDSRFRD 0.996 unsp
90S | FRDRSFSEG 0.996 unsp
90S | FRDRSFSEG 0.741 PKB
90S | FRDRSFSEG 0.703 PKG
90S | FRDRSFSEG 0.590 PKA
90S | FRDRSFSEG 0.531 RSK
92S | DRSFSEGGE 0.996 unsp
92S | DRSFSEGGE 0.618 PKB
92S | DRSFSEGGE 0.531 RSK
92S | DRSFSEGGE 0.519 CKI
101 T | RLLPTQKQP 0.881 PKC
112S | GQVNSSRYK 0.793 PKC
113S | QVNSSRYKT 0.988 unsp
113S | QVNSSRYKT 0.539 cdc2
117 T | SRYKTELCR 0.511 RSK
146 S | HELRSLTRH 0.962 unsp
146 S | HELRSLTRH 0.742 PKC
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153Y
1928
1928
2018
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2228
2228
2228
2258
2338
240 S
240 S
240 S
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260 S
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276 T
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300S
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3008
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309 S
309 S
310S
311S
3118
312S
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314 S
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314 S
316 S
316 S
318 S
3188
324S
3348
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336 S

LRSLTRHPK
RHPKYKTEL
ARDLSADRP
ARDLSADRP
RLQHSFSFA
QHSFSFAGF
SAAATAAAT
GLLDSPTSI
GLLDSPTSI
GLLDSPTSI
DSPTSITPP
PPILSADDL
DLLGSPTLP
DLLGSPTLP
DLLGSPTLP
DLLGSPTLP
PFAFSSQEL
FAFSSQELA
FAFSSQELA
QELASLFAP
LFAPSMGLP
PGGGSPTTF
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SGSDSPTLD
SGSDSPTLD
TLDNSRRLP
FSRLSISDD
FSRLSISDD
RLSISDD--

0.569
0.702
0.990
0.516
0.540
0.554
0.625
0.897
0.560
0.542
0.869
0.629
0.581
0.576
0.574
0.514
0.525
0.629
0.601
0.531
0.513
0.511
0.532
0.932
0.516
0.972
0.620
0.569
0.521
0.505
0.997
0.613
0.589
0.537
0.997
0.986
0.636
0.527
0.925
0.579
0.549
0.723
0.909
0.621
0.629
0.910
0.548
0.996
0.527
0.517
0.998
0.524
0.512
0.961
0.546
0.547
0.522
0.580
0.997
0.604
0.602

PKG
unsp
unsp
PKA
unsp
CKI
PKC
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p38MAPK
cdk5
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p38MAPK
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CKIlI
DNAPK
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Figura A1 - Arvore filogenética obtida pelo método bayesiano referente ao gene
ZFP36L1. PP- Peixes pulmonares; Anf.- anfibios; P.C.- Peixes cartilagineos
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Figura A2 - Arvore filogenética obtida pelo método RaxML referente ao gene
ZFP36L1. PP- Peixes pulmonares; Anf.- anfibios; P.C.- Peixes cartilagineos
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Figura A3- arvore filogenética do gene ZFP36L1 obtida por neighbor



Tabela A4- Tabela completa dos scores de probabilidade da proteina ZFP36L1 ser O-glicosilada. Foi
considerado significativo scores acima de 0,8.

#seqname [d source M feature [Rd start hd end fd score |d strand Rd frame R comment |
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 2 2 0.468356

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 3 3 0.452567 . .

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 4 4 0.519202 . . #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 7 7 0.443617

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 9 9 0.296501 .

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 14 14 0.0729436 .

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 27 27 0.304407

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 30 30 0.365999 .

SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 43 43 0.568377 . 5 #POSITIVE

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 54 0.768839 . a #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 56 56 0.912508 . o #POSITIVE

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 59 59 0.828011 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 60 60 0.704993 . o #POSITIVE

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 69 69 0.410709
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 70 70 0.800614 . #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 80 80 0.907508 . o #POSITIVE
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 81 81 0.81492 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 84 84 0.785642 . o #POSITIVE
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 90 90 0.816849 . o #POSITIVE
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 92 92 0.920524 . #POSITIVE
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 101 101 0.922637 . #POSITIVE
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 112 112 0.799966 . #POSITIVE
EQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 113 113 0.871316 . o #POSITIVE
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SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 117 117 0.307989 . .

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 148 148 0.850623 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 155 155 0.700808 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 160 160 0.5 5 o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 163 163 0.529026 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 192 192 0.84527 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 201 201 0.763167 . o #POSITIVE

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 203 203 0.723201 #POSITIVE

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 209 209 0.800721 . #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 213 213 0.809211 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 217 217 0.63809 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 222 222 0.567921 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 224 224 0.736178 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 225 225 0.856661 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 227 227 0.701649 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 233 233 0.382012

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 240 240 0.425181 o

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 242 242 0.522534 . g #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 247 247 0.592166 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 254 254 0.164702

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 255 255 0.317563

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 260 260 0.328763

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 265 265 0.5764 o o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 273 273 0.474107 .

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 275 275 0.621088 . g #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 276 276 0.208664 .

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 283 283 0.898303 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 285 285 0.572157 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 291 291 0.621593 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 294 294 0.521331 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 298 298 0.24495

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 300 300 0.212165

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 307 307 0.456735 o

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 308 308 0.593649 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 309 309 0.594433 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 310 310 0.705501 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 311 311 0.665216 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 312 312 0.754411 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 314 314 0.697449 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 316 316 0.899667 . g #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 318 318 0.424872 a

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 320 320 0.614628 . o #POSITIVE
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 324 324 0.643781 . o #POSITIVE

SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 331 331 0.206458
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 334 334 0.1546
SEQUENCE  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 336 336 0.0793054 .
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