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I.1 A deficiência mental de herança ligada ao cromossomo X 

 

 A Deficiência Mental (DM) pode ser definida como a incapacidade 

cognitiva, evidenciada antes dos 18 anos de idade, que resulta em limitações 

significativas nas funções intelectuais e no comportamento adaptativo do 

indivíduo, explícitas em suas habilidades conceituais, sociais e práticas 

(World Health Organization, 1992; American Psychiatric Association, 1994). É 

uma condição clínica complexa e altamente heterogênea. Afeta 2 a 3% da 

população e resulta de causas genéticas, ambientais ou da combinação de 

ambas. Convencionalmente, a DM pode ser classificada de acordo com o 

quociente de inteligência (QI) dos indivíduos afetados em: leve (QI entre 70 e 

50); moderada (QI entre 50 e 35); grave (QI entre 35 e 20) e profunda (QI 

menor que 20). A DM leve é a mais frequente, correspondendo a 80-85% dos 

casos. Está, em geral, associada a níveis socioeconômicos baixos, sendo a 

desnutrição a principal causa ambiental. Já a DM moderada a profunda - os 

restantes 15-20% - apresenta frequência semelhante em todos os níveis 

sociais, o que evidencia o componente genético importante em sua etiologia. 

As estimativas da frequência da DM variam entre diferentes estudos 

epidemiológicos, podendo atingir até 10% em países muito pobres, devido 

especialmente aos altos índices de desnutrição (Chiurazzi & Oostra, 2000 e 

Toniolo, 2000).  

As formas mais graves de DM costumam estar associadas a outras 

manifestações clínicas (físicas e neurológicas), constituindo síndromes de 

múltiplas anomalias congênitas e DM. Assim, quanto mais grave a DM, 

maior a probabilidade de que esteja associada a outras manifestações clínicas 

e que um diagnóstico preciso seja estabelecido (Chiurazzi & Oostra, 2000).  

As principais causas genéticas de DM moderada-profunda são as 

anomalias cromossômicas e as mutações em genes únicos (Chiurazzi & 

Oostra, 2000 e Inlow & Restifo, 2004). As anomalias cromossômicas não 

equilibradas, evidenciadas por técnicas citogenéticas convencionais, ao 

causarem diferença de dose de grande número de genes, em geral, resultam 
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em síndromes de malformações congênitas associadas à DM. São causa de 

cerca de 15% dos casos de DM, sendo a trissomia do cromossomo 21 ou 

síndrome de Down a principal causa genética de DM - afeta uma em cada 

1000 crianças nascidas vivas. Recentemente, a aplicação da técnica de array 

CGH (Array-based Comparative Genomic Hibridization - Hibridação Genômica 

Comparativa baseada em Array) tem evidenciado microdeleções e 

microduplicações cromossômicas como mecanismo adicional causador de 

DM. Estima-se em 15% sua contribuição como causa de DM (Ropers, 2008). 

As mutações em genes únicos, por sua vez, apresentam todos os tipos de 

padrões de herança – autossômicos e ligados ao cromossomo X, dominantes 

e recessivos e também herança mitocondrial.   

O reconhecimento da importância dos genes do cromossomo X como 

causa de DM é antigo e deveu-se à constatação de um excesso de 30% de 

homens afetados por DM em relação às mulheres (Penrose, 1938; Lehrke 

1972; Herbst & Miller, 1980; Stevenson, 2000; Chelly & Mandel, 2001) e à 

ocorrência de numerosas famílias em que a DM segrega de forma compatível 

com o padrão de herança ligado ao cromossomo X (Stevenson, 2000).  

A DM ligada ao cromossomo X é classicamente dividida em dois 

grupos: (a) DM sindrômica, quando associada a outras características físicas 

ou neurológicas e (b) DM não sindrômica ou inespecífica, quando a DM é a 

única característica clínica consistente.  

Dentre as síndromes de DM de herança ligada ao cromossomo X, a 

mais frequente é a síndrome do cromossomo X frágil, que resulta de mutação 

no gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) e afeta um em cada 4000-6000 

homens e uma em cada 8000-9000 mulheres (revisão em Crawford e col., 

2001). A síndrome recebeu esse nome porque os indivíduos afetados 

apresentam, na porção distal do braço longo do cromossomo X – Xq27.3, 

uma falha cromossômica ou sítio frágil (Lubs, 1969), quando suas células são 

cultivadas em meio deficiente em ácido fólico (Sutherland, 1977). Estima-se 

que 2 a 3% dos casos de DM em homens e 1% em mulheres são devidos à 

síndrome do cromossomo X frágil (Chelly & Mandel, 2001), correspondendo 
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a 25% de toda a DM de herança ligada ao cromossomo X (Ropers & Hamel, 

2005). 

 Atualmente foram caracterizadas cerca de 150 síndromes de DM de 

herança ligada ao cromossomo X, das quais 35 puderam ser mapeadas em 

um segmento cromossômico específico, embora o gene responsável não 

tenha sido identificado. São 72 os genes do cromossomo X identificados 

como causa de casos de DM sindrômica até o momento, e para alguns deles, 

mutações diferentes, que comprometem a mesma proteína de maneira 

distinta, podem causar mais de uma síndrome. Dos 36 genes cujas mutações 

foram identificadas em casos de DM não sindrômica, 17 são também 

responsáveis por DM sindrômica. São 52 os casos de DM não sindrômica de 

herança ligada ao X que foram mapeados em segmentos específicos e 

aguardam a identificação do gene responsável (GGC, Greenwood Genetic 

Center; última atualização em abril 2010 - http://www.ggc.org/xlmr.htm).  

O cromossomo X contém aproximadamente 4% dos genes 

identificados do genoma humano e cerca de 8-12% dos genes conhecidos por 

causarem DM quando mutados (Roopers, 2008). Já foi sugerida a existência 

de uma densidade desproporcional de genes relacionados a habilidades 

cognitivas no cromossomo X (Lehrke, 1972; Turner & Partington 1991), o que 

pode, entretanto, representar um viés devido ao fato de que mutações em 

genes do cromossomo X podem ser mapeadas e identificadas mais 

facilmente, uma vez que os fenótipos relacionados a mutações nesses genes 

são expostos pela hemizigose do X em homens (Lubs, 1999). 

Considerando-se que 25% das famílias de DM ligada ao cromossomo 

X e 2,5% dos casos isolados de homens afetados esporádicos apresentam 

síndrome do cromossomo X frágil, estima-se que cerca de 10% da DM no 

sexo masculino sejam devidos a mutações no cromossomo X, entretanto, 

aproximadamente 30% seriam necessários para explicar o excesso de DM em 

homens (Ropers & Hamel, 2005). Além disso, com exceção do gene FMR1, 

mutações nos demais genes do cromossomo X já identificados como causa de 

DM ocorrem com frequências baixas. Entre os mais frequentemente 



 

 

5

alterados, estima-se que o gene ARX (Aristaless related homeobox), mutado em 

casos de DM sindrômica e não sindrômica, contribua para cerca de 0,5% dos 

casos de DM ligada ao X e que mutações nos genes CUL4B (Cullin 4B), 

KDM5C (Lysine (K)-specific demethylase 5C) e SLC6A8 (Solute carrier family 6 

neurotransmitter transporter creatine, member 8) contribuam para cerca de 0,2% 

(Tarpey e col., 2009). Portanto, não se conhecem mutações no cromossomo X 

em número suficiente para explicar os 10% estimados de casos com herança 

ligada ao X. 

 

 

I.2 O gene UBE2A e a deficiência mental 

 

Em meu programa de mestrado, realizei estudo visando identificar a 

causa genética de uma síndrome de DM de herança ligada ao cromossomo X. 

A síndrome afetava três indivíduos do sexo masculino, aparentados por suas 

mães fenotipicamente normais (Figura I.1 A e I.1 B). Em conjunto, as 

características compartilhadas pelos afetados, resumidas na Tabela I.1, não se 

encaixavam em síndrome previamente descrita. Dentre elas destacam-se a 

deficiência mental grave com comprometimento significativo da fala, 

convulsões, hipoplasia genital, e hirsutismo generalizado de tronco e 

membros (Figura I.1 A). As mães, portadoras obrigatórias, apresentavam 

desvio total de inativação do cromossomo X em linfócitos, conforme 

revelado pela análise do padrão de metilação do loco do gene AR (Androgen 

receptor – receptor de andrógenos) (Allen e col., 1992). A análise da 

segregação de 46 marcadores polimórficos do tipo microssatélite nos 

permitiu excluir a maior parte do cromossomo X, exceto um segmento de 15 

Mb flanqueado pelos marcadores DXS8088 e DXS1047, em Xq24-q25 (Tabela 

I.2). Análises em bancos de dados – NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Ensembl (http://www.ensembl.org) e 

Genatlas (http://www.genatlas.org) – revelaram que o segmento candidato 

incluía 86 genes, dos quais 30 eram expressos no cérebro, sendo, dessa 
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maneira, candidatos para a triagem de mutações. Entretanto, o padrão 

desviado de inativação do cromossomo X nas portadoras – provável 

resultado de vantagem proliferativa das células que inativaram o 

cromossomo X portador da mutação – foi observado em amostra de DNA 

extraída de linfócitos, indício de que o gene responsável pelo quadro deveria 

ser também expresso nesse tecido. O gene UBE2A (Ubiquitin conjugating 

enzyme E2 A- enzima conjugadora de ubiquitina E2 A) era o único no 

segmento candidato expresso simultaneamente em cérebro e linfócitos 

(Genatlas). O sequenciamento dos seis éxons codificadores e dos limites 

íntron-éxon do gene revelou a substituição de uma citosina por uma timina 

na posição 382 da região codificadora do gene e que segregava com a doença 

(Figura I.1 C): estava presente nos afetados e em heterozigose em suas mães. 

A mulher III-1 (Figura I.1 B), irmã de um dos afetados, que havia 

apresentado padrão não desviado de inativação do cromossomo X, não era 

portadora da mutação em UBE2A. 

A mutação c.382C→T gera um códon de parada prematuro UAG 

(Q128X), eliminando os últimos 25 aminoácidos da proteína UBE2A, que 

originalmente tem 152. A importância desse segmento para a função da 

proteína fica evidenciada pela conservação nos vertebrados, estendendo-se à 

Drosophila (Figura I.2). Essa foi a primeira descrição de mutação no gene 

UBE2A e a primeira associação de uma enzima conjugadora de ubiquitina a 

patologia humana - Dissertação apresentada ao Departamento de Genética e 

Biologia Evolutiva do Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo 

(Nascimento, 2005), para obtenção de título de Mestre e artigo publicado no 

volume 79 do periódico American Journal of Human Genetics, em setembro de 

2006 (Nascimento e col., 2006). 
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Figura I.1 A, os três homens afetados: II-3 (aos 46 anos e 7 meses); III-2 (aos 19 anos e 
11 meses); e III-3 (aos 5 anos e 4 meses). B, genealogia da família onde segrega a 
síndrome, num padrão compatível com herança ligada ao cromossomo X. C, 
mutação c.382C→T encontrada no éxon 6 do gene UBE2A (modificada de 
Nascimento e col., Am J Hum Genet, 79:545, 2006). 
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Tabela I.1 Características clínicas associadas à deficiência mental nos três pacientes. 

 Paciente II-3 Paciente III-2 Paciente III-3 

Idade ao exame (anos) 46 7/12 19 11/12 5 4/12 
Peso ao nascer 50o percentil 90o – 97o percentil > 97o percentil 
Estatura  < 3o percentil 10o – 25o percentil 10o percentil 
Peso > 97o percentil 90o percentil > 97o percentil 
Perímetro cefálico >98o percentil >98o percentil 50o percentil 
Redemoinhos + + + 
Face alargada - + + 
Hipoplasia do maciço médio da 
face 

 
- 

 
+ 

 
+ 

Sinófris + + + 
Fendas palpebrais voltadas para 
cima 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Hipertelorismo ocular  - + - 
Ponte nasal baixa - + + 
Boca grande e lábios finos com 
as comissuras voltadas para 
baixo                                             

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Pescoço curto e largo + + + 
Implantação baixa de cabelos na 
nuca 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Mamilos espaçados + + + 
Pênis pequeno + + + 
Pés pequenos, planos, com 
edema de dorso 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Onicodistrofia* + + - 
Hirsutismo generalizado  + + + 
Aparência mixedematóide  + + + 
Pele seca + + + 
Convulsões + + + 
Comprometimento grave da fala + + (ausência de fala) + (ausência de fala) 
Substância branca hipodensa** não 

examinado 
+ + 

*após a puberdade, **IRM de cérebro 
 

 

 

 



 

 

9

 

 

 

  

 

Tabela I.2 Marcadores moleculares do tipo microssatélite utilizados no mapeamento da síndrome 
no cromossomo X: localização dos marcadores - distância física (Mb) e genética (cM), banda 
cromossômica, e alelos de cada indivíduo representado na genealogia. O segmento candidato está 
destacado. Os lócus cujos alelos segregam junto com a síndrome - DXS8053, DXS8081 e DXS8057 – 
estão sombreados (modificado de Nacimento e col., Am J Hum Genet, 79:545, 2006). 

 

 

Marcador Mb 
Posição 

cM  Banda III-1 II-1 II-2 III-2 I-1 II-3 I-2 II-4 III-3 

DXS1060 5.2 15,12 

        

Xp22.33         3 1 1 3 1 3 1 2 2 3 2 1 2 
DXS8051 9.3 17,2 Xp22.32 1 2 2 1 3 1 3 1 1 4 4 3 3 
DXS7108 10.0 18,73 Xp22.32 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 1 
DXS1224 12.9 21,23 Xp22.31 2 3 3 2 1 2 1 2 2 2 2 1 1 
DXS987 14.4 22,18 Xp22.31 2 3 3 1 2 1 2 3 1 3 3 2 2 
DXS999 18.59 23,26 Xp22.13 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 
DXS1226 22.3 27,59 Xp22.13 2 4 4 2 3 2 3 1 1 2 1 3 3 
DXS1214 31.0 33,54 Xp21.3 1 2 2 1 2 1 2 3 1 3 3 2 2 
DXS1237 31.7  Xp21.3 2 2 2 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 
DXS1068 38.6 37,33 Xp21.1 2 3 3 3 2 3 2 1 1 3 1 2 2 
DXS993 40.9 42,21 Xp11.4 3 2 2 1 3 1 3 2 1 2 1 3 3 
DXS8083 44.9 46,24 Xp11.3 1 2 2 1 1 1 1 2 1 2 1 1 1 
DXS1055 46.2 47,08 Xp11.23 1 3 3 1 1 1 1 2 1 2 1 1 1 
DXS991 55.4 52,5 Xp11.22 4 1 1 2 4 2 4 3 2 3 2 4 4 

AR   Xp11-12 2 4 4 3 2 3 2 1 1 3 3 2 2 
DXS986 78.9 57,37 Xp13.3 2 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 
DXS990 89.9 60,62 Xq21.33 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 2 2 
DXS8077 95.1 62,52 Xq21.33 1 1 1 3 1 3 1 2 2 3 3 1 1 
DXS8020 96.4 65,5 Xq22.1 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 2 1 1 
DXS1106 102.5 66,58 Xq22.2 1 2 2 2 1 2 1 2 2 3 2 1 1 
DXS8112 104.7 66,58 Xq22.2 1 2 2 1 2 2 1 2 1 2 1 2 1 
DXS1210 106.1 67,12 Xq22.2 1 3 3 2 1 2 1 2 2 2 2 1 1 
DXS1059 111.1 68,2 Xq23 2 2 2 2 1 1 1 1 1 2 2 1 2 
DXS8088 113.2 68,74 Xq23 1 1  1 2 1 1 1 2 1 2 2 1 2 

DXS1220 114.4 70,91 Xq23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 
DXS8055 114.5 70,91 Xq23 1 3 3 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 

DXS8053 115.4 70,91 Xq24 2 1 1 1 2 1 2 1 1 2 1 2 1 

DXS8081 116.3 70,91 Xq24 2 2 2 1 2 1 2 1 1 2 1 2 1 

DXS8064 117.0 70,91 Xq24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 
DXS8067 119.1 75,79 Xq24 1 3 3 2 1 2 1 2 2 2 2 1 2 
DXS1001 119.6 75,79 Xq24 2 3 3 1 2 1 2 1 1 1 1 2 1 
DXS8059 121.9 78,5 Xq24 1 3 3 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 
DXS8098 122.6 78,5 Xq24 1 1 1 2 1 2 1 2 2 2 2 1 2 

DXS8057 123.3 79,19 Xq24 1 1 1 1 2 2 1 2 2 3 1 2 2 

DXS8009 125.9 82,07 Xq25 1 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 1 2 
DXS8044 126.3 82,07 Xq25 1 3 3 2 1 2 1 2 2 2  2 1 2 

DXS1047 128.8 82,84 Xq26.1 2 3 3 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 
DXS1227 140.5 88,33 Xq26.2 1 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2 
DXS1062 141.7 82,84 Xq26.2 1 4 4 3 1 3 1 2 2 3 2 1 2 
DXS8043 143.7 94,22 Xq27.2 2 2 2 1 2 1 2 1 1 3  3 2 3 

FMR1   Xq27.3    1  1   2 
DXS8091 147.3 96,14 Xq28 1 4  4 2 1 2 1 2 2 3 3 1 3 
DXS8069 149.3 98,83 Xq28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 
DXS8103 149.8 100,73 Xq28 1 1 1 3 1 3 1 3 2 3 3 1 1 
DXS8061 151.7 100,73 Xq28 1 1 1 3 1 3 1 2 2 3 2 1 2 
DXS1073 153.4 102,35 Xq28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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O gene UBE2A codifica uma conjugase de ubiquitina ou E2, enzima que 

participa do processo de ubiquitinação de proteínas. Esse processo, detalhado no 

próximo tópico (I.3), consiste na adição covalente de moléculas de ubiquitina a 

proteínas específicas em uma reação enzimática que requer a participação de três 

enzimas principais: (1) enzima ativadora de ubiquitina ou E1 (Ub-activating 

enzyme), (2) enzima conjugadora de ubiquitina ou E2 (Ub-conjugating enzyme) e (3) 

ligase de ubiquitina ou E3 (Ub-protein ligase). A ubiquitinação tem funções 

pleiotrópicas, tais como, direcionamento de proteínas para degradação via 

proteassoma 26S (revisão em Bochtler e col., 1999), ativação e inativação de fatores 

de transcrição (Conaway e col., 2002), internalização de receptores (Weissman, 

2001) e modificações epigenéticas (Dover e col., 2002).  

No momento da identificação da mutação em UBE2A, algumas doenças 

humanas já haviam sido associadas a mutações em genes da via de ubiquitinação 

e da degradação protéica dependente de ubiquitinação, a via proteassômica 

(revisão em Jiang e Beaudet, 2004). Mutações em genes que codificam ligases (E3) 

haviam sido identificadas como causa de síndrome de Angelman [UBE3A 

(Ubiquitin protein ligase E3A); MIM 105830], síndrome de Johanson-Blizzard [UBR1 

(Ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 1); MIM 243800], síndrome de 

Optiz GBBB ligada ao X [MID1(Midline 1); MIM 300000], doença de Parkinson 

juvenil recessiva [PARK2 (Parkinson disease autosomal recessive juvenile 2); MIM 

600116], síndrome de poliendocrinopatia auto-imune tipo 1 [AIRE (Autoimmune 

regulator); MIM 240300] e doença de Von Hippel-Lindal [VHL (Von Hippel-Lindau 

tumor suppressor); MIM 193300]. Assim como no caso das mutações nos genes 

UBE3A, UBR1 e MID1, a mutação em UBE2A causa uma síndrome que inclui 

alteração do desenvolvimento neurológico.  

UBE2A é um dos ortólogos humanos do gene RAD6/UBC2 (Radiation 

sensitive 6/Ubiquitin conjugating enzyme 2) de Saccharomyces cerevisiae (Koken e col., 

1991 e Koken e col., 1992). A proteína RAD6 é altamente conservada em 

eucariontes, propriedade que permitiu a clonagem dos dois genes ortólogos 

humanos: UBE2A, localizado no cromossomo X (Xq24), e UBE2B (Ubiquitin 

conjugating enzyme 2 B), localizado no cromossomo 5 (5q23-31) (Koken e col., 
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1992). Essa duplicação parece ser comum aos mamíferos, havendo uma cópia 

sempre no cromossomo X. Ambos os parálogos humanos codificam proteínas de 

152 aminoácidos, que são estrutural e funcionalmente conservadas. Apesar da 

diferença de tamanho entre os genes UBE2A e UBE2B – aproximadamente 10 Kb e 

21 Kb, respectivamente – as regiões codificadoras de ambos estão divididas em 

seis éxons que compartilham 80% de identidade de sequência. Codificam 

proteínas com 96% de identidade de aminoácidos, diferindo em apenas sete 

resíduos de aminoácidos (Koken e col., 1992). As proteínas UBE2A e UBE2B 

humanas compartilham, ainda, 100% de identidade de aminoácidos com suas 

correspondentes em camundongos, 96-100% de identidade com as proteínas de 

zebrafish, e 85-87% de identidade com a proteína de Drosophila (Figura I.2). 

RAD6 recebe esse nome devido ao fenótipo de sensibilidade à radiação 

ultravioleta apresentado pela linhagem de levedura mutante ∆rad6 (Cox & Parry, 

1968). Tem papel pleiotrópico nesse organismo: a linhagem ∆rad6 apresenta 

sensibilidade a fatores que danificam o DNA, diminuição da viabilidade e 

incapacidade de esporulação (Lawrence, 1994).  Sua função de conjugase de 

ubiquitina foi caracterizada por Jentsch e col. (1987). 

RAD6 codifica uma proteína de 172 aminoácidos, dos quais os primeiros 

150 constituem um domínio globular e os 22 restantes formam uma cauda acídica 

estendida, ausente nas homólogas humanas. Os parálogos humanos, UBE2A e 

UBE2B, codificam proteínas muito semelhantes ao domínio globular de RAD6 e de 

função conservada, sendo capazes de complementar os fenótipos de sensibilidade 

à luz UV apresentados pela linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae (Koken e col., 1991). 

São, entretanto incapazes de corrigir seu defeito de esporulação: observações 

prévias demonstraram que a capacidade de esporulação está intimamente 

relacionada com a presença do domínio estendido de RAD6 (Morrison e col., 

1988), ausente nas isoformas humanas. O resíduo de cisteína na posição 88 (C88) é 

evolutivamente conservado e tem papel na ligação tioéster com a molécula de 

ubiquitina, sendo, portanto, crucial para a função da enzima (Sung e col., 1990). 

Sarcevic e col. (2002) demonstraram que a fosforilação do resíduo de serina na 
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posição 120 (S120) das proteínas RAD6 e UBE2A é evento crítico para a 

proliferação celular em S. cerevisiae.  

 Sabe-se que RAD6 interage com três ligases de ubiquitina (E3) - UBR1, 

RAD18 (Radiation sensitive 18) e BRE1 (Brefeldin A sensitivity 1), mas não 

simultaneamente: RAD6 utiliza a mesma superfície para interagir com as 

diferentes E3, de forma que quando o sítio está ocupado por uma delas, não é 

capaz de interagir com as demais. O complexo RAD6/RAD18 exerce papel central 

no processo de reparo de DNA. Em resposta a danos ao DNA, esse complexo 

monoubiquitina o PCNA (Proliferating cellular nuclear antigen) promovendo a troca 

da polimerase de replicação por polimerases do tipo TSL (translesion) (Bailly e col., 

1997; Hoege e col., 2002). Ambas as proteínas UBE2A e UBE2B são capazes de 

interagir com a ortóloga humana de RAD18, que recebe o mesmo nome, em 

modelo de duplo híbrido de levedura (Xin e col., 2000). Porém, em contraste com o 

observado em leveduras (Madura e col.,1990), não ocorre aumento na expressão 

de UBE2A e UBE2B após a exposição de células Hela a doses variadas de UV 

(Koken e col.,1996).  

O complexo RAD6/UBR1 participa do processo de degradação de proteínas 

denominado “N-end rule” (regra N-terminal), conservado de levedura a mamíferos 

(Dohmen e col., 1991). Esse processo consiste na adição de moléculas de ubiquitina 

a proteínas que possuem aminoácidos básicos ou hidrofóbicos provavelmente 

expostos em sua porção N-terminal, direcionando-as para a degradação no 

proteassoma. Recebe esse nome, uma vez que é a porção N-terminal da proteína 

que governa sua susceptibilidade para a proteólise dependente de ubiquitina 

(Varshavsky, 1995). Recentemente UBR1 foi identificada como ligase de ubiquitina 

essencial para a degradação de proteínas desdobradas no citoplasma de leveduras 

(Eisele & Wolf, 2008). No entanto, Koken e col. (1996) não detectaram aumento da 

expressão de UBE2A e UBE2B em células Hela após choque térmico, condição que 

favorece o desdobramento de proteínas. Em humanos, mutações no homólogo de 

UBR1 causam a síndrome de Johanson-Blizzard (Zenker e col., 2005), que tem a 

DM como uma de suas características. Não existem evidências in vivo de 

interações entre UBE2A ou UBE2B com UBR1 em humanos.  
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A interação de RAD6 com BRE1 resulta em alterações epigenéticas: a 

monoubiquitinação de histonas H2B no resíduo de lisina 123 em leveduras pelo 

complexo RAD6/BRE1 (Robzyk e col., 2000 e Wood e col., 2002) é sinal necessário 

para a metilação de histonas H3 nos resíduos de lisina 4 e 79 (Dover e col., 2002 

Sun & Allis, 2002) Em humanos, foi demonstrado que a interação das proteínas 

UBE2A e UBE2B com  o complexo de proteínas RNF20/RNF40 (Ring finger protein 

20 e Ring finger protein 40), homólogas de BRE1, resulta na ubiquitinação de 

histonas H2B no resíduo de lisina 120, sendo a interação com UBE2A mais 

eficiente nesse processo (Kim e col., 2009).  

O fato de as proteínas UBE2A e UBE2B serem altamente conservadas traz o 

questionamento sobre sua especificidade ou redundância funcional. Ambas são 

ubiquamente expressas, embora em taxas que possam variar em diferentes células 

e tecidos (Koken e col., 1996).  Camundongos duplo-nocaute (fêmeas Ube2A-/-

/Ube2B-/- e machos Ube2A-/Y/Ube2B-/-) não são viáveis, indicando que as proteínas 

são cruciais para o desenvolvimento (Roest e col., 2004). O camundongo nocaute 

Ube2A e o nocaute Ube2B são ambos viáveis, mas diferem pelo menos quanto ao 

aspecto reprodutivo. A esterilidade do camundongo macho nocaute quanto ao 

gene Ube2B (Ube2B-/-) (Roest e col., 1996) e a infertilidade da fêmea nocaute quanto 

ao gene Ube2A (Ube2A-/-) (Roest e col., 2004) são os únicos fenótipos evidentes 

nessas linhagens. A cognição desses animais não foi avaliada. 
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                        1                   85 

UBE2A (Homo sapiens)    MSTPARRRLMRDFKRLQEDPPAGVSGAPSENNIMVWNAVIFGPEGTPFEDGTFKLTIEFTEEYPNKPPTVRFVSKMFHPNVYADG 

 

UBE2B (Homo sapiens)    MSTPARRRLMRDFKRLQEDPPVGVSGAPSENNIMQWNAVIFGPEGTPFEDGTFKLVIEFSEEYPNKPPTVRFLSKMFHPNVYADG 

 

Ube2A (Mus musculus)    MSTPARRRLMRDFKRLQEDPPAGVSGAPSENNIMVWNAVIFGPEGTPFEDGTFKLTIEFTEEYPNKPPTVRFVSKMFHPNVYADG 

 

Ube2B (Mus musculus)    MSTPARERLMRDFKRLQEDPPVGVSGAPSENNIMQWNAVIFGPEGTPFEDGTFKLVIEFSEEYPNKPPTVRFLSKMFHPNVYADG 

 

ube2a (Danio rerio)     MSTPARRRLMRDFKRLQEDPPAGVSGAPSENNIMVWNAVIFGPEGTPFEDGTFKLTIEFTEEYPNKPPTVRFVSKMFHPNVYADG 

 

ube2b (Danio rerio)     MSTPARRRLMRDFKRLQEDPPAGVSGAPSENNIMVWNAVIFGPEGTPFEDGTFKLTVEFTEEYPNKPPTVRFVSKMFHPNVYADG 

 

UbcD6 (Drosophila)      MSTPARRRLMRDFKRLQEDPPTGVSGAPTDNNIMIWNAVIFGPHDTPFEDGTFKLTIEFTEEYPNKPPTVRFVSKVFHPNVYADG 

 

 

 

 

         86            152 

UBE2A (Homo sapiens)   SICLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNSPANSQAAQLYQENKREYEKRVSAIVEQSWRDC 

 

UBE2B (Homo sapiens)   SICLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNSPANSQAAQLYQENKREYEKRVSAIVEQSWNDS 

 

Ube2a (Mus musculus)   SICLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNSPANSQAAQLYQENKREYEKRVSAIVEQSWRDC 

 

Ube2a (Mus musculus)   SICLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNSPANSQAAQLYQENKREYEKRVSAIVEQSWNDS 

 

ube2a (Danio rerio)    SICLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNSPANSQAAQLYQENKREYEKRVSAIVEQSWRDC 

 

ube2b (Danio rerio)    SICLDILQNRWSPTYDVSSILTSIQSLLDEPNPNSPANSQAAQLYQENKREYEKRVSAIVEQSWRDS 

 

UbcD6 (Drosophila)     GICLDILQNRWSPTYDVSAILTSIQSLLSDPNPNSPANSTAAQLYKENRREYEKRVKACVEQSFID 

 

 

Número do acesso (GenBank) 

 

NP_003327 

  

NP_003328 

 

NP_062642 

 

NP-033484 

 

NP_958430 

 

NP_956013 

 

NP_524230 

Figura I.2 O alinhamento das sequências de proteínas E2 mostra que a identidade de aminoácidos é altamente conservada entre as 
proteínas humanas quando comparadas entre si (96%), com as de camundongo (100%), zebrafish (96%-100%) e Drosophila (85%-87%). 
O sítio de ligação com a ubiquitina (resíduo de cisteína na posição 88) e o sítio de fosforilação (resíduo de serina na posição 120) 
estão sublinhados. Em destaque, o segmento altamente conservado, correspondendo à sequência eliminada pela mutação 
c.382C→T, que resulta em um códon de parada prematura. As proteínas UBE2A de humanos, camundongos e zebrafish (em negrito) 
são idênticas. As sequências de aminoácidos das proteínas homólogas foram obtidas no banco de dados do NCBI a partir dos 
números de acesso correspondentes a cada uma delas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  
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O truncamento da enzima UBE2A em nossos pacientes pode resultar no 

quadro clínico por um efeito dependente de dose ou porque a proteína tem função 

específica, não compartilhada por UBE2B. Análises em bancos de dados (NCBI, 

Ensembl, Genatlas) apontam para a existência de três transcritos alternativos para o 

gene UBE2A (Figura I.3). O transcrito 1 é resultado da transcrição dos seis éxons 

codificadores do gene; o transcrito 2 difere do primeiro pela ausência do éxon 4; o 

transcrito 3 tem região 5´ não traduzida (5´UTR- Untranslated Region) alternativa  

no íntron 3 e corresponde aos três últimos éxons do gene. Os três transcritos de 

UBE2A são classificados como codificadores e contém o sítio da mutação 

encontrada em nossos pacientes. Apenas uma mensagem parece ser codificada 

pelo parálogo UBE2B em humanos, similar ao transcrito 1 de UBE2A. 

 

 

 

 

Figura I.3 Transcritos do gene UBE2A: Transcrito 1: 1799 b, corresponde aos seis éxons; 
transcrito 2: 1709 b, ausência do éxon 4; transcrito 3: 2678 b, 5´ UTR alternativa no íntron 3 
e corresponde apenas aos três últimos éxons. Fonte: NCBI. 
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Mutações no gene UBE2A podem ser responsáveis exclusivamente por 

quadros semelhantes ao de nossos pacientes. No entanto, é possível que outras 

mutações nesse gene resultem em quadros distintos. São vários os genes do 

cromossomo X relacionados à DM nos quais diferentes mutações causam 

síndromes distintas ou DM não sindrômica (Kleefstra & Hamel, 2005). O 

sequenciamento em larga escala de aproximadamente 700 genes do cromossomo X 

de cerca de 200 indivíduos com DM de herança ligada ao X revelou duas mutações 

do tipo missense (F72S e Q110E) em UBE2A (Tarpey e col., 2009). Entretanto, não 

foram fornecidas informações referentes ao quadro clínico dos indivíduos 

portadores dessas alterações e também não foi esclarecido porque apenas a 

alteração F72S foi considerada pelos autores como possivelmente patogênica. 

Durante o período de redação desta Tese, dois trabalhos foram publicados 

associando alterações em UBE2A a quadro de DM. Honda e col. (2010) 

encontraram uma microdeleção, que inclui UBE2A entre os nove genes deletados, 

em paciente com características clínicas também presentes em nossos pacientes. 

Budny e col. (2010) descreveram mutações missense em UBE2A (c.67G→A e 

c.32G→A) em duas famílias em que segregava quadro de DM sindrômica 

semelhante ao que descrevemos. Em conjunto, os dados sugerem que a perda de 

função desse gene seja responsável por quadro clínico típico.  

 

I.3 A ubiquitinação de proteínas 

 

As modificações pós-traducionais de proteínas são recursos celulares que 

resultam na geração e na transmissão de sinais em praticamente todas as vias 

celulares conhecidas. Assim como a fosforilação, extensivamente estudada por 

alterar funções protéicas nos mais diversos processos celulares, em consequência 

da adição de um grupo fosfato (PO4), a ubiquitinação de proteínas é também um 

desses mecanismos. Consiste na ligação covalente de uma molécula de ubiquitina 

a determinadas proteínas, resultando em modificações de localização, atividade, 

estrutura, estabilidade ou interações moleculares.   
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A ubiquitina é um polipeptídeo de 76 aminoácidos e aproximadamente 8 

kDa, altamente conservado nas células eucariontes - as ortólogas de leveduras e 

humanos diferem em apenas três resíduos de aminoácidos. Foi identificada pela 

primeira vez em 1975, por Goldstein e col., como um hormônio do timo e recebeu 

esse nome devido à sua presença ubíqua, sendo encontrada no citoplasma, no 

núcleo e na superfície celular, em sua forma livre ou ligada a outras proteínas. Em 

1978, foi redescoberta como um fator de proteólise dependente de ATP (ATP-

dependent proteolysis factor ou APF-1), pelo grupo de Avram Hershko e Aaron 

Ciechanover: seus estudos revelaram que a ligação covalente de APF-1 era 

necessária para direcionar proteínas para a degradação (Hershko e col., 1979, 

Hershko e col., 1980 e Ciechanover e col., 1980). Em 1980, após a cristalização da 

molécula de ubiquitina, confirmou-se que APF-1 era, de fato, a própria ubiquitina 

(Wilkinson e col., 1980). Em 2004, Avram Hershko, Aaron Ciechanover e Irwin 

Rose receberam o Prêmio Nobel de Química, pela descoberta da via de 

degradação proteassômica mediada por ubiquitina. 

A porção C-terminal da ubiquitina pode ser covalentemente ligada ao 

grupo ε-amino do resíduo de lisina ou ao grupo α-amino do aminoácido N-

terminal de um determinado substrato. O grupo tiol, presente nos resíduos de 

cisteína, ou o grupo hidroxila, presente nos resíduos de serina e treonina, servem 

como aceptores da molécula de ubiquitina; a ligação com o grupo tiol é a mais 

comumente observada (Cadwell & Coscoy, 2005; Wang e col., 2007; Williams e 

col., 2007; Tait e col., 2007). 

A adição covalente da ubiquitina a proteínas alvo ocorre em três passos 

enzimáticos (Figura I.4): inicialmente, a ubiquitina é ativada por uma enzima do 

tipo E1 (Ub-activating enzyme – enzima ativadora de ubiquitina), em uma reação 

dependente de ATP. Esta ativação consiste na formação de uma ligação tioéster 

entre a porção C-terminal da ubiquitina e o resíduo de cisteína presente no sítio 

ativo da E1. Durante o processo de ativação da ubiquitina, a enzima E1 liga-se a 

uma molécula de Mg2+-ATP e à ubiquitina, permitindo a formação de uma espécie 

transiente de ubiquitina adenilada. Esse intermediário instável atua como doador 

de ubiquitina para o resíduo de cisteína do sítio catalítico da E1, por uma reação 
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intramolecular de transesterificação (Haas & Rose, 1982; Hersko e col., 1983). Após 

a ativação, a ubiquitina é transferida para uma enzima do tipo E2 (Ub-conjugating 

enzyme – enzima conjugadora de ubiquitina), novamente por meio de uma ligação 

tioéster com um resíduo de cisteína. A E2, por sua vez, liga a ubiquitina ativada a 

um resíduo de lisina (K) ou à porção N-terminal da proteína alvo, com a 

participação direta ou indireta de enzimas do tipo E3 (Ub-protein ligase – ligase de 

ubiquitina). São as E3 que conferem especificidade ao processo de reconhecimento 

do substrato. Dessa maneira a molécula de ubiquitina é transferida para o resíduo 

de lisina da proteína alvo, ou para um resíduo de lisina de outra molécula de 

ubiquitina já ligada ao substrato, originando, assim, cadeias de poliubiquitina.  

Devido ao fato de o gene UBE2A codificar uma E2, as características dessa 

classe de enzimas serão detalhadas no próximo tópico (I.4 Enzimas conjugadoras 

de ubiquitina – E2).  

As enzimas do tipo E3 podem ser classificadas em três grupos, com base no 

domínio catalítico. O primeiro grupo apresenta um domínio conhecido como 

HECT (Homologous to E6-associated protein C-terminus) – originalmente identificado 

em E6-AP (E6-associated protein), proteína celular que participa do processo de 

associação da proteína E6, do vírus do papiloma humano, com a proteína p53 

(Huibregtse e col., 1991). Um resíduo de cisteína presente no domínio HECT forma 

ligação tioéster com a molécula de ubiquitina, fazendo com que a E3 participe 

diretamente da ligação da ubiquitina ao substrato. O segundo grupo apresenta um 

domínio do tipo RING (Really interesting new gene) (Freemont e col., 1991) e o 

terceiro, um domínio U-box (Aravind & Koonin, 2000). Esses dois grupos não se 

ligam diretamente à molécula de ubiquitina, entretanto, parecem ser essenciais 

para o posicionamento da E2 em relação ao substrato. Apesar de não haver 

homologia de sequência de aminoácidos entre os domínios RING e U-box, ambos 

os grupos apresentam estruturas muito similares, sugerindo um mecanismo 

comum de ação dessas enzimas (Aravind & Koonin, 2000). 
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Figura I.4 Sequência de passos enzimáticos que levam à ubiquitinação da proteína alvo. 
E1, enzima ativadora de ubiquitina (Ub); E2: enzima conjugadora de ubiquitina; RING E3 
e HECT E3: ligases de ubiquitina (baseado em Woelk e col., Cell Div 2:1, 2007). 

 

 

A ubiquitinação de proteínas é também um processo reversível: proteases 

conhecidas como deubiquitinases (DUB) são capazes de remover as moléculas de 

ubiquitina, reciclando-as. Duas classes de DUB foram caracterizadas: (a) as 

hidrolases de ubiquitina C-terminal (UCH, Ubiquitin C-terminal Hydrolases), que 

apresentam um domínio catalítico de 230 aminoácidos e parecem interagir com 

moléculas precursoras de ubiquitina e também com proteínas monoubiquitinadas 

(Wilkinson, 2000; Osaka e col., 2003); e (b) as proteases específicas de ubiquitina 

(USP, Ubiquitin specific proteases), caracterizadas pela presença de um domínio 

catalítico de 350 aminoácidos responsável pela separação de cadeias de 

poliubiquitina (Swaminathan e col., 1999). 

Os genomas eucariontes codificam, em geral, uma única ou poucas enzimas 

do tipo E1 – em humanos, por exemplo, dois genes codificadores de E1 foram 

identificados (NCBI – novembro/2009). São 13 as enzimas do tipo E2 identificadas 

em levedura e cerca de 40, em humanos (Pickart, 2001). Análises do genoma 

humano apontam para a existência de mais de 600 genes codificadores de enzimas 

do tipo E3, embora a maioria não tenha sido bioquimicamente caracterizada 
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(Joazeiro & Weissman, 2000 e Li e col., 2008). Análises proteômicas indicam a 

existência de cerca de 90 DUB em humanos (NCBI – novembro/2009). 

Outra característica que confere especificidade ao processo de ubiquitinação 

de proteínas é a ocorrência de eventos de mono, multi ou poliubiquitinação 

(Figura I.5 A). A monoubiquitinação consiste na ligação de uma única molécula de 

ubiquitina a um resíduo de lisina de uma dada proteína, enquanto na 

multiubiquitinação várias moléculas de ubiquitina ligam-se a uma mesma 

proteína, cada uma em um diferente resíduo de lisina. A poliubiquitinação, por 

sua vez, consiste na adição de cadeias de poliubiquitina, estendidas a partir de 

qualquer um dos sete resíduos de lisina (K) existentes na molécula de ubiquitina – 

K6, K11, K27, K29, K33, K48 e K63, adquirindo topologias distintas (Figura I.5 B e 

C; revisão em Adhikari & Chen, 2009). Em uma mesma cadeia, em geral, as 

ubiquitinas são ligadas pelo mesmo resíduo de lisina.  

As diferentes formas de ubiquitinação resultam, em geral, em diferentes 

destinos para as proteínas. O mais conhecido é a via de degradação proteassômica: 

proteínas marcadas com cadeias formadas por quatro ou mais moléculas de 

ubiquitina estendidas a partir do resíduo de lisina 48, são direcionadas ao 

proteassoma 26S, onde são degradadas (Thrower e col., 2000; Peng e col., 2003).   

O proteassoma 26S é um complexo protéico estável formado por dois 

componentes 19S e um componente 20S (Figura I.6). O componente 20S apresenta 

a forma de barril, formado por 14 proteínas representadas duas vezes e agrupadas 

em dois anéis heptaméricos β centrais e dois anéis heptaméricos α, posicionados 

externamente aos anéis β (Baumeister e col., 1998; Walz e col., 1998). O 

componente 19S é formado por uma base de oito subunidades protéicas, coberta 

por uma tampa ou cap de nove subunidades. Um anel de seis ATPases localiza-se 

na base do componente 19S e é essencial para permitir a entrada e o 

desdobramento (dependente de ATP) das proteínas no interior do componente 

20S (Glickman e col., 1998; Braun e col., 1999; Köhler e col., 2001; Navon & 

Goldberg, 2001). Estima-se que 80-90% da degradação de proteínas em culturas de 

células de mamíferos ocorra via proteassoma (Lee & Goldberg, 1998).  
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Figura I.5 A, mono, multi e poliubiquitinação (baseado em Woelk  e col., Cell Div 2:11, 
2007). B, representação da molécula de ubiquitina e seus sete resíduos de lisina (K). C, 
diferentes topologias adquiridas pela ligação de duas moléculas de ubiquitina a partir dos 
resíduos de lisina 48 e 63. Créditos das imagens representadas em B e C: Findtarget 
reference, http://reference.findtarget.com/search/ubiquitin.  
 

  

 

Figura I.6 Representação do proteassoma. A, a base e o cap que formam o componente 
19S. B, o componente 20S, formado por dois anéis heptaméricos β centrais e dois anéis 
heptaméricos α externos. C, o proteassoma 26S, formado por dois componentes 19S 
situados em ambas as extremidades da subunidade 20S. A imagem foi modificada de 
Kloetzel PM (2001).  
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A adição de moléculas de ubiquitina também está relacionada a funções 

regulatórias independentes do proteassoma. Por exemplo, a monoubiquitinação é 

sinal necessário e suficiente para a internalização de uma série de proteínas de 

membrana, direcionando-as para a via endocítica (Hicke & Dunn 2003). Algumas 

proteínas de membrana internalizadas não são diretamente ubiquitinadas, mas 

interagem com proteínas ubiquitinadas que regularão o seu tráfego na célula 

(Schnell & Hicke 2003). A ubiquitinação pode também regular a localização de 

uma proteína – a monoubiquitinação de FANCD2 (Fanconi anemia, complementation 

Group D2), durante a fase S do ciclo celular, estimula a sua localização no núcleo 

da célula (Gregory e col., 2003). Já foi demonstrado que a atividade de certos 

fatores de transcrição depende de sua monoubiquitinação no núcleo e sua 

subsequente poliubiquitinação seria uma maneira rápida de parar a atividade 

transcricional, quando ela não é mais necessária (Muratani & Tansey, 2003). 

Diversos estudos fornecem evidências de que as diferentes cadeias de 

ubiquitina apresentam funções distintas (revisão em Adhikari & Chen, 2009). 

Sabe-se que somente as mutações de ponto no resíduo de lisina 48 da molécula de 

ubiquitina são letais para a levedura (Chau e col., 1989; Spence e col., 1995). Essas 

mutações interrompem a degradação de proteínas e o progresso do ciclo celular, 

sugerindo que as cadeias de ubiquitina ligadas por esse resíduo de lisina são o 

principal sinal para a degradação proteassômica. Há evidências de papel não 

proteolítico de cadeias estendidas pelo resíduo de lisina 63: análises bioquímicas 

mostraram que IKK (IκB Kinase), uma quinase responsável por regular a 

transcrição de NF-kappaB (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in 

B-cells), pode ser ativada pela adição de cadeias de poliubiquitina estendidas a 

partir de K63, mesmo na ausência de proteassoma (Chen e col., 1996; Deng e col., 

2000). Entretanto, estudos in vitro revelaram que proteínas conjugadas a cadeias de 

ubiquitina estendidas a partir de K63 podem ser degradadas pelo proteassoma 

(Hofmann & Pickart, 2001). Por espectrometria de massa, Xu e col. (2009) 

quantificaram as diferentes cadeias de ubiquitina de células de leveduras e 

detectaram cadeias estendidas a partir de todos os resíduos de lisina da 

ubiquitina. Seus dados revelaram que as cadeias estendidas a partir de K11 são tão 
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comuns quanto as que partem de K48, seguidas por aquelas estendidas a partir de 

K63. Observaram ainda que, após tratamento com inibidores de proteassoma, 

ocorre acúmulo de proteínas conjugadas a todas as cadeias, exceto às cadeias 

estendidas a partir de K63, sugerindo, que todas as cadeias de poliubiquitina, 

exceto as K63, são alvo de degradação proteassômica in vivo. Entretanto, esse 

estudo não exclui a possibilidade de que as demais cadeias apresentem funções 

não-proteolíticas. De fato, a adição de cadeias K48 ao fator de transcrição de 

levedura Met4 inibe sua função por mecanismo independente do proteassoma 

(Flick e col., 2004).  

A ubiquitinação de proteínas é, portanto, um processo complexo, dinâmico, 

específico e reversível, envolvido nas mais diversas vias celulares. 

 

 

I.4 As enzimas conjugadoras de Ubiquitina – E2 

 

O gene UBE2A codifica uma enzima conjugadora de ubiquitina, classe de 

enzimas que participam do passo intermediário do processo de ubiquitinação de 

proteínas: recebem a molécula de ubiquitina de enzimas E1 e a transferem para 

um resíduo de lisina do substrato com ou sem a participação direta de enzimas do 

tipo E3. 

A família das E2 compreende 13 genes em S. cerevisiae e pelo menos 38 em 

humanos. A comparação das sequências codificadoras de E2 revelou que todas 

apresentam um domínio de aproximadamente 150 aminoácidos e cerca de 16 kDa 

– domínio UBC (Ubiquitin conjugating domain – domínio conjugador de 

ubiquitina), com pelo menos 35% de identidade de sequência de aminoácidos e 

um resíduo de cisteína central, sítio de ligação com a molécula de ubiquitina (Sung 

e col., 1990; Sung e col., 1991; Sullivan e col., 1991). A superposição de seis E2 que 

tiveram sua estrutura resolvida por cristalografia (Cook e col., 1992; Cook e col., 

1993; Cook e col., 1997; Tong e col., 1997; Worthylake e col., 1998; Jiang & 

Basavappa, 1999) revelou poucas variações em suas estruturas tridimensionais 

(Ptak e col., 2001). Todas apresentam um motivo altamente conservado na porção 
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N-terminal do domínio UBC, rico em resíduos básicos, que parece ser essencial 

para a interação com a enzima ativadora de ubiquitina (Sullivan & Vierstra, 1991).  

As E2 têm como propriedade comum a formação de ligações tioéster com 

moléculas de ubiquitina em um resíduo de cisteína conservado. Entretanto, a 

participação de diferentes E2 em vias celulares, muitas vezes não relacionadas, 

indica sua especificidade. A aquisição dessas funções específicas é provavelmente 

resultado de variações estruturais toleráveis, que mantiveram sua capacidade de 

interagir com as enzimas ativadoras de ubiquitina (E1) e também com a molécula 

de ubiquitina (Jentsch, 1992; Ptak e col., 2001). 

De acordo com as variações estruturais, Jentsch (1992) classificou as 

enzimas conjugadoras de ubiquitina em quatro classes: (I) aquelas constituídas 

exclusivamente pelo domínio UBC; (II) as que apresentam extensões de 

comprimentos variados na porção C-terminal do domínio UBC; (III) as que 

apresentam apenas extensões N-terminais e (IV) aquelas com extensões C- e N-

terminais. 

A estrutura das enzimas da classe I sugere a necessidade de interações com 

enzimas do tipo E3 para o reconhecimento do substrato. Porém, pode também ser 

sugestiva da capacidade de interação com diversas E3. As extensões terminais 

apresentadas pelos grupos II, III e IV estão provavelmente relacionadas com a 

especificidade de interações ou com a localização celular da proteína. Por 

exemplo, a enzima UBC3 (Ubiquitin conjugating enzyme 3) de levedura apresenta 

uma extensão C-terminal acídica que promove sua interação com substratos 

básicos in vitro. Já UBC6 (Ubiquitin conjugating enzyme 6) possui uma extensão C-

terminal de 95 resíduos de aminoácidos, contendo uma porção hidrofóbica que 

localiza a proteína no retículo endoplasmático, com o domínio ativo voltado para 

o citoplasma (High e col., 1991). As extensões terminais são, ao contrário do 

domínio UBC, hipervariáveis, o que aponta para sua especificidade ou papéis 

regulatórios. 

Ptak e col. (2001) demonstraram que a substituição do resíduo de 

asparagina por um resíduo de fenilalanina na posição 65 de RAD6 é capaz de 

gerar uma enzima conjugadora de ubiquitina pluripotente, que exerce as funções 
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adicionais de resposta ao estresse, realizadas por UBC4 (Ubiquitin conjugating 

enzyme 4) e as funções de manutenção do ciclo celular, realizadas por CDC34 (Cell 

division cycle 34), além de manter suas funções originais de reparo de DNA. Os 

autores sugerem que duas forças evolutivas parecem ter agido sobre a diversidade 

das E2: a inércia, que manteve seu domínio catalítico invariável, e a tendência a 

variações externas, que resultaram em especificidade. Propõem que as E2 

evoluíram de um ancestral comum capaz de realizar diversas funções e, após 

eventos de duplicações gênicas, ocorreram alterações como extensões e inserções, 

originando-se as diversas E2 hoje conhecidas. 

Em uma reação de ubiquitinação, é a E2 que reconhece a E1 correta para 

receber o modificador adequado: a ubiquitina, e não proteínas similares, como 

SUMO (Small ubiquitin-like modifier), por exemplo (Haas e col., 1988; Schulman & 

Harper, 2009). Levando em consideração a existência de aproximadamente 40 

genes codificadores de E2 e mais de 600 genes codificadores de E3, pode-se inferir 

que uma mesma E2 deve ser capaz de interagir com diversas E3. As interações 

entre E2 e E3 são, entretanto, fracas, com constantes de dissociação na faixa de 

micro molar (Yin e col, 2009). Essas interações fracas dificultam a caracterização 

dos pares E2-E3, mas são provavelmente vantajosas para o processo de formação 

de cadeias de ubiquitina, uma vez que as E2 utilizam superfícies sobrepostas para 

interação com a E1 e a E3 (Huang e col., 2005; Eletr e col., 2005). As E2 tornam, 

assim, o processo de formação de cadeias de ubiquitina uma reação altamente 

dinâmica. As enzimas do tipo E3 são cruciais para o reconhecimento do substrato, 

mas a escolha de qual resíduo de lisina do substrato (ou da própria ubiquitina) 

receberá a próxima ubiquitina parece ser papel das E2 (Ye & Rape, 2009). As E2 

podem, ainda, sintetizar cadeias de ubiquitina a partir de diferentes resíduos de 

lisina mesmo na ausência de E3 (Chen & Pickart, 1990; Haas e col., 1991; Hofmann 

& Pickart, 2001). Algumas E2 transferem a ubiquitina ao substrato para iniciar a 

formação da cadeia (Kirkpatrick e col., 2006; Alpi e col., 2008), enquanto outras 

atuam como fatores de elongação (Christensen e col., 2007; Petroski e col., 2007; 

Windheim e col., 2008; Williamson e col., 2009). Algumas podem realizar ambas as 

funções (Verma e col., 1997; Rape e col., 2006). As E2 também regulam a 
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processividade da formação das cadeias, ou seja, o número de moléculas de 

ubiquitina transferidas para uma cadeia em crescimento por rodada de associação 

do substrato com a E3 (revisão em Ye & Rape, 2009). São, portanto, as E2 que 

determinam a topologia das cadeias de ubiquitina, processo que provavelmente 

resulta da orientação do aceptor de ubiquitina pela E2, de forma que o mesmo 

resíduo de lisina das consecutivas moléculas de ubiquitina seja exposto para o 

sítio ativo da E2, o sítio doador de ubiquitina (Eddins e col., 2006; Petroski e col., 

2005). Finalmente, algumas E2 possuem capacidade de autoubiquitinação 

(Banerjee e col., 1993; Gwozd e col., 1995; Liu e col., 1996 Leggett & Candido, 1997, 

David e col., 2010). A importância fisiológica da autoubiquitinação não está clara, 

mas especula-se que dessa maneira as E2 possam regular sua atividade ou níveis 

celulares. De fato, a automonoubiquitinação de UBE2T (Ubiquitin conjugating 

enzyme 2T) abole sua atividade de conjugase de ubiquitina (Machida e col., 2006). 

 

 

I.5 A ubiquitinação de proteínas e o sistema nervoso 

 

 Uma das primeiras evidências da importância da ubiquitinação de 

proteínas no sistema nervoso veio da observação do mutante bendless de Drosophila 

melanogaster. Esse mutante foi identificado há mais de vinte anos em estudo que 

buscava moscas com resposta de escape alterada (Thomas & Wyman, 1984). Os 

autores demonstraram que o fenótipo bendless era devido a um defeito em uma 

única conexão neuronal: a fibra axonal gigante, essencial para a resposta de 

escape, não se curvava corretamente e, portanto, não se conectava com o neurônio 

motor alvo. O gene bendless foi identificado nove anos depois e seu produto foi 

caracterizado como uma conjugase de ubiquitina (E2) (Muralidhar & Thomas, 

1993).  

Diversos estudos apontam para a participação da via de ubiquitinação de 

proteínas na regulação das sinapses. Sabe-se que a liberação de 

neurotransmissores ocorre quando a despolarização induz a entrada de Ca2+ no 

terminal pré-sináptico via canais de Ca2+ dependentes de voltagem; esse influxo 
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de Ca2+ permite a fusão das vesículas contendo neurotransmissores com a 

membrana celular, resultando na liberação dos neurotransmissores na fenda 

sináptica. Chen e col. (2003) demonstraram que a despolarização aguda na 

presença de Ca2+ resulta em diminuição rápida e global de conjugados proteína-

ubiquitina, não acompanhada de aumento na degradação proteolítica, sugerindo a 

participação das DUB nesse processo. Estudos em junções neuromusculares de 

Drosophila demonstraram a presença da maquinaria de ubiquitinação e do 

proteassoma nos terminais pré-sinápticos, e que a proteólise dependente de 

ubiquitina atua local e rapidamente, regulando a liberação de neurotransmissores. 

A inibição do proteassoma resulta em acúmulo da molécula DUNC-13 (Drosophila 

unc-13 homolog C. elegans), conhecida por ser ubiquitinada in vivo e por controlar a 

força sináptica, regulando a liberação de vesículas na fenda sináptica (Speese e 

col., 2003; Aravamudan & Broadie, 2003). A via de ubiquitinação de proteínas 

também foi relacionada com a regulação da força sináptica, alterando o número de 

receptores de neurotransmissores na membrana pós-sináptica, por endocitose 

mediada por monoubiquitinação (Hicke & Dunn, 2003). Estudos em Caenorhabditis 

elegans demonstraram que receptores de glutamato são ubiquitinados in vivo e que 

mutações que inibem ou promovem sua ubiquitinação resultam, respectivamente, 

em aumento e diminuição da densidade desses receptores nas sinapses (Burbea e 

col., 2002). Em mamíferos, o processo de internalização dos receptores AMPA (α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) tem participação indireta 

da ubiquitina, na via de ubiquitinação da proteína de suporte PSD-95 (Postsynaptic 

density 95) pela E3 ligase Mmd2 (Monocyte to macrophage differentiation-Associated 2) 

(Colledge e col., 2003).   

A via de ubiquitinação de proteínas já foi relacionada a doenças de 

neurodesenvolvimento e neurodegeneração. Uma característica comum a muitas 

doenças neurodegenerativas – como as doenças de Huntington, de Parkinson, de 

Alzheimer, a esclerose lateral amiotrófica, a ataxia espinocerebelar, entre outras - é 

a presença, em neurônios, de inclusões ubiquitina-positivas e que contêm 

proteínas da via de ubiquitinação (Lowe e col., 1988; Shimura e col., 1999). 

Algumas dessas doenças são causadas por expansões de nucleotídeos CAG, que 
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resultam na síntese de longas cadeias de poliglutamina que levam a erro de 

dobramento da proteína. Como resposta, a célula tenta refazer o dobramento 

dessas proteínas ou promover sua degradação no proteassoma. A falha nessas 

tentativas leva ao acúmulo das proteínas em agregados, que também incluem 

outras proteínas, como chaperonas, conjugases de ubiquitina (E2) e proteassomas 

(Alves-Rodrigues e col., 1998; Zoghbi e col., 2000; Lowe e col., 2001, Howard e col., 

2007). Entretanto, os agregados parecem ser resistentes à proteólise (Holmberg e 

col., 2004). Os mecanismos precisos que levam à formação desses agregados e seu 

significado na etiologia dessas doenças não são conhecidos.  

Os três afetados portadores da mutação no gene UBE2A que descrevemos 

apresentam um distúrbio do desenvolvimento neurológico. A primeira associação 

da via de ubiquitinação de proteínas com o neurodesenvolvimento em humanos 

ocorreu quando mutações em UBE3A, codificador de uma ligase de ubiquitina 

(E3), foram descritas como causa da síndrome de Angelman (Kishino e col., 1997; 

Matsuura e col., 1997). A síndrome de Angelman (MIM 105830) é caracterizada 

por atraso no desenvolvimento neuropsicomotor/deficiência mental, ausência de 

fala, ataxia e comportamento peculiar que inclui alta excitabilidade e riso 

frequente; comumente ocorrem convulsões e, entre os sinais físicos, a microcefalia 

é frequente. A síndrome decorre da perda de função do alelo materno de UBE3A. 

O gene é “imprintado” no cérebro, de forma que somente o alelo materno é 

expresso no cerebelo e no hipocampo. Posteriormente os genes MID1, UBR1, 

CUL4B, e HUWE1 (HECT, UBA and WWE domain containing 1), também 

codificadores de E3, foram relacionados com quadros que incluem DM. Mutações 

em MID1 foram descritas também em 1997 por Quaderi e col., como causa da 

síndrome de Optiz (MIM 145410), que tem como características clínicas o atraso do 

desenvolvimento neuropsicomotor, hipertelorismo, fenda labial e palatina, 

anomalias na laringe, traqueia e esôfago, hipospádia, anus imperfurado e defeitos 

cardíacos (Optiz e col., 1969). A função de ligase de ubiquitina de MID1 foi 

caracterizada em 2001, por Trockenbacher e col. Mutações em UBR1, localizado no 

cromossomo 15, causam a síndrome de Johanson-Blizzard (MIM 243800), de 

herança autossômica recessiva e que inclui DM, hipotireoidismo, surdez 
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congênita, aplasia ou hipoplasia das asas nasais, ausência de dentes permanentes e 

má absorção intestinal (Johanson & Blizzard, 1971; Zenker e col, 2005). O gene 

CUL4B, localizado no cromossomo X, foi encontrado mutado em nove famílias em 

que segregava quadro de DM ligada ao X associada a agressividade, convulsões, 

tremor, macrocefalia, obesidade, hipogonadismo e pé cavo (Cabezas e col., 2000; 

Tarpey e col., 2007, Zou e col., 2007). Microduplicações incluindo o gene HUWE1 

foram associadas a quadros de DM não sindrômica (Froyen e col., 2008). Além 

disso, variações em número de cópias de genes que codificam ligases de 

ubiquitina foram relacionadas com susceptibilidade ao autismo (Glessner e col., 

2009). Os mecanismos celulares que levam aos fenótipos relacionados a esses 

genes ainda não estão claros.  

  Dentre os genes da via de ubiquitinação já relacionados com DM, UBE2A é 

o único que codifica enzima do tipo E2 (Nascimento e col., 2006). Alguns estudos 

evidenciaram a importância das conjugases de ubiquitina para o desenvolvimento 

neuronal. Foi observado que o crescimento de neuritos em células de 

feocromocitoma de ratos (PC12), induzido pelo fator de crescimento neuronal 

(NGF, Nerve Growth Factor), ocorre concomitantemente ao aumento dos níveis de 

conjugados proteína-ubiquitina e da atividade de enzimas conjugadoras de 

ubiquitina, embora não se tenha detectado aumento significativo da taxa de 

proteólise dependente de ubiquitina.  O crescimento dos neuritos foi acelerado 

quando a proteólise dependente de ubiquitina foi bloqueada, mas esse 

crescimento foi interrompido por dipeptídeos inibidores do processo de 

ubiquitinação dependente de enzimas do tipo E3. Esses resultados indicam que a 

ubiquitinação e a proteólise dependente de ubiquitina atuam, respectivamente, 

como reguladores positivo e negativo do crescimento de neuritos (Obin e col., 

1999). Observou-se também que a inibição parcial do mRNA de UBE2B resultou 

na diminuição, em cerca de 25%, do comprimento dos neuritos, após a indução de 

seu crescimento por NGF em células PC12; a inibição farmacológica da proteólise 

dependente de ubiquitina reduziu significativamente o comprimento e as 

ramificações axonais de neurônios sensoriais adultos, in vitro (Kavakebi e col., 

2005).  
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A identificação da mutação c.382C→T no gene UBE2A como causa de DM 

abriu caminhos novos de investigação do papel da via de ubiquitinação de 

proteínas no funcionamento normal do cérebro e na patofisiologia da DM. Este 

trabalho teve como objetivos investigar a contribuição de mutações em UBE2A 

como causa de DM e avaliar o efeito da mutação c.382C→T nos processos de 

transcrição e tradução e na função de UBE2A, incluindo seus transcritos e 

isoformas alternativas. 

No Capítulo II, apresentamos os dados da triagem de mutações de UBE2A 

em famílias em que a DM segrega de forma compatível com a herança ligada ao 

cromossomo X e que foi previamente mapeada em intervalos que incluem o gene e 

em um caso isolado de DM sindrômica, em que ocorriam características clinicas 

semelhantes às apresentadas pelos portadores da mutação c.382C→T em UBE2A.  

Abordamos o efeito da mutação c.382C→T na transcrição e na tradução em 

homem afetado e em mulher portadora Descrevemos também o estudo da 

expressão dos transcritos do gene UBE2A e a presença das isoformas por eles 

codificadas em diferentes tecidos humanos e de camundongos. 

 O Capítulo III aborda ensaios in vivo de diferenciação de pré-adipócitos 

humanos e de complementação funcional em linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae e 

ensaios in vitro de ubiquitinação de histonas H2A, para investigação do efeito da 

mutação c.382C→T e para avaliar se as isoformas alternativas de UBE2A 

compartilham a função de conjugase de ubiquitina, previamente descrita para a 

isoforma 1. 
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II.1 Introdução 

 

A Deficiência Mental (DM) de herança ligada ao cromossomo X é uma das 

principais causas de DM herdada e afeta, em sua grande maioria, indivíduos do 

sexo masculino.  As mulheres, com dois cromossomos X, são heterozigotas 

geralmente assintomáticas ou apresentam quadro de DM brando, cuja 

manifestação está relacionada com o padrão de inativação do cromossomo X.  

São 91 os genes do cromossomo X relacionados à DM (Greenwood Genetic 

Center – http://www.ggc.org/xlmr.htm, abril, 2009). Entretanto, as mutações nesses 

genes explicam uma pequena parcela dos casos familiais de DM de herança ligada 

ao X e esporádicos, com exceção do gene FMR1, mutado em 2 - 2,5% dos casos 

esporádicos e em 25% dos casos familiais de DM. Estima-se, portanto, que 10% da 

DM em homens sejam devidos a herança monogênica ligada ao X. Dessa maneira, 

mutações em genes do cromossomo X explicariam apenas um terço do excesso de 

30% de homens afetados por DM em relação às mulheres (Ropers & Hamel, 2005). 

A identificação de novos genes no cromossomo X responsáveis por quadros de 

DM e a caracterização de sua contribuição como causa de DM é, portanto, de 

grande importância. 

 Utilizando a técnica de mapeamento por exclusão, detectamos uma 

mutação nonsense no gene UBE2A (Ubiquitin conjugating enzyme E2 A) em uma 

família em que segregava uma nova síndrome de deficiência mental de herança 

ligada ao cromossomo X (Nascimento e col., 2006). Dentre as características 

apresentadas pelos afetados, resumidas na Tabela II.1, destacam-se a DM grave 

com comprometimento significativo da fala, convulsões, hipoplasia genital, e 

hirsutismo generalizado de tronco e membros. As mães dos afetados, 

assintomáticas e portadoras obrigatórias, apresentavam desvio total de inativação 

do cromossomo X em linfócitos. A análise de 46 lócus de microssatélites nos 

permitiu mapear a síndrome em um intervalo de 15 Mb em Xq24-25. A busca de 

genes candidatos nesse segmento revelou apenas o gene UBE2A como gene 

expresso simultaneamente em cérebro e linfócitos – o que explicaria o quadro de 

DM e também o desvio de inativação do cromossomo X nos linfócitos das mães 
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dos afetados. O sequenciamento da região codificadora de UBE2A revelou a 

mutação c.382C→T segregando com a doença. Essa mutação leva a um códon de 

parada prematura que elimina os últimos 25 aminoácidos da proteína UBE2A, que 

originalmente tem 152 (Q128X). Esta foi a primeira descrição de mutação no gene 

UBE2A e a primeira associação de uma enzima conjugadora de ubiquitina com 

patologia humana. 

A ubiquitinação de proteínas é um processo de modificação pós-tradução 

que tem importante papel nos mais diversos processos celulares. A ligação 

covalente de uma ou mais moléculas de ubiquitina a determinadas proteínas 

resulta em modificações de localização, atividade, estrutura, estabilidade ou 

interações. Esse processo, detalhado no Capítulo I, requer a participação de pelo 

menos três tipos enzimas que recebem a denominação de E1, E2 e E3 (Figura I.2 – 

Cap. I). Resumidamente, a enzima do tipo E1 (enzima ativadora de ubiquitina) 

ativa a molécula de ubiquitina em uma reação dependente de ATP e em seguida a 

transfere para uma enzima do tipo E2 (enzima conjugadora de ubiquitina). Esta, 

por sua vez, com ou sem a participação direta de enzima do tipo E3 (ligase de 

ubiquitina), transfere a ubiquitina para um substrato específico. O destino mais 

conhecido de proteínas ubiquitinadas é a via de degradação proteassômica, 

embora a ubiquitinação também tenha funções independentes do proteassoma 

(revisão em Chen & Sun, 2009). Em humanos, apenas dois genes codificadores de 

E1 foram identificados (NCBI - Nacional Center for Biotechnology Information - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ – novembro/2009) e se conhecem cerca de 40 enzimas 

do tipo E2 (Pickart, 2001). Análises do genoma humano apontam para a existência 

de mais de 600 genes codificadores de enzimas do tipo E3, a maioria não 

caracterizada bioquimicamente (Joazeiro & Weissman, 2000 e Li e col., 2008).   

A identificação de mutações em genes da via de ubiquitinação como causa 

de síndromes de deficiência mental torna evidente sua importância para o 

neurodesenvolvimento.  Mutações no gene UBE3A, codificador de uma ligase de 

ubiquitina (E3), foram descritas em 1997 como causa da síndrome de Angelman 

(Kishino e col., 1997; Matsuura e col., 1997). Posteriormente os genes MID1, UBR1, 

UBE2A, CUL4B e HUWE1 foram também relacionados a quadros de DM (Quaderi 
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e col., 1997, Trockenbacher e col. 2001; Zenker e col., 2005, Nascimento e col., 2006, 

Tarpey e col., 2007, Zou e col., 2007 e Froyen e col., 2008). Ainda, variações em 

número de cópias de genes que codificam ligases de ubiquitina foram relacionadas 

com susceptibilidade ao autismo (Glessner e col., 2009).  

Dentre esses genes, todos, exceto UBE2A, codificam ligases de ubiquitina 

(E3). UBE2A, por sua vez, codifica uma conjugase de ubiquitina, da classe de 

enzimas intermediárias no processo de ubiquitinação (Koken e col., 1991). As E2 

têm como propriedade comum a formação de ligações tioéster com moléculas de 

ubiquitina, em um resíduo de cisteína conservado. Seu papel é reconhecer a E1, 

receber dela a ubiquitina ativada e com auxílio ou não de enzimas do tipo E3, 

transferi-la para substrato específico (revisão em Jenstch, 1987). São responsáveis 

pela escolha de qual resíduo de lisina do substrato receberá a ubiquitina ou qual 

resíduo de lisina da própria ubiquitina receberá a molécula de ubiquitina seguinte, 

determinando a topologia das cadeias de ubiquitina e a processividade da reação 

(revisão em Ye & Rape, 2009). 

UBE2A é um dos homólogos humanos do gene RAD6 de Saccharomyces 

cerevisiae. A elevada conservação dos ortólogos de RAD6 permitiu a clonagem de 

dois homólogos humanos: UBE2A localizado no cromossomo X e UBE2B, 

localizado no cromossomo 5 (Koken e col., 1992). Essa duplicação parece comum 

aos mamíferos, havendo uma cópia sempre no cromossomo X. Os genes humanos 

UBE2A e UBE2B apresentam 80% de identidade de sequência entre as regiões 

codificadoras e codificam proteínas com 96% de identidade de aminoácidos.  

 Camundongos duplo-nocautes quanto aos genes Ube2A e Ube2B (fêmeas 

Ube2A-/-/Ube2B-/- e machos Ube2A-/Y/Ube2B-/-) não são viáveis, indicando que as 

proteínas são cruciais para o desenvolvimento (Roest e col., 2004) e a presença de 

pelo menos um alelo ativo é imprescindível para a viabilidade dos camundongos: 

camundongos nocautes Ube2A ou nocautes Ube2B são viáveis, mas diferem pelo 

menos quanto ao aspecto reprodutivo. A esterilidade do camundongo macho é 

característica dos nocautes quanto ao gene Ube2B (Ube2B-/-) (Roest e col., 1996), 

mas os machos nocautes Ube2A (Ube2A-/Y) são férteis (Roest e col., 2004). Em 

contraste, enquanto fêmeas nocautes quanto ao gene Ube2B são férteis (Roest e 
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col., 1996), aquelas nocautes quanto ao gene Ube2A (Ube2A-/-) não são capazes de 

gerar prole, embora seu processo de ovulação seja normal: a ausência da proteína 

UBE2A nos ovócitos parece impedir que o embrião se desenvolva além do estágio 

de duas células (Roest e col., 2004). Considerando que em espermátides os níveis 

de UBE2B são superiores aos níveis de UBE2A (Koken e col., 1996) e o oposto é 

observado em ovócitos (Roest e col., 2004), os fenótipos de infertilidade podem 

resultar de um efeito dependente de dose na linhagem germinativa. Entretanto, 

existem algumas evidências de diferenças funcionais entre UBE2A e UBE2B: 

apenas UBE2B é necessária para a poliubiquitinação da ciclofilina CYC4/hCyP-60 

(Hatakeyama e col., 2001) e UBE2A, mas não UBE2B, interage com Rfp14 (Ret 

finger protein-like 14) em duplo-híbrido de leveduras (Suzumori e col., 2003). 

Como, no momento da publicação dos trabalhos que avaliaram os camundongos 

nocautes quanto aos genes Ube2A e Ube2B, não havia associação do gene UBE2A 

humano com a DM, a cognição dos animais não foi avaliada.  

Informações obtidas em bancos de dados (NCBI, Ensembl – 

http://www.ensembl.org, Genatlas – http://www.genatlas.org) apontam para a 

existência de três transcritos alternativos para o gene UBE2A humano e apenas 

um, para UBE2B. Embora os três transcritos de UBE2A sejam classificados como 

codificadores, não há trabalho científico publicado sobre seus padrões de 

expressão nem sobre as proteínas codificadas pelos transcritos 2 e 3. O transcrito 1 

de UBE2A codifica isoforma de 152 aminoácidos, altamente conservada cuja 

função de conjugase de ubiquitina já foi caracterizada (Koken e col., 1991). O 

transcrito 2 difere do transcrito 1 pela ausência de sequência correspondente ao 

éxon 4 do gene e codificaria uma proteína de 122 aminoácidos. O transcrito 3 tem 

início em uma 5’ UTR (Untranslated region) alternativa localizada no íntron 3 do 

gene, correspondendo apenas aos éxons 4, 5 e 6 do gene. Codificaria uma proteína 

de 77 aminoácidos. A mutação que identificamos em UBE2A afeta os três 

transcritos. Em camundongos, apenas uma mensagem seria codificada por ambos 

os parálogos. 

Mutações no gene UBE2A podem causar exclusivamente a síndrome por 

nós descrita (Nascimento e col., 2006). Entretanto, o quadro clínico pode estar 
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relacionado especificamente à mutação encontrada, podendo outras mutações 

nesse gene resultar em quadros distintos. Essa situação, em que diferentes 

mutações em um mesmo gene podem causar síndromes distintas ou DM não-

sindrômica, é comum a vários genes relacionados a DM (Kleefstra & Hamel, 2004). 

As mutações no gene ARX, que codifica uma polimerase de DNA, ilustram bem 

essa situação. O gene está mutado em vários quadros sindrômicos: síndromes de 

West (MIM 308350) e de Partington (MIM 309510), epilepsia mioclônica ligada ao 

X (MIM 300432), lissencefalia associada a genitália ambígua (MIM 300215) e na 

síndrome de Proud (MIM 300004); também foi encontrado mutado em oito 

famílias com afetados por DM não-sindrômica (Greenwood Genetic Center, abril de 

2010). Ainda, a ocorrência de quadro sindrômico associado à mutação que 

descrevemos em UBE2A pode decorrer (i) da não realização de funções exclusivas 

de UBE2A ou de suas isoformas; (ii) da insuficiência de dose das parálogas 

decorrente da ausência de UBE2A, de forma que UBE2B não conseguiria, sozinha, 

exercer funções comuns às parálogas ou (iii) por efeito tóxico decorrente da 

presença da(s) isoforma(s) mutada(s) de UBE2A. 

Dessa maneira, a identificação de mutação no gene UBE2A como causa de 

DM requer investigação sobre a contribuição de suas mutações para a DM, bem 

como sobre o padrão de expressão dos seus transcritos alternativos e isoformas 

correspondentes e sobre o efeito da mutação nos processos de transcrição e 

tradução. 

 

II.2 Objetivos 

 

Com o objetivo de determinar a importância de mutações de UBE2A como 

causa de DM, inicialmente (I) triamos mutações na região codificadora de UBE2A 

em famílias em que a DM de herança ligada ao cromossomo X fora previamente 

mapeada em intervalos que incluíam o gene UBE2A e em um caso isolado de DM 

sindrômica, em que ocorriam características clinicas semelhantes àquelas 

apresentadas pelos portadores da mutação c.382C→T em UBE2A; (II) avaliamos o 

efeito da mutação c.382C→T na transcrição e na tradução em homem afetado e em 



53 

 

 

mulher portadora, (III) avaliamos a expressão dos transcritos do gene UBE2A 

humano e de camundongo e a presença das isoformas por eles codificadas em 

diferentes tecidos. 

 

II.3 Casuística, Materiais e Métodos 

 

II.3.1 Triagem de mutações no gene UBE2A 

 

Casuística 

 

Foram investigados, quanto a mutações no gene UBE2A, 24 indivíduos 

afetados por DM. Desses, 23 apresentavam DM familial de herança ligada ao 

cromossomo X previamente mapeada em intervalos que incluíam o gene UBE2A. 

Uma dessas famílias foi averiguada no Serviço de Aconselhamento Genético do 

Laboratório de Genética Humana do Departamento de Genética e Biologia 

Evolutiva, Instituto de Biociência, Universidade de São Paulo (LGH-IB/USP), 

coordenado pelo Dr. Paulo A. Otto e pela Dra. Angela M. Vianna-Morgante. A 

DM apresentada por membros dessa família era do tipo não sindrômica e foi 

mapeada em intervalo que incluía Xq24 pela Mestra Sarita Ascenço Reis, durante 

seu programa de mestrado, sob orientação da Dra. Angela M. Vianna-Morgante. 

As demais 22 famílias pertencem ao banco de amostras do Consórcio Europeu de 

Deficiência Mental (European Mental Retardation Consortium – EURO-MRX). Em 

quatro delas os afetados apresentavam quadro de deficiência mental sindrômica 

(MRXS – Mental Retardation, X-linked, Syndromic), em 17 famílias a DM era não 

sindrômica (MRX – Mental Retardation, X-linked) (Tabela II.1) e de uma delas, não 

tivemos informação quanto ao tipo de DM.  Amostras de cerca de 50 µL de DNA 

de indivíduos afetados, em concentrações aproximadas de 50-100 ng/µL, nos 

foram enviadas pelo curador do banco, Dr. Arjan P. M. de Brouwer, do 

Departamento de Genética Humana do Centro Médico da Universidade de 

Radboud, em Nijmegen, Holanda.  
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O 24º indivíduo analisado era um caso isolado de DM proveniente da 

Espanha e faz parte da casuística do Dr. Neus Baena do Hospital Parc Touli, em 

Barcelona. A amostra de DNA nos foi enviada para triagem de mutação em 

UBE2A, pois a avaliação clínica revelou que o paciente compartilhava algumas 

características clínicas com os pacientes em que identificamos a mutação 

c.382C→T em UBE2A (Tabela II.2). 

 

 

Sequenciamento direto dos seis éxons e limites íntron-éxon do gene UBE2A 

 

Os seis éxons codificadores do gene UBE2A, assim como os limites íntron-

éxon e as regiões 5’e 3’ não traduzidas (5’ e 3’ UTR) foram analisados por 

sequenciamento direto (MegaBACETM 1000; Amersham Bioscience, GE Healthcare) 

dos segmentos amplificados por PCR (Polimerase Chain Reaction - Reação em 

cadeia da polimerase), a partir de iniciadores desenhados por nós, utilizando o 

programa PRIMER3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). A especificidade dos 

oligonucleotídeos foi avaliada utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As sequências de bases dos 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação da região codificadora 

do gene UBE2A e o tamanho dos segmentos amplificados estão na Tabela II.3. 

As reações de PCR foram realizadas a partir de cerca de 100 ng de DNA 

genômico, em volume final de reação de 25 µL, na presença de Tris 30 mM (pH 

8,5), HEPES 10 mM, MgCl2 2,5 mM, (NH4)2SO4 10 mM, 200 µM de cada dNTP, 0,4 

µM dos iniciadores  foward e reverse e 1 unidade (U) de Taq polimerase. Para a 

amplificação dos fragmentos a partir dos pares de iniciadores UBE2A-1 e UBE2A-

2, foi acrescentado DMSO (10%) à reação e o programa consistiu em uma 

desnaturação inicial a 95o C por 5 min, seguida de 30 ciclos em que a temperatura 

inicial foi de 94o C por 1 min para a desnaturação, 60o C por 30 s para a hibridação 

dos iniciadores e 72o C por 1 min, para a extensão, seguida de extensão final a 72o 

C, por 10 min. Para os demais pares de iniciadores, o programa do termociclador, 

do tipo touch-down, consistiu em um período de 5 min de desnaturação inicial a 95o 
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C, seguido de uma primeira etapa em que o primeiro ciclo tinha como 

temperatura inicial 94o C por 1 min para a desnaturação, 69o C por 30 s para a 

hibridação dos iniciadores e 72o C por 1 min para a extensão, seguido de 13 ciclos 

em que a temperatura de hibridação diminuía 0,5o C por ciclo, até atingir a 

temperatura de 62o C. A segunda etapa consistiu de 16 ciclos com temperatura de 

desnaturação de 94o C, hibridação a 62o C e extensão a 72o C, seguidos de extensão 

final a 72o C por 10 min.  

 A amplificação dos segmentos de interesse foi verificada após eletroforese 

em gel de agarose 2% em tampão TBE 1X (Tris-base 68 mM; ácido bórico 89 mM; 

EDTA 2 mM, pH 8,0), utilizando o Low DNA mass ladder (Invitrogen), como 

marcador de massa molecular.  

 Os produtos de amplificação foram purificados, utilizando o kit GFX TM 

PCR DNA and Gel Band purification, de acordo com o protocolo do fabricante 

(Amersham Bioscience, GE Healthcare). 

 A reação de sequenciamento foi realizada segundo o protocolo do 

fabricante do sequenciador MegaBACETM 1000 (Amersham Bioscience, GE 

Healthcare), em volume final de reação de 10 µL, utilizando 30 ng do produto de 

PCR, 0,5 µM do iniciador correspondente e 4 µL de DYEnamic™ET terminator 

sequencing premix (Amersham Bioscience, GE Healthcare). Para análise das sequências, 

utilizamos o programa Bioedit Sequence Alignment Editor versão 7.0.2 (Hall, 1999). 
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Tabela II.1 Famílias do Consórcio Europeu de Deficiência Mental (EURO-MRX Consortium), cuja DM fora previamente mapeada em Xq24. 

Família Fenótipo Características adicionais 
Lod score 
máximo Marcadores delimitantes Refs. 

D004 MRX  1.20 DXS993-DXS8043  

D013 MRX  2.53 DXS1001-DXS1062  

L022 MRX  2.41 DXS178-HPRT Gu e col., 1996 

L025 MRX  1.50 DXS424-Xqter Claes e col., 1996 

L037 MRX  2.10 DXS8063-DXS1047 Claes e col., 1999 

L048 MRX  1.30 DXS991-DXS1047  

N005 MRX  1.03 DXS424-DXS292  

N043 MRX  1.14 DXS8076-DXS1108  

N108 MRX  1.51 DXS1169-DXS8067  

P003 MRX  1.51 DSX1220-DXS1047  

P004 MRX  0.68 DXS1217-DXS1062  

T011 MRX  3.51 DXS135-DXS737 Raynaud e col., 2000 

T013 MRX  2.23 DXS458-DXS737 Raynaud e col., 2000 

T014 MRX  1.20 MAOB-DXS425  

T025 MRX  1.00 DXS1214-DXS1212  

T048 MRX  0.60 DXS993-DXS737  

T052 MRX  2.20 DXS990-DXS8057  

L056 MRXS Paraplegia espástica, macrocefalia, hipotonia, atraso de desenvolvimento 2.18 DXS8054-DXS1001  

N032 MRXS Hipotonia, ataxia e areflexia 6.97 DXS1231-DXS1001  

P014 MRXS Microcefalia, epilepsia e atraso de desenvolvimento 0.60 DXS986-DXS1047  

T019 MRXS Baixa estatura, microcefalia e dismorfismos faciais 2.96 DXS178-DXS292 Raynaud e col., 2000 
Obs: Todas as famílias apresentam indivíduos do sexo masculino portadores de DM em pelo menos duas gerações; 

MRXS e MRX correspondem, respectivamente, à DM sindrômica e não sindrômica. 

 

 

5
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Tabela II.2 Características clínicas associadas à DM nos pacientes portadores da mutação c.382C→T em UBE2A e no paciente espanhol da 
casuística do Dr. Neus Baena. 

Nascimento e col., 2006  Neus Baena e col., 
comunicação pessoal 

Paciente II-3 Paciente III-2 Paciente III-3 Paciente espanhol 

Idade ao exame (anos) 46 7/12 19 11/12 5 4/12 24 8/12 

Peso ao nascer (percentil) 50o  90o – 97o  > 97o   50o  
Estatura (percentil) < 3o  10o – 25o  10o   50o  
Peso (percentil) > 97o  90o  > 97o   50o  
Perímetro cefálico (percentil) >98o  >98o  50o   >98o  
Redemoinhos + + +  + 
Face alargada - + +  - 
Hipoplasia do maciço médio da face - + +  + 
Sinófris + + +  + 
Fendas palpebrais voltadas para cima + + +  - 
Hipertelorismo ocular  - + -  - 
Ponte nasal baixa - + +  + 
Pescoço curto e largo + + +  - 
Boca grande e lábios finos e comissuras voltadas para baixo                                            + + +  - 
Implantação baixa de cabelos na nuca + + +  - 

Mamilos espaçados + + +  + 
Pênis pequeno + + +  - 
Pés pequenos, planos, com edema de dorso + + +  + 
Onicodistrofia*   + + -  - 
Aparência mixedematóide  + + +  - 
Hirsutismo generalizado  + + +  + 
Pele seca + + +  - 
Convulsões + + +  + 
Comprometimento grave da fala + + (ausência de fala) + (ausência de fala)  + (ausência de fala) 
Substância branca hipodensa** não examinado + +  não examinado 

*após a puberdade, **IRM de cérebro 
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 Tabela II.3 Pares de iniciadores utilizados para a amplificação do gene UBE2A: nome, 

sequência de bases, temperatura de hibridação e tamanho do segmento amplificado 

Pares de 
Iniciadores 

Sequência de bases 
5´→3´ 

Temperatura 
de 

hibridação 

Tamanho do 
segmento 
amplificado 

Região 
correspondente 

UBE2A 1-F CGTGGGGCTTTAATGACATA  58,5ºC 482pb 5’UTR e éxon 1 
UBE2A 1-R AACCTTCGGGAAGACAGACA 59,7ºC 
UBE2A 2-F CATGCGGGACTTCAAGAGGT 62,5ºC 337pb éxon 2 
UBE2A 2-R CCAAACATTTTCCCCTACCC 60,4ºC 
UBE2A 3-F CCGGGACATCCATTTGTAGT 59,7ºC 264pb éxon 3 
UBE2A 3-R CAGAGGCAGGTTCCTAAGCA 60,5ºC 
UBE2A 4-F CCTCTCTACCCTGTATCTTTGCA 60,0ºC 280pb éxon 4 
UBE2A 4-R GGCACCACAAAATACACAGGA 60,8ºC 
UBE2A 5-F TGGGAAGCAACATAGGAATCTT 60,0ºC 392pb éxon 5 
UBE2A 5-R AGGTGTGAGCGACTGTACCC 60,2ºC 
UBE2A 6-F TGTTTTGCATTAAGGAACTGACA 59,7ºC 238pb éxon 6 e parte 

da 3’ UTR UBE2A 6-R GGGAGGTGACAAACACATCA 59,4ºC 
UBE2A 7-F TGTTTTGCATTAAGGAACTGACA 59,7 ºC 567pb parte da 3’UTR 
UBE2A 7-R CCAGCCAGGATGAAACACTT 60,1 ºC 
UBE2A 8-F CCTACCCCTTCTACCCTCTCC 60,3 ºC 596pb parte da 3’UTR 
UBE2A 8-R TCACGATTGTTTCCATTCCTC 59,9 ºC 
UBE2A 9-F CTCTCTTTGCAAGCTGCTGA 59,6ºC 621pb parte da 3’UTR 
UBE2A 9-R TGAGATCCCAATAAGAAACCAA 58,6ºC 
 
 
 

II.3.2 Avaliação da expressão dos transcritos de UBE2A em humanos 

  

 II.3.2.1 Avaliação do efeito da mutação c.382C→T sobre a 

transcrição de UBE2A: amostras, extração de RNA e síntese de cDNA 

 

Amostras de sangue periférico 

 

Para avaliação do efeito da mutação c.382C→T do gene UBE2A em sua 

transcrição, foram coletadas, em tubo contendo EDTA, amostras de sangue 

periférico de um indivíduo afetado (III-2; Figura II.1) e de sua mãe (II-2), 

portadores da mutação do gene UBE2A. Amostras de cDNA foram obtidas após 

extração do RNA total de leucócitos, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), 

conforme protocolo do fabricante, seguida por reação de RT-PCR (Reverse 

Transcriptase Polimerase Chain Reaction – SuperScript II reverse transcriptase - 

Invitrogen). Os termos de consentimento livre e esclarecido referente à utilização 

das amostras de II-2 e III-2 foram assinados por II-2, mãe e responsável legal por 
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III-2. O projeto tem autorização do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (Protocolo no 

047/2006). 

 

 

 

Figura II.1 Genealogia da família em que segrega a mutação c.382C→T no gene UBE2A 
 
 

 Estabelecimento de cultura de pré-adipócitos de portador da mutação 

c.382C→T do gene UBE2A 

 
 Amostra de tecido adiposo do indivíduo afetado III-2, portador da mutação 

c.382C→T no gene UBE2A, foi coletada durante cirurgia para retirada de vesícula. 

A mãe do paciente nos informou a data e hora da cirurgia e a Dra. Luciana Amaral 

Haddad, médica e docente do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva- IB-

USP, foi até o local da cirurgia para receber e transportar a amostra. Os 

experimentos com pré-adipócitos tiveram a colaboração da Doutoranda Natássia 

Vieira, aluna de pós-graduação do IB-USP, sob orientação da Profa Dra Mayana 

Zatz, que investiga a capacidade de diferenciação de células multipotentes 

derivadas de amostras de tecido adiposo humano e de animais em células 

musculares.   

A amostra controle faz parte da casuística da doutoranda Natássia Vieira e 

consiste de tecido adiposo de indivíduo do sexo masculino submetido a cirurgia 

de lipoaspiração, que concordou em fornecer a amostra, assinando termo de 

consentimento esclarecido para a realização das pesquisas. O projeto é 
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desenvolvido de acordo com parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – Seres 

Humanos do Instituto de Biociências - USP (Processo no 040/2005).  

 A amostra de tecido adiposo de III-2 foi processada conforme descrito por 

Zuk e col. (2001). Cerca de 30 mg de tecido adiposo foram lavados repetidas vezes 

com PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline solution) para a remoção de células 

vermelhas do sangue. Em seguida a matriz extracelular foi digerida com solução 

de colagenase 0,075%, por 30 min a 37º C. A enzima foi, então, inativada com 10% 

de soro fetal bovino e as células foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 min. O pellet 

resultante foi ressuspendido em meio de cultura completo: DMEM -Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium (Gibco BRL); soro bovino fetal (10%) e 

penicilina/estreptomicina (1%) . As células foram semeadas em garrafas de 25 cm2 

e incubadas a 37º C em atmosfera com 5% de dióxido de carbono. Após 48 h, a 

monocamada de células foi lavada com PBS 1X e as células não aderentes foram 

descartadas. O meio de cultura foi trocado a cada três dias. Ao atingirem 

confluência quase total, procedeu-se a sub-cultura: as células foram descoladas das 

garrafas por digestão com tripsina (TripLE Express – Invitrogen), ressemeadas na 

concentração 5000 células/cm2 e incubadas a 37º C em atmosfera com 5% de 

dióxido de carbono. A cada passagem, parte das células foi congelada em meio 

contendo DMSO (10%), soro fetal bovino (80%) e DMEM (10%). 

  Amostras de cDNA foram obtidas das células de pré-adipócitos do 

indivíduo III-2 e de indivíduo controle: as células (passagem 1) foram semeadas 

em garrafas de 25 cm2 em meio DMEM (Gibco BRL) – acrescido de  soro bovino 

fetal (10%)  e  penicilina/estreptomicina (1%) e incubadas a 37º C em atmosfera de 

5% de dióxido de carbono e cultivadas até atingirem confluência quase total. Após 

digestão com tripsina (TripLE Express – Invitrogen) por 5 min a 37o C,  e 

neutralização da ação da tripsina pela adição de 1 mL do meio de cultura 

completo, as células foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 min, lavadas com PBS 

1X e novamente centrifugadas. O pellet de células foi processado para extração do 

RNA total, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme protocolo do 

fabricante, seguida por reação de RT-PCR (SuperScript II reverse transcriptase - 

Invitrogen ). 
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 II.3.2.2 Avaliação da expressão dos transcritos de UBE2A em 

indivíduos normais: amostras, extração de RNA e síntese de cDNA 

 
Amostras de leucócitos foram obtidas após coleta de 4 mL de sangue 

periférico, em tubo com EDTA, de quatro indivíduos voluntários, sendo dois 

homens e duas mulheres. A extração de RNA e a obtenção de cDNA seguiram os 

protocolos acima descritos.  

Amostras de cDNA de placenta humana foram gentilmente cedidas pela Dra 

Lygia da Veiga Pereira Carramaschi, docente do Departamento de Genética e 

Biologia Evolutiva- IB/USP. A extração de RNA e a síntese de cDNA foram 

realizadas pela pós-graduanda Joana Mello, como descrito em sua Dissertação de 

Mestrado (Mello, 2010). A utilização dessas amostras tem autorização do Comitê 

de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Biociências da USP 

(Protocolo 039/2006). 

Amostras de cDNA de córtex frontal e hipocampo de cérebro humano nos 

foram cedidas pela Dra Lea Grinberg, coordenadora do Banco de Cérebros da 

Faculdade de Medicina da USP. 

 

   II.3.2.3 Amplificação dos transcritos correspondentes ao gene 

UBE2A humano 

 

A amplificação dos transcritos do gene UBE2A foi realizada por PCR a 

partir de iniciadores específicos desenhados por nós, utilizando o programa 

PRIMER3. São capazes de amplificar segmentos do cDNA correspondentes aos 

transcritos de UBE2A (Tabela II.4). A partir do cDNA correspondente ao transcrito 

1 do gene UBE2A (NCBI: NM_003336), o par de iniciadores UBE2A-cDNA1,2-F e 

UBE2A-cDNA-R amplifica um fragmento de 399 pb. O mesmo par de iniciadores, 

na presença do cDNA correspondente ao transcrito 2 (NM_181762) permite 

amplificar um fragmento de 309pb. Para a amplificação do cDNA correspondente 

ao transcrito 3 (NM_181777), que compreende apenas os éxons 4, 5 e 6 do gene, foi 

utilizado um iniciador específico, complementar ao íntron 3 do gene UBE2A, 5’ 
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UTR alternativa usada por esse transcrito (par de iniciadores UBE2A-cDNA 3 F e 

UBE2A-cDNA R).  Na presença do cDNA correspondente ao transcrito 3, é 

amplificado um fragmento de 499 pb. As características dos três transcritos estão 

resumidas na Figura II.2. 

As reações de amplificação por PCR partiram de 40 ng de cDNA em 

volume final de reação de 25 µL, na presença de Tris 30 mM (pH 8,5), KCl 10 mM, 

HEPES 10 mM, MgCl2 2,5 mM, (NH4)2SO4 10 mM, 200 µM de cada dNTP, 0,4 µM 

de iniciadores forward e reverse e 1 U de Taq polimerase. O programa do 

termociclador consistiu em uma PCR do tipo touch-down: desnaturação inicial a 95o 

C por 5 min, seguida de uma primeira etapa em que o primeiro ciclo tinha 

temperatura inicial de 94o C por 1 min para desnaturação, 67o C por 30 s para a 

hibridação dos iniciadores e 72o C para a extensão, seguido de 13 ciclos em que a 

temperatura de hibridação diminuía 0,5o C por ciclo, até atingir a temperatura de 

60o C. A segunda etapa consistiu em 16 ciclos, com temperatura de desnaturação 

de 94o C, hibridação a 60o C e extensão a 72o C, seguidos de extensão final a 72o C 

por 10 min. Para análise dos resultados, os produtos de PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 2% e sequenciamento direto, para a confirmação 

dos resultados. 

 

 

Tabela II.4  Pares de iniciadores utilizados para amplificação de parte dos transcritos do 

gene UBE2A. 

Transcritos 
De UBE2A 

Pares de 
iniciadores 

Sequência de bases 
5’→ 3’ 

Segmento de 
cDNA 

amplificado 
 
 

1 e 2 

 
UBE2A-cDNA1e2-F 
UBE2A-cDNA-R 

 
AACCCGAGACCCCAGTCTAT  
GGATTGGGTTCATCCAACAG  

 
399pb e 309pb 

 
3 

 
UBE2A-cDNA3-F 
UBE2A-cDNA-R 

 
GGCCCAGTTTCTTAAGGATGTT 
GGATTGGGTTCATCCAACAG  

 
499pb 
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Figura II.2 Representação das características dos três transcritos do gene UBE2A 
(modificada de NCBI) e dos segmentos amplificados a partir dos iniciadores 
mostrados na Tabela II.4.  

   

  II.3.2.4 Avaliação da expressão dos alelos do gene UBE2A em 

portadora obrigatória da mutação c.382C→T 

 
 As mulheres portadoras da mutação c.382C→T em UBE2A apresentaram 

desvio total de inativação do cromossomo X, como demonstramos anteriormente 

(Nascimento e col., 2006) com base na metilação dos alelos do gene AR (Allen e 

col., 2002). Para verificar qual alelo de UBE2A está sendo expresso, utilizamos 

amostras de cDNA de uma das portadoras e de um dos afetados. As regiões 

codificadoras completas dos transcritos 1 e 2 foram amplificadas simultaneamente 

utilizando os iniciadores UBE2A-cDNA-F (5’-AACCCGAGACCCCAGTCTAT-3’) e 

UBE2A-6R (5’-GGGAGGTGACAAACACATCA-3’). Os fragmentos resultantes tinham, 

respectivamente, 570 pb e 480 pb. Os produtos da PCR foram separados por 

eletroforese em agarose low melting 2% e extraídos do gel, utilizando o GFX PCR 

and Gel Band Purification Kit (Amersham Bioscience, GE Healthcare).  Os fragmentos 
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correspondentes ao transcrito 1 das amostras foram, então, digeridos com a 

enzima de restrição PvuII (Biolabs) de acordo com protocolo do fabricante. A 

mutação c.382C→T elimina o sítio de restrição dessa enzima. 

 

 II.3.3  Investigação da presença de transcritos alternativos de Ube2a em 

camundongos  

 

   II.3.3.1 Camundongos SWISS: amostras de cDNA de tecidos 

embrionários e adultos  

 

As amostras de cDNA de tecidos embrionários e adultos de camundongo da 

linhagem SWISS nos foram cedidas pela Dra. Lygia da Veiga Pereira Carramaschi. 

A extração de RNA e síntese de cDNA foram realizadas pela pós-graduanda Ana 

Maria Fraga (Fraga, 2008). A utilização dessas amostras tem autorização do 

Comitê de Ética em Pesquisa com Animais do Instituto de Biociências da USP 

(protocolo CEA/IBUSP 020/2004). 

 

  II.3.3.2 Camundongos nocautes quanto ao gene Ube2A: amostras, 

extração de RNA e síntese de cDNA 

 

Em visita ao Laboratório de Ubiquitinação e Modificações Epigenéticas, do 

Departamento de Reprodução e Desenvolvimento do Centro Médico da 

Universidade Erasmus, em Rotterdam, Holanda (Erasmus University Medical 

Center, Rotterdam, The Netherlands) e em colaboração com a Dra. Willy Baarends, 

responsável pela linhagem de camundongos nocautes quanto ao gene Ube2A, 

pude coletar amostras de tecidos de dois camundongos machos e duas fêmeas 

selvagens, dois machos e duas fêmeas nocautes quanto ao gene Ube2A e três 

fêmeas heterozigotas. Os tecidos coletados foram: cérebro, rim, pulmão, baço, 

fígado, coração, ovários e testículos. O cDNA  foi obtido após extração do RNA 

total, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante, 

seguida de RT-PCR (SuperScript II reverse transcriptase - Invitrogen ). 
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    II.3.3.3 Amplificação dos transcritos correspondentes ao gene 

Ube2A  

Para a amplificação dos transcritos correspondentes ao gene Ube2A de 

camundongos, elaboramos experimento semelhante ao realizado para a detecção 

dos diferentes transcritos de humanos. Iniciadores específicos para o gene Ube2A 

(MouseUbe2A-V1-F e MouseUbe2A-R; Tabela II.5) foram desenhados para a 

amplificação do transcrito 1 (NM_019668.3) e simultaneamente, do transcrito 

correspondente ao transcrito 2 humano, se presente, resultando, respectivamente, 

em fragmentos de 528 pb e 438 pb . Para a amplificação de transcrito 

correspondente ao transcrito 3 humano, também não descrito em murinos, foi 

utilizado iniciador forward complementar ao íntron 3 do gene e o mesmo iniciador 

reverse da reação anterior (MouseUbe2A-V3-F e MouseUbe2A-V-R;Tabela II.5). A 

reação de PCR e o programa utilizado no termociclador foram os mesmos 

utilizados para a amplificação dos transcritos humanos (II.3.2.3). Os produtos das 

reações de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e também 

sequenciados, para a validação dos resultados. 

 

 

Tabela II.5  Pares de iniciadores utilizados para amplificação de parte dos transcritos do 

gene Ube2a de camundongos 

 
Transcritos 
de UBE2A 

Pares de Iniciadores Sequência de bases 
5’→3’ 

Segmento de cDNA 
amplificado 

  
 

1 e 2 
 
 
3 

 
MouseUbe2A-V1-F  
MouseUbe2A-R 
 
MouseUbe2A-V3-F:  
MouseUbe2A-R:  
 

 
CTGGTATATGCCCGACTGCT  
TTATGGCCAGCCTCTTCTTC  
 
TTCTCCCCTTCTTACCTCCA  
TTATGGCCAGCCTCTTCTTC 

 
528pb e 438pb 

 
 

363pb 
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II.3.4 Avaliação da presença das isoformas correspondentes aos 

transcritos do gene UBE2A 

 

 Extração de proteínas células humanas 

 

Leucócitos de sangue periférico foram isolados após duas centrifugações. A 

primeira delas a 1000 rpm por 10 min, para sedimentação das hemácias e 

separação do soro. O soro foi transferido para novo tubo e centrifugado a 2000 

rpm também por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet de leucócitos foi 

processado em seguida para a extração de proteína ou congelado (-20º C).  

Células de pré-adipócitos do indivíduo III-2 e de indivíduo controle foram 

semeadas em garrafas de 25 cm2 nas condições acima descritas (II.3.2). Após 

digestão com tripsina (TripLE Express – Invitrogen) por 5 min a 37o C e 

neutralização da ação da tripsina pela adição de 1 mL do meio de cultura 

completo, as células foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 min, lavadas com PBS 

1X e novamente centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e o pellet de 

leucócitos foi processado em seguida para a extração de proteína ou congelado. 

Para obtenção do extrato protéico, o pellet de células (de leucócitos ou pré 

adipócitos) foi ressuspendido em 400 µl de tampão de lise (HEPES 50 mM pH 7,5, 

EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 0,5% e PMSF 1 mM), mantendo-se a 

temperatura ambiente por 5 min. A lise das células foi auxiliada mecanicamente, 

utilizando-se  seringa de insulina. As amostras foram mantidas em gelo por 20 

min e em seguida centrifugadas a 13000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi 

transferido para novo tubo e congelado (-80oC). 

 

Extração de proteínas de tecidos de camundongo 

 

A extração de proteínas de testículo, coração, baço, rim e fígado seguiu 

protocolo estabelecido no Laboratório de Ubiquitinação e Modificações 

Epigenéticas, do Departamento de Reprodução e Desenvolvimento do Centro 

Médico da Universidade Erasmus, em Rotterdam, Holanda. Em resumo, um 
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fragmento de aproximadamente 0,5 cm3 do tecido foi imerso em 1 mL de tampão 

de extração (Tris-HCl 10 mM pH7,4, NaCl 100 mM, Nonidet P-40 0,5%, PMSF 1 

mM). Para extrato protéico de tecido cerebral, um hemisfério foi imerso em 3 mL 

de tampão de extração. As amostras foram, então, maceradas mecanicamente dez 

vezes e sonicadas (velocidade baixa) por 30 s em câmara fria, seguindo-se 30 min 

de centrifugação a 13000 rpm a 4oC. O sobrenadante contendo o extrato protéico 

foi transferido para novo tubo e congelado a -80oC 

 
 
    II.3.5 Western Blotting 

 

Os extratos protéicos foram quantificados em espectrofotômetro (OD595nm), 

utilizando curva de calibração com concentrações conhecidas de BSA (bovine 

serum albumin) em Bradford (Biorad) para o cálculo das concentrações.  As 

amostras foram desnaturadas a 95ºC por 5 min na presença de agente redutor 

(DTT 10 mM) e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 14% (SDS-

PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Poly-acrylamide gel electrophoresis), a 140 volts por 1 

h. As amostras foram, então, transferidas para membrana de nitrocelulose nas 

seguintes condições: 30 Volts por 1 h 30 min, em tampão Tris-HCl 25 mM, glicina 

30 mM, pH 9.4 e metanol 20% (v/v). A transferência das proteínas para a 

membrana foi confirmada por coloração com Ponceau Red. A membrana foi 

incubada por uma hora em tampão de bloqueio [TBS (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 

mM, pH 7.6) 1X, 0,1% Tween-20 com 5% peso/volume de leite em pó desnatado]. 

Após três lavagens de 15 min com TBS/T (TBS1X, Tween-20 0,1%), a membrana 

foi incubada com o anticorpo primário na diluição indicada pelo fabricante do 

anticorpo, por 16 h a 4ºC. No dia seguinte, após três lavagens de 15 min com 

TBS/T, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário por 1 h e a detecção 

foi realizada de acordo com protocolo do kit utilizado (Amersham ECL™ Western 

Blotting System, Amersham Bioscience, GE Healthcare). As membranas foram 

escaneadas, utilizando o scanner STORMTM (GE Healthcare), para a visualização da 

fluorescência. 
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  II.3.6 Anticorpos utilizados 

 

Anti-RAD6 (Abcam) 

 

Anti-RAD6 é um anticorpo policlonal obtido após imunização de coelhos 

com peptídio sintético conjugado a KLH (Keyhole limpet hemocyanin), derivado dos 

resíduos de aminoácidos 1 a 100 da proteína humana ortóloga de RAD6. A 

empresa não informa de qual das parálogas humanas se trata (UBE2A ou UBE2B). 

 

Anti-RAD6 (Erasmus MC lab) 

 

Anti-RAD6 foi produzido no Centro Médico da Universidade Erasmus em 

Rotterdam, Holanda. É um anticorpo policlonal obtido após imunização de 

coelhos com a porção N-terminal de Ube2A murina. 

 

Anti-RAD6B específico (Erasmus MC lab) 

 

Anti-RAD6B específico foi produzido no Centro Médico da Universidade 

Erasmus em Rotterdam, Holanda. É um anticorpo monoclonal capaz de detectar 

apenas UBE2B. Foi obtido após imunização de coelhos com a porção C-terminal de 

Ube2B (EKRVSAIVEQSWNDS). 

 

Anti-PCNA (Erasmus MC lab) 

 

Anti-PCNA foi produzido no Centro Médico da Universidade Erasmus em 

Rotterdam, Holanda. Não foram fornecidas informações sobre o procedimento de 

imunização e obtenção do anticorpo. 
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Anti- β-Actina (Abcam) 

 

O anticorpo anti-β-Actina produzido em camundongos foi utilizado como 

controle endógeno. 

 
  
 
II.4 Resultados 
 

II.4.1 Triagem de mutações no gene UBE2A 

 

 A amplificação por PCR seguida de sequenciamento dos seis éxons, limites 

íntron-éxon e das regiões 5’e 3’ UTR do gene UBE2A não revelou alteração nas 

amostras analisadas dos 24 pacientes. Dessa maneira concluímos que o gene 

UBE2A não constitui causa frequente de DM, considerando-se que a amostra 

analisada foi previamente selecionada com base no mapeamento da DM no 

cromossomo X.  

A mutação responsável pelo quadro de DM na família averiguada em nosso 

laboratório foi, posteriormente, identificada no gene ACSL4 (Acyl-CoA synthetase 

long-chain family member 4) (Reis, 2009), localizado em Xq24 e previamente descrito 

como causa de DM (Piccini e col., 1998; Vitelli e col.,1999; Vitelli e col., 2000; 

Meloni e col., 2002 e Longo e col., 2003).  

 

 II.4.2 Avaliação do efeito da mutação c.382C→T na transcrição e na 

tradução 

 

  II.4.2.1 Expressão dos transcritos em diferentes tecidos humanos 

 

 Os três transcritos correspondentes ao gene UBE2A foram amplificados a 

partir das amostras de cDNA de leucócitos, pré-adipócitos, hipocampo, córtex e 

placenta (Figura II.3, A). Os produtos de PCR foram sequenciados para confirmar 

que se tratavam dos transcritos de UBE2A. 
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 Todos os três transcritos de UBE2A foram detectados nas amostras 

analisadas, inclusive nas células do paciente portador da mutação c.382C→T. 

Sabe-se que a presença de um códon de parada prematura faz com que mRNA 

transcrito de genes mutantes seja geralmente degradado pelo mecanismo 

denominado Nonsense-mediated mRNA decay (NMD – decaimento do RNA 

mensageiro mediado por mutação nonsense), impedindo, assim, que proteínas 

truncadas sejam sintetizadas. Em células de mamíferos esse mecanismo é ativado 

quando o códon de parada prematura encontra-se a 55 ou mais nucleotídeos 

acima de uma região de junção entre dois éxons (Maquat, 2002). Essas junções são 

marcadas por complexos moleculares denominados EJC (Exon junction complex). O 

códon de parada normal da proteína, ou seja, o códon correto, não apresenta uma 

ECJ localizada a seguir, uma vez que se encontra no último éxon do gene (Ishigaki 

e col., 2001). A presença de uma EJC após um códon de parada, indica que ele está 

erroneamente posicionado, sendo esse mRNA degradado por NMD (Le Hir e col., 

2000). Dessa maneira, mutações no último éxon em geral não resultam em 

degradação do RNA. A mutação c.382C→T encontrada no gene UBE2A encontra-

se no último éxon do gene e, portanto, não é seguida de EJC. Confirmada a 

presença do RNA, espera-se que a proteína mutada seja sintetizada.  

 Dados de Northern blotting de UBE2A previamente publicados 

evidenciaram apenas o transcrito 1, embora a sonda utilizada fosse complementar 

a todos os transcritos (Koken e col., 1991). Um tempo de exposição prolongado 

poderia ter revelado a existência dos transcritos alternativos. Entretanto, como no 

momento da publicação não havia indicações da existência desses transcritos, os 

autores podem ter interpretado as bandas correspondentes como inespecíficas. 

Nossos experimentos de RT-PCR indicam que o transcrito 1 parece ser o principal 

transcrito de UBE2A. Sua amplificação é preferencial ao menos em cérebro: ambos 

os transcritos 1 e 2 são amplificados na mesma reação de PCR, porém podemos 

observar que após 25 e 30 ciclos, a banda correspondente ao transcrito 2 apresenta 

intensidade inferior quando comparada com a banda correspondente ao transcrito 

1 (Figura II.3 B). Em reações de PCR os alelos menores podem apresentar 
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amplificação preferencial, entretanto, neste caso, ocorre a amplificação preferencial 

do maior segmento.  

 

 

Figura II.3 A, os produtos da amplificação de fragmento correspondentes aos transcritos 
do gene UBE2A a partir de amostras de cDNA de diferentes tecidos humanos. Transcritos 
1 e 2, bandas de 399 pb e 309 pb; transcrito 3, banda de 499 pb. B, transcritos 1 e 2 do gene  
UBE2A de córtex cerebral, após 25, 30 e 35 ciclos de amplificação. 
 

 

 II.4.2.2  Avaliação da presença das isoformas de UBE2A em 

amostras de leucócitos e de cultura de células precursoras de tecido adiposo de 

indivíduo controle e de afetado pela síndrome 

 

 Após a confirmação da presença dos três transcritos de UBE2A, avaliamos a 

presença das proteínas por eles codificadas em amostra de leucócitos e em cultura 

de pré-adipócitos do paciente III-2 (Figura II.1) e de indivíduo controle do sexo 

masculino. Utilizamos a técnica de Western blotting, com o anticorpo Anti-RAD6 

(Abcam). Os resultados estão apresentados na Figura II.4.  Na amostra controle, 

observamos uma banda de 17 kDa correspondente a UBE2A e UBE2B: a elevada 
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identidade de aminoácidos (96%) e o mesmo peso molecular tornam as parálogas 

indistinguíveis. Já na amostra do paciente, seria possível diferenciá-las, já que 

UBE2A/Q128X tem 15 kDa. Ao comparamos as bandas de 17 kDa da amostra do 

paciente e do controle, observamos que na amostra controle a banda é mais 

intensa. Essa diferença de intensidade, mais evidente nos extratos protéicos de 

leucócitos, é provavelmente consequência da ausência da isoforma normal de 

UBE2A na amostra do paciente.  Entretanto, a banda de 15 kDa correspondente à 

proteína UBE2A/Q128X não foi visualizada no extrato de leucócitos. No extrato 

protéico de cultura de pré-adipócitos, a diferença de intensidade entre as bandas 

de 17 kDa da amostra controle e da amostra do paciente é menos evidente. Porém 

uma pequena quantidade da proteína de 15 kDa é observada. Variações nos 

parâmetros de detecção do scanner STORMTM (aumento do tempo de exposição) 

resultaram em melhor visualização da banda de 15 kDa.  

 A diferença de intensidade entre as bandas de 15 e 17 kDa observada na 

amostra do paciente pode ser resultado de um padrão de expressão específico do 

tecido analisado, em que UBE2B predominaria em quantidade. A amostra controle 

não nos permite diferenciar a intensidade das bandas referentes à UBE2A e UBE2B 

por estarem sobrepostas. Entretanto, análises indiretas constantes em bancos de 

dados de expressão revelam que a quantidade de transcritos de ambas as 

proteínas é similar em tecido adiposo (cerca de 76 transcritos/milhão para ambas - 

NCBI) e sangue (UBE2A com 88 transcritos/milhão e UBE2B com 72 

transcritos/milhão - NCBI), enquanto para outros tecidos, como cordão umbilical 

e placenta, a quantidade de transcritos do gene é variável. Os dados disponíveis 

mostram que em cérebro, a expressão de UBE2A predomina (Tabela II.6).  

 A observação de que o RNA de UBE2A contendo a mutação nonsense não é 

degradado por NMD e que, mesmo assim, a proteína por ele codificada encontra-

se em concentração inferior à esperada em células de tecido adiposo e sangue, 

sugerem que a proteína UBE2A/Q128X seja sintetizada com menor eficiência ou 

que seja degradada. Entretanto, temos que levar em consideração a possibilidade 

de esse resultado ser artefato de técnica, ou seja, do anticorpo utilizado apresentar 

menor afinidade pela proteína mutada.  
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Figura II.4 Western blotting anti-RAD6 dos extratos protéicos de leucócitos e de pré-
adipócitos cultivados, de indivíduo controle e do paciente portador da mutação 
c.382C→T de UBE2A. A banda mais intensa de 17 kDa corresponde a UBE2A e/ou 
UBE2B.  A banda de 15 kDa corresponde à proteína UBE2A/Q128X; sua visualização só é 
claramente evidente após aumento da sensibilidade de detecção do scanner STORMTM 
(mesma membrana em A e B).  
 

 

Tabela II.6 Quantidade média de transcritos de UBE2A e UBE2B em diferentes tecidos 

humanos, segundo NCBI. As estimativas são baseadas em bibliotecas de cDNA 

depositadas em diversos bancos de dados. 

 Transcritos de UBE2A/ milhão Transcritos de UBE2B/ milhão 
Tecido Adiposo 76 76 
Tecido Muscular 64 73 
Cérebro 86 54 
Osso 139 195 
Cordão umbilical 363 0 
Placenta 186 84 
Sangue 88 72 

  
 

Não foram observadas as bandas de 14 kDa e 8 kDa correspondentes às 

proteínas codificadas, respectivamente, pelos transcritos alternativos 2 e 3 de 

UBE2A. A não detecção das isoformas de UBE2A pode estar relacionada com o 

anticorpo utilizado. De acordo com o fabricante, o anticorpo anti-RAD6 (Abcam) 

foi obtido após imunização de coelhos com a sequência correspondente aos 100 

aminoácidos da porção N-terminal da isoforma de 152 aminoácidos (codificada 
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pelo transcrito 1).  O anticorpo anti-RAD6 deve, portanto, reconhecer a porção N-

terminal da proteína. A isoforma 2 difere da isoforma 1 pela ausência dos resíduos 

de aminoácidos  51 a 81 e a isoforma 3 tem início no aminoácido correspondente 

ao aminoácido 75 da isoforma 1 (Figura II.5). Assim, é pouco provável que o 

anticorpo reconheça a isoforma 3 de UBE2A, uma vez que esta não possui a região 

N-terminal da isoforma 1. Ainda, se o anticorpo reconhecer a porção ausente na 

isoforma 2, pode não ser capaz de reconhecer também essa isoforma. Na isoforma 

mutada Q128X, estão ausentes apenas os últimos 25 resíduos de aminoácidos, de 

forma que não deveria haver problema no reconhecimento dessa isoforma pelo 

anticorpo anti-RAD6 em Western blotting. A não detecção apóia a hipótese de que a 

proteína mutada seja degradada. 

 

 

 

Figura II.5 Esquema das isoformas de UBE2A (barras verdes). A isoforma 1 possui 152 
resíduos de aminoácidos. Na isoforma 2, estão ausentes os resíduos de aminoácidos 51 a 
81. A isoforma 3 tem início no aminoácido correspondente ao resíduo 75 da isoforma 1. A 
isoforma mutada Q128X não possui os últimos 25 resíduos de aminoácidos da proteína. A 
barra vermelha representa a região de UBE2A utilizada para a imunização de coelhos e 
obtenção do anticorpo anti-RAD6 (Abcam). O anticorpo anti-RAD6 deve reconhecer as 
isoformas 1 e a isoforma mutada, entretanto, pode não reconhecer as isoformas 2 e 3, caso 
o epítopo esteja contido nos segmentos ausentes nessas isoformas. 
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 II.4.2.3 Expressão dos alelos do gene UBE2A em portadora obrigatória da 

mutação c.382C→T 

 

Um dos fatores que nos auxiliou na identificação da mutação no gene 

UBE2A como causa de síndrome de deficiência mental de herança ligada ao 

cromossomo X foi o desvio completo de inativação do cromossomo X apresentado 

pelas portadoras obrigatórias da mutação (Nascimento e col., 2006). 

Acreditávamos que, devido ao fenótipo normal dessas mulheres, o cromossomo X 

preferencialmente inativo era aquele onde está localizada a mutação c.382C→T e 

que o desvio seria consequência de desvantagem proliferativa das células que 

mantiveram o X mutado ativo. Para verificar qual alelo do cromossomo X é 

expresso, utilizamos amostras de cDNA de uma das portadoras e de um dos 

afetados para a amplificação do segmento correspondente ao transcrito 1 do gene 

UBE2A (570 pb). O produto foi digerido com a enzima de restrição PvuII (Biolabs), 

cujo sítio de corte é abolido pela mutação c.382C→T. 

Conforme podemos verificar na Figura II.7, houve digestão total do 

fragmento amplificado a partir do cDNA de II-2 (portadora obrigatória), 

originando um fragmento de 427 pb e outro de 143 pb e confirmando, assim, a 

expressão apenas do alelo normal do gene UBE2A. A enzima PvuII não foi capaz 

de digerir o fragmento amplificado a partir do cDNA do indivíduo III-2 (afetado), 

portador da mutação c.382C→T.  Estes dados apóiam o efeito deletério da 

mutação detectada em UBE2A. 
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Figura II.7 A, Genealogia da família em que segrega a mutação c.382C→T no gene 
UBE2A. B, Cromatograma de parte da sequência do éxon 6 dos indivíduos II-2 
(heterozigota portadora) e III-2 (portador afetado). A seta indica a mutação. C, Produtos 
de PCR correspondentes ao transcrito 1 do gene UBE2A de II-2 e III-2, após digestão com a 
enzima de restrição PvuII. Como a mutação abole o sítio de restrição, o produto não 
digerido é observado em III-2 (570 pb), homem afetado; em sua mãe, II-2, o produto não 
digerido não foi detectado, indicando a expressão apenas do alelo normal.  
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 II.4.3 Expressão dos transcritos de Ube2A em tecidos de camundongos 

 

 Camundongos selvagens - linhagem SWISS 

  

 A partir de amostras de cDNA de tecidos embrionários de camundongo, 

obtivemos amplificação de segmentos de dois transcritos do gene Ube2A, 

correspondentes aos transcritos 1 e 3 do ortólogo humano (Figura II.8 A e B). O 

sequenciamento desses fragmentos confirmou tratar-se de transcritos de Ube2A. O 

fragmento de aproximadamente 300 pb, amplificado a partir de amostra de cDNA 

de estômago (Figura II.8 A, faixa 5), foi sequenciado e correspondia a transcrito do 

gene Wdr22 localizado no cromossomo 12 do camundongo. Não encontramos 

evidências da presença de transcrito correspondente ao transcrito 2 humano.  

Assim como observado para os tecidos embrionários de camundongo, apenas 

segmentos de dois transcritos do gene Ube2A, correspondentes aos transcritos 1 e 3 

do ortólogo humano, foram amplificados a partir de amostras de cDNA de tecidos 

de camundongos adultos (Figura II.9).  
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Figura II.8 Produtos da amplificação de parte da região codificadora dos transcritos do 
gene Ube2A, a partir de cDNA de tecidos embrionários de camundongos. A, segmento 
correspondente ao transcrito 1 de Ube2A - bandas de 528 pb. B, segmento do transcrito 
alternativo de Ube2A, correspondente ao transcrito 3 humano – banda de 363 pb. 
 

 

 

Figura II.9 Produtos da amplificação de parte da região codificadora dos transcritos do 
gene Ube2A, a partir de cDNA de tecidos de camundongos adultos. A, segmento 
correspondente ao transcrito 1 de Ube2A - bandas de 528 pb. B, segmento do transcrito 
alternativo de Ube2A, correspondente ao transcrito 3 humano – banda de 363 pb. 
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 Camundongos nocautes quanto ao gene Ube2A 

 

  O processo de geração do camundongo nocaute quanto ao gene Ube2A foi 

realizado por recombinação homóloga em que o cassete de neomicina foi inserido 

no éxon 1 do gene (Roest e col., 2004; Figura II.10 A). Dessa maneira, essa 

construção não eliminaria a produção do transcrito correspondente ao transcrito 3 

humano, que utiliza uma 5’ UTR alternativa localizada no íntron 3 (Figura II.10 B). 

Para verificar a presença dos transcritos de Ube2A nesses camundongos, 

amplificamos parte da região codificadora dos transcritos do gene Ube2A a partir 

de cDNA obtido de cérebro de camundongos machos e fêmeas, selvagens e 

nocautes quanto ao gene Ube2A. Nos animais selvagens, ambos os transcritos 

foram amplificados (Figura II.10 C). Nos animais nocautes, apenas o transcrito 

correspondente ao transcrito 3 humano foi detectado (Figura II.10 C). A presença 

do cassete de neomicina realmente não eliminou a produção desse transcrito.   

 Como não há um fenótipo alterado evidente, físico ou comportamental no 

camundongo nocaute, avaliamos, pela técnica de Western blotting, se a ausência da 

proteína Ube2A seria compensada por uma maior quantidade da paráloga Ube2B 

nesses animais. Para isso, utilizamos os anticorpos anti-Rad6 e anti-Rad6B 

específico, ambos produzidos pela equipe do Centro Médico da Universidade 

Erasmus (Rotterdam, Holanda).  Foram comparadas as quantidades das parálogas 

em cérebro de machos e fêmeas selvagens e nocautes quanto Ube2A e de fêmeas 

heterozigotas (Figura II.11). Comparamos ainda a quantidade das parálogas em 

testículo, coração, baço, fígado, rim e cérebro de um macho selvagem e um macho 

nocaute (Figura II.12). Quando utilizamos o anticorpo anti-RAD6, capaz de 

detectar ambas as parálogas, observamos que a intensidade da banda foi inferior 

nos animais nocaute (Figura II.11 e II.12), exceto em testículos, tecido em que já foi 

demonstrado que a expressão de Ube2B é preferencial  (Roest e col., 1996; Roest e 

col., 2004). A utilização do anticorpo específico para Ube2B (anti-Rad6B) 

evidenciou bandas semelhantes em todos os animais avaliados. Dessa maneira, 

não há indicação de que a ausência de Ube2A seja compensada por aumento na 

quantidade da paráloga Ube2b.  
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Figura II.11 Western blotting anti-RAD6 e anti-RAD6B dos extratos protéicos de cérebro de 
camundongos machos e fêmeas selvagens (+/Y ou +/+), fêmeas heterozigotas (+/-) e 
machos e fêmeas nocaute (-/Y e -/-) quanto ao gene Ube2A. A β-actina foi utilizada como 
controle interno.  O anti-RAD6, que detecta Ube2A e Ube2B, evidenciou uma banda de 
menor intensidade nos animais nocautes (indicados pelas setas). O anti-RAD6B, específico 
para Ube2B, não revelou diferenças de intensidade das bandas entre os animais.  Não há, 
portanto, indicação de que a ausência de Ube2A seja compensada por aumento na 
quantidade da paráloga Ube2B em cérebro.    
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Figura II.12 Western blotting anti-RAD6 e anti-RAD6B dos extratos protéicos de testículo, 
coração, baço, fígado, rim e cérebro de camundongos macho selvagem (+/Y) e macho 
nocaute (-/Y) quanto ao gene Ube2A. A β-actina foi utilizada como controle interno. Como 
observado em cérebro (Figura II.11), na ausência de Ube2A não ocorre aumento na 
quantidade da paráloga Ube2B nesses tecidos. 
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II.5 Discussão 

 

 Como a maioria dos genes do cromossomo X já relacionados com DM, o 

gene UBE2A não parece ser responsável por parcela significativa de casos de DM. 

Novas mutações em UBE2A não foram detectadas na triagem que fizemos em 23 

famílias em que a DM já havia sido mapeada em intervalos que continham o gene 

e em um caso isolado de DM sindrômica que se assemelhava clinicamente aos 

nossos pacientes portadores da mutação em UBE2A. A semelhança clínica desse 

paciente é sugestiva de que a mutação responsável pelo seu quadro clínico afete a 

mesma via celular.    

 O sequenciamento em larga escala de aproximadamente 700 genes do 

cromossomo X de cerca de 200 indivíduos com DM de herança ligada ao X 

contribuiu para a identificação de nove novos genes do X relacionados a DM 

(Tarpey e col., 2009). Cerca de 75% das famílias avaliadas, entretanto, 

permaneceram sem diagnóstico, sugerindo a importância de regiões regulatórias. 

Dentre as mutações identificadas, duas foram em UBE2A. A primeira dessas 

alterações consiste na troca de uma citosina por uma timina na posição 215 da 

região codificadora do gene (c.215C→T) e resulta na troca do códon TTT, que 

codifica o aminoácido fenilalanina, pelo códon TCT, que codifica serina (F72S). A 

segunda delas, a substituição de uma citosina por uma guanina na posição 328 da 

região codificadora (c.328C→G), resulta na troca do códon CAG que codifica 

glutamina pelo códon GAG, que codifica ácido glutâmico (Q110E). Não foram 

fornecidas informações referentes ao quadro clínico dos indivíduos portadores 

dessas alterações e também não foi esclarecido porque apenas a alteração F72S foi 

considerada como possivelmente patogênica. Ambas nos parecem significativas: 

os resíduos de aminoácidos F72 e Q110 são altamente conservados, estão 

localizados próximos aos sítios de ligação com a molécula de ubiquitina (C80: 

resíduo de cisteína na posição 80) e de fosforilação (S120: resíduo de serina na 

posição 120), e foram substituídos por aminoácidos de cadeias laterais 

bioquimicamente distintas. Enquanto a fenilalanina apresenta um radical apolar, a 

serina apresenta um radical polar neutro. A glutamina, por sua vez, apresenta 
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cadeia lateral polar neutra e foi substituída pelo ácido glutâmico, aminoácido de 

cadeia lateral polar, mas carregada negativamente em pH fisiológico. Avaliamos o 

efeito dessas mutações na função da proteína in vitro e ambas parecem prejudicar 

a atividade da enzima. Os resultados desses ensaios estão apresentados no 

Capítulo III.  

 Um dado surpreendente revelado pelo trabalho de Tarpey e col. (2009) foi 

que, dos 30 genes em que as mutações resultavam em códon de parada prematura, 

apenas em oito as alterações puderam ser consideradas responsáveis pelo quadro 

de DM dos portadores: eram genes já relacionados com DM e as mutações 

segregavam nas famílias com a DM. Nos demais casos, essas variantes nonsense 

não segregavam com o quadro de DM ou foram encontradas também na amostra 

controle. Os autores concluem que portar variantes nonsense de certos genes, 

mesmo em hemizigose, é compatível com o desenvolvimento intelectual normal 

em humanos.  

 Consultas nos bancos de dados do NCBI nos permitiram verificar que, dos 

22 genes em que mutações nonsense não foram relacionadas por Tarpey e col. 

(2009) ao quadro de DM de seus portadores, dois - IL9R e GTPB6 - estão 

localizados na região pseudoautossômica, havendo, portanto, uma cópia normal 

do gene nos homens portadores dessas mutações. Outros dois genes, MAP7D3 e 

RPL9P7, são classificados como pseudogenes. Sete dos restantes não são expressos 

no cérebro (ITIH5L, SSX6, SYTL5, ZCCHC3, MAP3K15, VSIG4 e SAGE1): dos 91 

genes do cromossomo X até hoje identificados como causa de DM, incluindo 

UBE2A e os identificados por Tarpey e col. (2009), todos, exceto um, se expressam 

em cérebro. A exceção é o gene OTC que, quando mutado, produz alteração no 

ciclo da uréia, fazendo com que os portadores apresentem níveis elevados de 

amônia no sangue e como consequência, ocorrem alterações fisiológicas que 

afetam, entre outros, o sistema nervoso central. A DM, entretanto, não está 

presente em todos os portadores de mutações em OTC (Rozen e col., 1985; 

Maddalena e col., 1988a; Maddalena e col., 1988b; Matsuda e col., 1991). Outros 

três genes, em que foram encontradas mutações nonsense por Tarpey e col. (2009), 

expressam-se em níveis relativamente baixos no cérebro e sua expressão é 
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predominante em testículo (ATXN3L, FAM47B e ARSF) ou próstata e rim (ARSF). 

Já os genes UBE2NL, MAGEE2, BEX4, P2RY4 e ZNF183 e o pseudogene RPL9P7 

apresentam éxons únicos, estrutura que sugere que sejam cópias geradas por 

retrotransposição; segundo os próprios autores, essas cópias estariam sendo 

excluídas do genoma humano pela aquisição de mutações que levam a perda de 

função.  O gene UBE2NL e o pseudogene RPL9P7 apresentam cópias com elevada 

identidade em outras regiões do genoma e não seriam essenciais. No gene UPS9X, 

a mutação nonsense detectada em afetado não foi encontrada na população 

controle, porém a não disponibilidade de amostras para avaliar a segregação da 

mutação na família faz com que ela permaneça inconclusiva quanto aos efeitos 

clínicos. Por fim, as mutações nonsense nos genes DPR2 e SALT1 foram 

encontradas em apenas um dos membros afetados das famílias e não foram 

detectadas entre os controles; existe a possibilidade de que essas mutações sejam a 

causa da DM em seus portadores e outra mutação no cromossomo X constitua a 

causa da DM dos demais afetados na família.  

   Os dados de Tarpey e col. (2009) reafirmam a necessidade de estudos 

funcionais que caracterizem o padrão de expressão dos genes e o efeito de 

mutações encontradas, inclusive em casos em que a mutação leva à síntese de uma 

proteína truncada. 

 A mutação que descrevemos no gene UBE2A foi a primeira em uma 

conjugase de ubiquitina relacionada a uma patologia em humanos. Resulta na 

síntese de uma proteína truncada, porém o mecanismo celular que leva à 

síndrome associada não está claro. Diferentemente dos genes identificados por 

Tarpey e col. (2009), em que mutações que levam a proteínas truncadas não foram 

consideradas patogênicas, a mutação que identificamos segrega com a síndrome e 

as mulheres portadoras obrigatórias apresentam desvio total de inativação do 

cromossomo X. Ainda, a irmã de um dos afetados, que não é portadora da 

mutação, apresenta padrão aleatório de inativação do cromossomo X. A mutação 

c.382C→T localiza-se no éxon 6 do gene, comum a todos os transcritos, de forma 

que, no caso de eles codificarem proteínas funcionais, a mutação comprometeria 

três proteínas, e não apenas uma. Além disso, a mutação elimina um segmento 
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altamente conservado da proteína. Em conjunto, esses dados apóiam a hipótese de 

patogenicidade da mutação. 

Demonstramos que os três transcritos de UBE2A são expressos em 

leucócitos, pré-adipócitos, placenta, córtex cerebral e hipocampo humanos. Os três 

transcritos foram também detectados nas células de sangue e pré-adipócitos do 

indivíduo III-2, portador da mutação c.382C→T e afetado pela síndrome de DM. 

Conforme esperado, a mutação nonsense no último éxon, não desencadeou o 

mecanismo de NMD do RNA mutado.   

A presença do RNA indica que há síntese da proteína UBE2A mutada. 

Entretanto, ela não foi detectada em amostra de leucócitos do paciente, mas estava 

presente em pré-adipócitos, porém em quantidade inferior à da paráloga UBE2B, 

quando os bancos de dados apontam para um padrão similar de expressão de 

ambos os genes, tanto em sangue quanto em tecido adiposo. O resultado não 

parece ser devido a uma menor afinidade do anticorpo anti-RAD6 (Abcam) pela 

isoforma mutada, pois este foi produzido após imunização de coelhos com a 

porção N-terminal de UBE2A, região não afetada pela presença da mutação. A 

baixa quantidade da proteína poderia ser devida a alteração no processo de síntese 

ou à degradação pós-tradução. Alterações na sequência do RNA podem alterar 

sua estrutura secundária e dessa maneira influenciar o processo de tradução. Já foi 

demonstrado, em E.coli, que alterações da sequência de RNA após o códon de 

início podem afetar a eficiência de tradução por alterar o acesso do ribossomo (Seo 

e col., 2009). A degradação de proteínas mal dobradas e não funcionais é processo 

conhecido que evita a formação de agregados ou interações que possam prejudicar 

outros componentes celulares (revisão em Goldberg, 2003). Algumas proteínas do 

tipo chaperonas reconhecem características comuns a polipeptídeos mal dobrados 

e tentam auxiliar no dobramento correto. A proteína que não for recuperada pode 

ser degradada via o sistema ubiquitina-proteassoma (revisão em McDounough & 

Patterson, 2003). Nossos dados não nos permitem decidir por um desses 

mecanismos. Mas, diante da presença de apenas uma pequena quantidade da 

isoforma mutada nas células do paciente, podemos concluir que a mutação leva à 

perda de função de UBE2A.  
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As proteínas codificadas pelos transcritos alternativos não foram detectadas 

nos extratos protéicos em todas as amostras analisadas. Esse resultado pode ser 

devido à inespecificidade de anti-RAD6 ou por essas isoformas representarem 

pequena parcela do pool de proteínas da célula. Como as isoformas 2 e 3 não 

possuem segmentos da porção N-terminal de UBE2A, é possível que o anticorpo 

não seja capaz de detectá-las. No caso de as proteínas estarem pouco 

representadas na célula, experimentos de co-imunoprecipitação, atualmente em 

fase de padronização, auxiliariam na identificação dessas isoformas nos extratos 

protéicos.  Entretanto, para a detecção de todas as isoformas de UBE2A seria 

necessário anticorpo que reconhecesse a porção C-terminal de UBE2A. A 

expressão in vitro das isoformas permitiria a produção de um anticorpo capaz de 

detectá-las. Os ensaios de superexpressão e produção do anticorpo estão 

detalhados no capítulo seguinte. 

   A expressão de apenas o alelo normal de UBE2A em leucócitos de mulher 

portadora da mutação constitui evidência apontando para o efeito deletério da 

mutação. O desvio de inativação que observamos resulta de vantagem 

proliferativa das células que inativaram o alelo mutado.  O mecanismo pelo qual a 

mutação afeta a via de UBE2A permanece interrogado. A reduzida quantidade da 

proteína mutada nas células do paciente indica que há perda de função de UBE2A. 

Entretanto não podemos deixar de levar em consideração que a síntese da proteína 

mutada ocorre e que o processo de degradação dessa proteína pode prejudicar a 

homeostase celular e contribuir para o estabelecimento do quadro. 

 Recentemente, foram publicados dois trabalhos associando novas alterações 

em UBE2A a quadro de DM.  Honda e col. (2010) descreveram uma microdeleção 

em Xq24 que inclui UBE2A e outros oito genes, em um menino com DM e 

características também presentes em nossos pacientes (Tabela II.6). Budny e col. 

(2010) descreveram mutações em UBE2A em duas famílias em que segregava 

quadro de DM sindrômica semelhante ao que descrevemos. A primeira família 

apresentava cinco indivíduos afetados do sexo masculino, distribuídos em três 

gerações e aparentados por suas mães fenotipicamente normais. A análise de 59 

marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide Polimorphism) permitiu definir um 
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segmento candidato entre Xq23-q26.1. O sequenciamento do gene UBE2A revelou 

a substituição de uma guanina por uma adenina na posição 67 da região 

codificadora do gene (c.67G→A), segregando com a doença. Essa mutação resulta 

na troca da glicina, localizada na posição 23 da proteína, por uma arginina (G23R). 

As características clínicas de quatro dos afetados portadores da mutação c.67G→A 

estão descritas na Tabela II.7. O quinto menino foi examinado uma única vez com 

apenas três semanas de vida. Durante o período gestacional, a presença de rins 

duplicados à esquerda foi observada em exame de ultrassonografia e confirmada 

após o nascimento; entretanto, características neurológicas e dismórficas não 

foram detectadas no período neonatal. Três das cinco portadoras obrigatórias 

analisadas apresentavam padrão de inativação do X desviado. As outras duas 

portadoras não eram informativas quanto aos loci AR e FMR1, o que impediu a 

avaliação do padrão de inativação do cromossomo X. A segunda família 

apresentava dois afetados em duas gerações e foi testada quanto a mutações em 

UBE2A dada a semelhança clínica dos afetados com nossos pacientes (Tabela II.7). 

O sequenciamento de UBE2A revelou a substituição de uma guanina por uma 

adenina na posição 32 da região codificadora do gene (c.32G→A), que resulta na 

troca do aminoácido arginina, localizado na posição 11, pelo aminoácido 

glutamina (R11Q). Por comunicação pessoal de Arjan de Brouwer (Departamento 

de Genética Humana da Universidade Radboud, Nijmegen, Holanda), soubemos 

da existência de três outras microdeleções de segmentos do cromossomo X que 

incluem UBE2A, em pacientes do sexo masculino, não aparentados. Fomos 

informados que, além de UBE2A, outros seis genes são comuns a todos os 

segmentos deletados (LOC100303728, SLC25A43, SLC25A5, CXorf56, NKRF e U1). 

 Comparamos as características clínicas de nossos pacientes com as dos 

portadores das microdeleções em Xq24 (Tabela II.6) e com aquelas dos portadores 

de mutações missense em UBE2A (Tabela II.7).  A DM grave e o comprometimento 

significativo ou ausência de fala são comuns a todos. Nos nossos dois pacientes e 

no portador de deleção, em que foi realizado exame de ressonância magnética, 

observou-se hipodensidade de substância branca. Dentre as características 

investigadas em pelo menos metade dos pacientes e presentes em 50% ou mais 
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dos portadores da mutação c.382C→T, dos portadores de microdeleção de Xq24 e 

dos portadores de mutações missense (c.67G→A e c.32G→A) estão: baixa estatura, 

sinófris, boca grande e lábios finos com comissuras voltadas para baixo, pescoço 

curto e largo, implantação baixa de cabelos na nuca, mamilos espaçados, pênis 

pequeno, hirsutismo generalizado e a ocorrência de convulsões. A onicodistrofia 

parece ocorrer após a puberdade.    

 Algumas características são observadas apenas nos pacientes com 

microdeleções em Xq24 (microcefalia, defeitos cardíacos, catarata, surdez e 

criptorquidismo) e podem, portanto, resultar da perda de outros genes localizados 

no segmento ausente. De fato, um lócus em Xq24 já foi associado a catarata (Craig 

e col., 2008). Enquanto a microcefalia aparece em dois dos três portadores de 

microdeleções avaliados, a macrocefalia parece predominar no grupo em que 

ocorrem as mutações de ponto. As diferenças fenotípicas podem também ser 

consequência do fato de que nos pacientes portadores da mutação nonsense 

(Nascimento e col., 2006) e nos portadores das mutações missense (Budny e col., 

2010) há síntese da proteína – podendo haver função residual ou ganho de função 

- enquanto as microdeleções resultam em ausência da proteína.  

 Defeitos do trato urinário aparecem em um dos portadores de microdeleção 

(rins duplicados bilaterais) (de Brouwer e col., dados não publicados) e em dois 

portadores da mutação c.67G→A (rim em ferradura e rim duplicado unilateral) 

(Budny e col., 2010). Essas observações sugerem que o trato urinário deve ser 

avaliado em portadores de alterações que envolvam UBE2A. 

 A mutação c.382C→T que descrevemos e as microdeleções que contém 

UBE2A comprometem os três transcritos de UBE2A, enquanto as mutações 

missense descritas por Budny e col., (2010) afetam apenas os transcritos 1 e 2. 

Nossas análises revelaram, em camundongos, dois transcritos de Ube2A e não 

apenas um, conforme as informações dos bancos de dados pesquisados. O 

segundo transcrito do gene Ube2A de camundongo detectado corresponde ao 

transcrito 3 humano, fato que sugere a importância do processamento alternativo 

para a função UBE2A, seja no processo de regulação da expressão do gene ou por 

codificar uma isoforma funcional. A caracterização funcional da proteína 
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codificada por esse transcrito torna-se importante, já que, no caso de essa isoforma 

compartilhar funções com a isoforma 1, o animal nocaute precisa ser reavaliado, 

uma vez que ele sintetiza esse transcrito alternativo. Além da ausência de um 

fenótipo físico ou comportamental evidente, não foram detectadas alterações de 

tamanho do cérebro, ou presença de defeitos cardíacos e anomalias do trato 

urogenital nos camundongos nocautes quanto ao gene Ube2A avaliados 

anteriormente por Roest e col. (2004) (Dr. Willy Baarends, comunicação pessoal), 

nem tampouco naqueles avaliados por mim, no Centro Médico da Erasmus 

University. Observamos ainda, que, nesses animais, a ausência da proteína Ube2A 

não é compensada por aumento na quantidade da paráloga Ube2B. 

 Fica, portanto, evidente que, em humanos, o comprometimento da função 

de UBE2A resulta em síndrome de DM. A caracterização do efeito das mutações 

de ponto na função das isoformas de UBE2A pode ajudar a elucidar os 

mecanismos que levam ao estabelecimento do quadro e determinar se o 

camundongo nocaute é um bom modelo para estudo do papel de UBE2A no 

neurodesenvolvimento. 

  Parte dos resultados aqui apresentados referentes à triagem de mutações 

em UBE2A foi publicada juntamente com a descrição da síndrome, mapeamento e 

identificação da mutação no gene UBE2A no volume 79 do periódico American 

Journal of Human Genetics, em 2006 (Nascimento e col., 2006). 
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Tabela II.6  Características clínicas associadas à DM nos pacientes portadores da mutação c.382C→T em UBE2A (Nascimento e col., 2006) e em 

pacientes portadores de microdeleções em Xq24 que incluem UBE2A (Honda e col., 2010 e de Brouwer e col., comunicação pessoal). 

 

Nascimento e col., 2006 
c.382C→T 

   Honda e col., 2010 
Microdeleção - 

Xq24 

 de Brouwer e col., comunicação pessoal 
Microdeleções - Xq24 

 

II-3 III-2 III-3  Freq.  Paciente japonês Paciente 
holandês 

Paciente 
americano 

Paciente 
Irlandês 

 Freq. 

Idade ao exame (anos) 46 7/12 19 11/12 5 4/12    4 10/12  3 NI 9   

Peso aumentado ao nascer (percentil) 50
o
 90

o
 – 97

o
 > 97

o
  1/3  85

o
  50º NI 50º  0/3 

Baixa estatura (percentil  ≤ 25) < 3
o
 10

o
 – 25

o
 10

o
  3/3  10

o
  25º NI 50º  2/3 

Peso aumentado (percentil) > 97
o
 90

o
 > 97

o
  3/3  10

o
  50º NI 50º  0/3 

Perímetro cefálico (percentil) > 98
o 
 > 98

o 
 50

o
   2/3 >98

o
   5

o
  < 3

o
 NI 50

o
  2/3 ≤ 3

o
 

Redemoinhos + + +  3/3  +  - - -  1/4 

Face alargada - + +  2/3  +  - - +  2/4 

Hipoplasia do maciço médio da face - + +  2/3  +  + - +  3/4 

Sinófris + + +  3/3  +  + - +  3/4 

Fendas palpebrais voltadas para cima + + +  3/3  +  - - +  2/4 

Hipertelorismo ocular  - + -  1/3  +  + + +  4/4 

Ponte nasal baixa - + +  2/3  +  + + +  4/4 

Pescoço curto e largo + + +  3/3  +  + - +  3/4 

Boca grande e lábios finos e 

comissuras voltadas para baixo                                            

 

+ 

 

+ 

 

+ 

  

3/3 

  

+ 

  

+ 

 

- 

 

+ 

  

3/4 

Implantação baixa de cabelos na nuca + + +  3/3  +  NI
3 

- +  2/3 

Mamilos espaçados + + +  3/3  +  + - -  2/4 

Pênis pequeno + + +  3/3  +  + - +  3/4 

Pés pequenos, planos, com edema de 

dorso 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

  

3/3 

  

+ 

  

- 

 

NI
3
 

 

+ 

  

2/3 

Onicodistrofia
1 

+ + -  2/3  -  - - -  0/4 

Aparência mixedematóide  + + +  3/3  +  - - -  1/4 

Pele seca + + +  3/3  +  + - -  2/4 

9
1
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Tabela II.6  Continuação Nascimento e col., 2006 
c.382C→T 

  Honda e col., 2010 
Microdeleção -

Xq24 

 de Brouwer e col., comunicação pessoal 
Microdeleções - Xq24  

 

 II-3 III-2 III-3  Freq.  Paciente japonês  Paciente 
holandês 

Paciente 
Americano 

Paciente 
Irlandês 

 Freq. 

Hirsutismo generalizado  + + +  3/3  +  - - +  2/4 

Convulsões + + +  3/3  +  +  + +  4/4 

Comprometimento/ ausência de fala + +  +   3/3  +   +  + +  4/4 

Substância branca hipodensa
2
 NE

4
 + +  2/2  +

 
 + NE

4
 NE

4 
 2/2 

 

Características adicionais às 
descritas por Nascimento e col., 2006 

             

Hipoplasia cerebelar - - -  0/3  -  - + -  1/4 

Implantação proximal do polegar - - -  0/3  +  NI
3 

NI
3 

NI
3 

 1/1 

Anomalias de trato urinário - - -  0/3  -  - + (Rins 

duplicados 

bilateralmente) 

-  1/4 

Criptorquidia - - -  0/3  -  + +  -  2/4 

Infecções recorrentes - - -  0/3  -  - + -  1/4 

Catarata - - -  0/3  -  - + -  1/4 

Surdez - - -  0/3  -  - + -  1/4 

Defeito cardíaco - - -  0/3  +  + + -  3/4 

Hipoglicemia NE
4
 NE

4
 NE

4
  ?  NI

3 
 + NE

4 
-  1/2 

Hipogamaglobulinemia NE
4
 NE

4
 NE

4 
 ?  NI

3 
 - NE

4 
+  1/2 

              

              

             

             

1 
após a puberdade, 

2 
IRM de cérebro, 

3 
NI=não informado, 

4 
NE = não examinado  

 

9
2
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 Tabela II.7 Características clínicas associadas à DM nos pacientes portadores da mutação c.382C→T em UBE2A (Nascimento e col., 2006) e em 

pacientes portadores de mutações missense em UBE2A (Budny e col., 2010). 

 
Nascimento e col., 2006 

c.382C→T (Q128X) 

     Budny e col., 2010  

Família I 
c.67G→A (G23R) 

Família II 
c.32G→A 

(R11Q) 

II-3  III-2 III-3  Freq.  V-2 IV-13 III-12 IV-3  II-3  Freq. 

Idade ao exame (anos) 46 7/12 19 11/12 5 4/12    7 6/12 21 43 29 43 6/12   

Peso aumentado ao nascer (percentil) 50
o
 90

o
 – 97

o
 > 97

o
  1/3  25º-50º > 97

o
 NI 25º-50º     

Baixa estatura (percentil  ≤ 25) < 3
o
 10

o
 – 25

o
 10

o
  3/3  10º-25º <3º <<3º <<3º  3º-10º  5/5 

Peso aumentado (percentil) > 97
o
 90

o
 > 97

o
  3/3  90º-97º >>97º 75º-90º 25º-50º  75º-90º  4/5 

Perímetro cefálico (percentil) > 98
o 
 > 98

o 
 50

o
   2/3 >98

o
   75

o
 90

o
 > 97

o 
 90

 o 
- 97

o
  90

o
  4/5 ≥ 90

o
 

Redemoinhos + + +  3/3  - - + +  +  3/5 

Face alargada - + +  2/3  NI NI NI NI  NI  - 

Hipoplasia do maciço médio da face - + +  2/3  NI NI NI NI  NI  - 

Sinófris + + +  3/3  + + + +  +  5/5 

Fendas palpebrais voltadas para cima + + +  3/3  - - - -  -  0/5 

Hipertelorismo ocular  - + -  1/3  - - - -  -  0/5 

Ponte nasal baixa - + +  2/3  - + - -  -  1/5 

Pescoço curto e largo + + +  3/3  - + + -  +  3/5 

Boca grande e lábios finos e 

comissuras voltadas para baixo                                            

 

+ 

 

+ 

 

+ 

  

3/3 

  

+ 

 

+ 

 

+ 

 

- 

  

+ 

  

4/5 

Implantação baixa de cabelos na nuca + + +  3/3  - + + -  +  4/5 

Mamilos espaçados + + +  3/3  + + + -  +  4/5 

Pênis pequeno + + +  3/3  - + + +  +  4/5 

Pés pequenos, planos, com edema de 

dorso 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

  

3/3 

  

- 

 

- 

 

- 

 

- 

  

- 

  

0/5 

Onicodistrofia
1 

+ + -  2/3  + - + -  -  2/5 

Aparência mixedematóide  + + +  3/3  + + + -  +  4/5 

 

 

              

9
3
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Tabela II.7 continuação Nascimento e col., 2006 
c.382C→T (Q128X) 

                                             Budny e col., 2010     

Família I 
c.67G→A  (G23R)                                           

Família II 
c.32G→A 

(R11Q) 

 II-3 III-2 III-3  Freq.  V-2 IV-13 III-12 IV-3  II-3  Freq. 

Pele seca + + +  3/3  - - - -  -  0/5 

Hirsutismo + + +  3/3  + + + -  +  4/5 

Substância branca hipodensa
2
 NE

4
 + +    NE

4
 NE

4
 NE

4
 NE

4
  NE

4
  - 

Convulsões + + +  3/3  + + - +  -  3/5 

Comprometimento da fala + + +  3/3  + + + +  +  5/5 

 

 

              

Características adicionais às 
descritas por Nascimento e col., 2006 

              

Hipoplasia cerebelar - - -       0/3 - - - - - - 

Implantação proximal do polegar - - -  0/3  - - - -  -  - 

Anomalias de trato urinário - - -  0/3  Rim em 

ferradura 

- - -  -   

1/5 

Criptorquidia - - -  0/3  - - - -  -  0/5 

Infecções recorrentes - - -  0/3  - - - -  -  0/5 

Catarata - - -  0/3  - - - -  -  0/5 

Surdez - - -  0/3  - - - -  -  0/5 

Defeito cardíaco  - - -  0/3  - - - -  -  0/5 

Hipoglicemia NE
4
 NE

4
 NE

4
  ?  NE

4
 NE

4
 NE

4
 NE

4
  NE

4
  ? 

Hipogamaglobulinemia NE
4
 NE

4
 NE

4 
 ?  NE

4
 NE

4
 NE

4
 NE

4
  NE

4
  ? 

1 após a puberdade, 2 IRM de cérebro, 3 NI=não informado, 4 NE = não examinado  

 

9
4
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III. 1 Introdução 

  

A via de ubiquitinação de proteínas é uma rede intrincada de proteínas 

dedicadas a ubiquitinar proteínas-alvo e dessa maneira controlar diversos 

processos celulares. Alterações em seus componentes já foram relacionadas com 

diversas doenças humanas (revisão em Jiang & Beauted, 2004) e evidências 

apontam para sua importância no sistema nervoso (revisão em Lehman, 2009). A 

presença de inclusões neuronais ubiquitina-positivas é característica comum em 

diversas doenças neurodegenerativas (Lowe e col., 1988; Shimura e col., 1999) e 

mutações em genes da via foram identificadas como causas de quadros que 

incluem a deficiência mental (DM), indicando sua importância também no 

neurodesenvolvimento (Kishino e col., 1997; Matsuura e col., 1997, Quaderi e col., 

1997, Zenker e col., 2005, Nascimento e col., 2006, Tarpey e col., 2007, Zou e col., 

2007). Entretanto, a relação causal entre alterações nessa via e a DM ainda não está 

clara. 

 A identificação da mutação c.382C→T em UBE2A como causa de síndrome 

de deficiência mental (Nascimento e col., 2006) abriu novos caminhos de 

investigação.  A mutação gera um códon de parada prematuro UAG (Q128X) que 

elimina os últimos 25 aminoácidos da proteína UBE2A. O segmento ausente é 

altamente conservado entre proteínas ortólogas. UBE2A é um dos ortólogos 

humanos do gene RAD6/UBC2 de Saccharomyces cerevisiae (Koken e col., 1991). A 

função de RAD6 foi caracterizada nesse organismo: atua como conjugase de 

ubiquitina ou E2 (Jentsch e col., 1987), enzima que participa do passo 

intermediário no processo de ubiquitinação de proteínas, detalhado no Capítulo I.  

A elevada conservação em eucariontes permitiu a clonagem de dois genes 

ortólogos humanos: UBE2A, localizado no cromossomo X (Xq24), e UBE2B, 

localizado no cromossomo 5 (5q23-31) (Koken e col., 1992), duplicação comum aos 

mamíferos, com uma das cópias sempre no cromossomo X. Ambos os parálogos 

humanos codificam proteínas de 152 aminoácidos, que são estrutural e 

funcionalmente conservadas e compartilham 96% de identidade de aminoácidos. 
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Ambas são capazes de complementar os fenótipos de sensibilidade a ultravioleta 

apresentado pela linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae (Koken e col., 1991).  

 Roest e col., (2004) demonstraram que camundongos duplo-nocautes 

quanto aos genes parálogos Ube2A e Ube2B (fêmeas Ube2A-/-/Ube2B-/- e machos 

Ube2A-/Y/Ube2B-/-) não são viáveis, indicando que as proteínas são cruciais para o 

desenvolvimento. Camundongos machos e fêmeas nocautes quanto a Ube2A ou 

Ube2B são ambos viáveis, mas apresentam alterações em seus processos 

reprodutivos: enquanto as fêmeas nocautes quanto ao gene Ube2A são inférteis 

(Roest e col., 2004), machos nocautes quanto a Ube2B são estéreis (Roest e col., 

1996). Os autores justificam o fenótipo leve apresentado pelos camundongos 

nocautes Ube2A ou Ube2B, em contraste com o fenótipo marcante apresentado pela 

linhagem de levedura ∆rad6, pela presença do gene parálogo. Dados que 

apresentamos no Capítulo II revelam que, nos animais nocautes, a ausência de 

Ube2A não é compensada por aumento na quantidade de Ube2B. Embora a 

cognição não tenha sido avaliada nos camundongos nocautes, a manifestação de 

sinais clínicos associados a mutação em UBE2A recoloca a questão da redundância 

funcional entre as parálogas humanas. UBE2A representa a maior parcela das 

homólogas humanas de RAD6 em células Hela (Kim e col., 2009). O fato de 

UBE2A (mas não UBE2B) ter transcritos alternativos em humanos também sugere 

diferenças funcionais. Análises de expressão, apresentadas no Capítulo II, revelam 

que, embora o transcrito 1 seja o mais abundante, os três transcritos parecem ser 

ubiquamente expressos. A mutação c.382C→T, localizada no éxon 6 do gene, afeta 

os três transcritos de UBE2A cujas presenças confirmamos nas células de um dos 

nossos pacientes. A identificação de transcrito alternativo correspondente ao 

transcrito 3 humano em camundongos, inclusive nos animais nocautes quanto ao 

gene Ube2A, aponta para a necessidade de estudos funcionais que caracterizem a 

presença e as funções das proteínas codificadas pelos transcritos alternativos. 

 O fato de a proteína mutada ser encontrada em baixas quantidades nas 

células do paciente (dados apresentados no Capítulo II) sugere, num primeiro 

momento, que o quadro seja devido à perda de função de UBE2A. Dessa maneira, 

a presença da paráloga UBE2B não seria suficiente para compensar a ausência de 



106 

 

 

UBE2A, seja por dependência de dose ou funções específicas das parálogas. Existe, 

entretanto, a possibilidade de que o processo que leva à degradação da proteína 

UBE2A mutada resulte em desequilíbrio do funcionamento normal da célula, 

caracterizando um ganho de função. O quadro clínico poderia, ainda, ser 

influenciado pela perda de função das proteínas codificadas pelos transcritos 

alternativos exclusivos de UBE2A.  

 Conforme mostramos no Capítulo II, as proteínas codificadas pelos 

transcritos alternativos 2 e 3 de UBE2A não foram detectadas após Western blotting 

dos extratos protéicos de leucócitos e pré-adipócitos humanos. A menor afinidade 

dos anticorpos comerciais (produzidos a partir da isoforma 1 ou de parte dela) por 

essas isoformas pode ser uma explicação. Por outro lado, as isoformas podem 

ainda representar pequena parcela das proteínas celulares e não terem sido 

detectadas pela técnica de Western blotting. 

 A complexidade do processo de ubiquitinação de proteínas somada à 

presença da proteína paráloga dificulta a avaliação dos efeitos da alteração ou 

ausência de uma das isoformas em modelos de mamíferos. Sabe-se que as 

conjugases de ubiquitina parecem exercer papel importante no desenvolvimento 

neuronal. O tratamento de células de feocromocitoma de ratos (PC12) com fator de 

crescimento neuronal (NGF) resulta no crescimento de neuritos, acompanhado de 

aumento da atividade de enzimas conjugadoras de ubiquitina e dos níveis de 

conjugados proteína-ubiquitina. Ainda, o tratamento dessas células com NGF 

concomitantemente com a inibição parcial do mRNA de UBE2B resulta na 

diminuição, em cerca de 25%, do comprimento dos neuritos (Kavakebi e col., 

2005). Essa observação sugere que, de maneira similar, a presença da mutação em 

UBE2A possa afetar o mesmo processo. Assim, o estabelecimento de um modelo 

que permita avaliar o efeito da mutação é de grande interesse para a 

caracterização do papel da ubiquitinação de proteínas no neurodesenvolvimento. 

O estabelecimento de cultura de pré-adipócitos de um dos afetados portador da 

mutação c.382C→T em UBE2A, apresentado no capítulo anterior, poderia auxiliar 

o esclarecimento de tais questões. Ashjian e col. (2003) demonstraram que era 

possível diferenciar as células precursoras de tecido adiposo em progenitores 
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neuronais, após o tratamento das células com isobutilmetilxantina, indometacina e 

insulina. O tratamento resultava na formação de neuritos em cerca de 20-25% das 

células. Embora essas células não expressem marcadores neuronais maduros, 

como MAP (Microtubule associated protein) e GFAP (Glial acidic fibrillary protein) e 

não resultem em neurônios funcionais, a formação dos neuritos nos levou a 

considerar esse modelo para estudo do efeito da mutação em UBE2A.  

 A elevada conservação das ortólogas de humanos e de levedura faz da 

linhagem ∆rad6 outro modelo a ser considerado para avaliar o efeito da mutação 

c.382C→T de UBE2A, bem como para avaliar se as proteínas codificadas pelos 

transcritos alternativos 2 e 3 de UBE2A compartilham funções de conjugase de 

ubiquitina, como demonstrado para a isoforma codificada pelo transcrito 1. Sabe-

se que a expressão das parálogas humanas UBE2A e UBE2B é capaz de restituir os 

fenótipos de sensibilidade à UV da linhagem ∆rad6 (Koken e col., 1991, Sarcevic e 

col., 2002). Ainda, S. cerevisiae constitui um sistema experimental versátil para o 

estudo de processos biológicos complexos (Botstein & Fink, 1988; Fields & 

Johnston, 2005; Dolinski & Botstein 2005; Johansson & Brett, 2007). Existe uma 

série de vantagens em utilizar leveduras como modelo para doenças humanas: 

diversas vias celulares são muito semelhantes em leveduras e mamíferos; o 

genoma da levedura é bem caracterizado; existem coleções de leveduras nocautes 

para todos os seus genes, individualmente; estão disponíveis métodos que 

permitem rapidamente expressar genes de interesse nesse organismo; são vastas 

as informações disponíveis sobre interações genéticas, assim como interações e 

localizações protéicas (revisão em Mager & Winderickx, 2005). É um organismo de 

simples manipulação e seu ciclo de divisão celular é relativamente curto 

(duplicação da população em cerca de 2 horas). Embora pareça improvável que 

estudos em levedura possam elucidar mecanismos que levam a alterações 

neurológicas, existem evidências de que as leveduras são excelente modelo para 

tal finalidade (revisões em Gilter, 2008; Ocampo & Barrientos, 2008; Miller-

Fleming e col., 2008; Winderickx e col., 2008). Diversos grupos têm usado S. 

cerevisiae como modelo para estudo de doenças neurodegenerativas, como as 

doenças de Parkinson, Huntington, Alzheimer e a esclerose lateral amiotrófica 
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(revisão em Gilter, 2008), que, embora diferentes em sua patofisiologia, têm como 

característica comum a formação de agregados protéicos em células do sistema 

nervoso. Por exemplo, Outeiro & Lindquist (2003) criaram um modelo de levedura 

que expressa α-sinucleína, principal proteína encontrada nos corpos de Lewi, 

inclusões celulares presentes em neurônios de indivíduos com doença de 

Parkinson. Observaram que a expressão de α-sinucleína a partir de uma única 

cópia do gene não resultava em efeito fenotípico, mas que duas cópias eram 

suficientes para alterar a localização da α-sinucleína, da membrana para inclusões 

citoplasmáticas tóxicas. Em seguida, utilizando biblioteca de genes de levedura, 

expressaram 3000 genes individualmente na linhagem que produzia α-sinucleína, 

em busca de genes que combatessem/agravassem a citotoxicidade das inclusões. 

Curiosamente, muitos dos genes identificados apresentavam ortólogos em 

humanos. O gene de levedura Ypt1p foi o melhor candidato para a supressão da 

formação das inclusões. Os resultados foram então validados, utilizando 

neurônios de ratos: a expressão simultânea de α-sinucelína e Rab1 (ortólogo 

humano de Ypt1p) foi suficiente para reduzir a perda de neurônios 

dopaminérgicos induzida por α-sinucleína (Cooper e col., 2006).  

 Estudos in vitro também podem ajudar a avaliar o efeito da mutação 

c.382C→T e a função das proteínas codificadas pelas isoformas de UBE2A. Sabe-se 

que RAD6 de S. cerevisiae e suas parálogas UBE2A e UBE2B são capazes de 

ubiquitinar histonas in vitro, na presença de E1, ubiquitina e ATP (Sung e col., 

1998, Sarcevic e col., 2002). Embora a ubiquitinação de histonas por RAD6, UBE2A 

e UBE2B, in vivo, pareça necessitar da presença de ligase de ubiquitina, in vitro essa 

reação é possível mesmo na ausência da E3. Assim, consideramos que a expressão 

heteróloga e a purificação das isoformas de UBE2A permitiriam que avaliássemos 

se elas compartilham a capacidade de ubiquitinação de histonas in vitro. 
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III. 2  Objetivos 

 

Com o estudo descrito neste capítulo, buscamos desenvolver modelos para 

estudo do efeito da mutação c.382C→T do gene UBE2A e para avaliação da função 

das isoformas de UBE2A. Para isso, planejamos (I) avaliar a formação de neuritos 

após diferenciação de células precursoras de tecido adiposo de portador da 

mutação; (II) caracterizar o efeito da mutação sobre a função da isoforma 1 de 

UBE2A e avaliar se suas isoformas 2 e 3 compartilham função de conjugase de 

ubiquitina, por meio de ensaio de complementação funcional em linhagem ∆rad6 

de S. cerevisiae e (III) verificar a capacidade das isoformas 2 e 3 e da isoforma 

mutada Q128X de UBE2A de ubiquitinar histonas H2A in vitro, conforme 

previamente descrito para a isoforma UBE2A/1. 

 

 

III. 3 Materiais e Métodos 

 

 III.3.1 Desenvolvimento de modelo para estudo do efeito da mutação 

c.382C→T do gene UBE2A na formação de neuritos 

 

  Cultura de pré-adipócitos de portador da mutação c.382C→T do gene 

UBE2A 

 

 O estabelecimento e os procedimentos de cultura de pré-adipócitos de 

portador da mutação c.382C→T do gene UBE2A e de indivíduo controle do sexo 

masculino, estão descritos no Capítulo II (II.3.2.1).  

 

 Citometria de Fluxo 

 

 As células precursoras de tecido adiposo de paciente portador da mutação 

c.382C→T do gene UBE2A (passagem 2) foram caracterizadas quanto a proteínas 

de superfície por citometria de fluxo (Guava EasyCyte System - Guava Technologies), 



110 

 

 

para verificação de contaminação por outros tipos celulares. Após tratadas por 5 

min com 0,25% tripsina/EDTA, as células foram ressupendidas em meio de 

cultura e centrifugadas (1400 rpm por 5 min). O pellet foi ressuspendido em PBS 

1X, na concentração de 105 células/mL. Para cada anticorpo primário utilizado 

(HLA-DR-PE, HLA-ABC-FITC, CD13-PE, CD29-PECy5, CD31-PE, CD34-PerCP, 

CD44-FITC, CD45-FITC, CD73, CD90-PE, e CD117-PE), 200 µL da suspensão de 

células foram incubados por 45 min com o anticorpo, na diluição indicada pelo 

fabricante (Becton Dickinson). As células foram lavadas com PBS 1X, 

ressuspendidas em 250 mL de PBS 1X gelado e submetidas à análise em 

comprimento de onda de 488 nm. A cada análise, cerca de 5000 eventos foram 

avaliados.  

 

 Avaliação da Multipotencialidade dos Pré-adipócitos  

 

Para avaliar a multipotencialidade das células precursoras de tecido 

adiposo do paciente portador da mutação c.382C→T no gene UBE2A (III-2; Figura 

I.1, pg. 7), as células (passagem 3) foram induzidas a diferenciar-se em linhagens 

adipogênica, osteogênica e condrogênica, conforme descrito por Zuk e col. (2002).  

Para promover a diferenciação adipogênica, células sub-confluentes foram 

cultivadas em meio DMEM acrescido de soro bovino fetal 10%, 

penicilina/streptomicina 1%, dexametasona 1 µM (SIGMA), 3-isobutil-1-metil-

xantina 500 µM (IBMX, SIGMA), indometacina 200 µM (SIGMA) e insulina 10 µM 

(SIGMA). O meio foi trocado a cada 3-4 dias. A diferenciação em linhagem 

adipogênica foi observada após 21 dias, pelo acúmulo intracelular de lipídios. Para 

a confirmação da diferenciação, as células foram fixadas (formaldeído 4% por 30 

min), lavadas com PBS 1X e coradas com Oil Red O (SIGMA) por 20 min.  

 Para a diferenciação condrogênica, células subconfluentes foram cultivadas 

em meio DMEM acrescido de soro bovino fetal 10%, penicilina/streptomicina 1%, 

6,25 µg/mL de insulina, ácido ascórbico-2 fosfato, 50 µM (SIGMA), 10 ng/mL de 

TGF-β1 (R&D Systems) e 1% de ITS-Premix (Becton Dickinson). O meio foi trocado a 
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cada 3-4 dias. Após 21 dias, as células foram fixadas (formaldeído 4% por 30 min), 

lavadas com PBS 1X, e coradas com azul de toluidina. 

 Para a diferenciação osteogênica, células subconfluentes foram cultivadas 

em meio DMEM acrescido de soro bovino fetal 10%, penicilina/streptomicina 1%, 

ascorbato-2-fosfato 50 µM, de glicerolfosfato 10 mM (SIGMA) e dexametasona 0,1 

µM. O meio foi trocado a cada 3-4 dias. Após 21 dias, as células foram coradas com 

nitrato de prata 1% por 45 min sob luz ultravioleta, seguindo-se 5 min em solução 

3% de tiosulfato de sódio e coloração com corante Von Gieson. 

   

 Diferenciação Neurogênica 

 

 Para promover a diferenciação neurogênica, células subconfluentes foram 

cultivadas, conforme descrito por Ashjan e col. (2003): após lavagem com PBS 1X, 

foi adicionado o meio de indução [DMEM, soro bovino fetal 10%, 

penicilina/streptomicina 1%, 5 µg/mL de insulina, indomethacina 200 µM 

(SIGMA) e isobutilmetilxantina 0,5 mM (SIGMA)]. O meio foi substituído a cada 

três dias, por duas semanas. 

 

 Imunocitoquímica 

 

Os ensaios de imunocitoquímica foram realizados após fixação 

(formaldeído 4% por 30 min) de células cultivadas, precursoras de tecido adiposo, 

de um indivíduo controle e de um dos pacientes com a mutação c.382C→T do 

gene UBE2A (III-2; Figura I.1, pg. 7). As células foram lavadas com PBS 1X e 

incubadas por 16 h com o anticorpo de interesse na diluição indicada pelo 

fabricante. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1X e incubadas por uma 

hora com anticorpo secundário. 
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 III.3.2  Avaliação da complementação funcional da mutação ∆rad6 de 

Saccharomyces cerevisiae 

  

 Linhagens haplóides selvagem e ∆rad6 de S. cerevisiae  

 

 As linhagens selvagem e ∆rad6 de S. cerevisiae (da coleção Yeast Knockout 

Mat a haploid, Invitrogen) nos foram cedidas pelo Prof. Dr. Luis Eduardo Soares 

Netto, docente no Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de 

Biociências da USP. A linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae consiste em leveduras 

nocautes quanto ao gene RAD6, ortólogo dos genes humanos UBE2A e UBE2B. Os 

experimentos foram planejados com o auxílio do Prof. Dr. Luis Eduardo Soares 

Netto e da Dra. Gisele Monteiro, que realizava pós-doutoramento sob sua 

supervisão. Dra Gisele Monteiro, atualmente docente no Departamento de 

Tecnologia Bioquímico-Farmacêutica, Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, continuou nos assessorando nos experimentos.  

 As linhagens selvagem e nocaute foram validadas após amplificação do 

lócus do gene RAD6 por PCR. As amostras de DNA genômico das linhagens 

selvagem e ∆rad6 de S. cerevisiae foram extraídas conforme previamente descrito 

(Ausubel e col., 1994). A sequência de bases correspondente ao gene RAD6 e 

regiões flanqueadoras foram obtidas no banco de dados de levedura Sacharomyces 

cerevisiae Genome Database (http://www.yeastgenome.org). Os iniciadores específicos 

para amplificação de RAD6 foram desenhados com auxílio do programa PRIMER3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) (Tabela III.1). As reações de amplificação por PCR 

partiram de 40 ng de DNA em volume final de reação de 25 µL, na presença de 

Tris 30 mM pH 8,5, KCl 10 mM, HEPES 10 mM, MgCl2 2,5 mM, (NH4)2SO4 10 mM, 

200 µM de cada dNTP, 0,4 µM de iniciadores forward e reverse e 1 U de Taq 

polimerase. O programa do termociclador consistiu de 30 ciclos, com temperatura 

de desnaturação de 94o C por 1 min, hibridação a 60o C por 30 s e extensão a 72o C 

por 1 min, seguidos de extensão final a 72o C por 10 min. Para análise dos 

resultados, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 

2% e a sequenciamento direto, para a confirmação dos segmentos amplificados. 
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Tabela III.1 Par de iniciadores utilizado para a amplificação do lócus do gene RAD6 de S. 

cerevisiae 

Iniciadores Sequência de bases 
5’→3’ 

Tamanho do segmento 
de DNA     amplificado 

 
RAD6-F  
RAD6-R 

 
CCAAAGATTATTTTTAGGCAGACA 
GCTCGGCATTCATCATTAAG  

 
600 pb 

 

 

 

pYES2.1 TOPO TA Expression Kit (Invitrogen) 

 

Utilizamos o kit pYES2.1 TOPO expression TA (Invitrogen) para a realização 

dos experimentos de complementação funcional em S. cerevisiae. O vetor pYES2.1 

TOPO permite a ligação direta de produtos de PCR amplificados por Taq-

polimerase e regula sua expressão em S. cerevisiae pela presença ou ausência de 

galactose no meio de cultura (promotor GAL1). O vetor confere resistência à 

ampicilina, para pré-seleção em bactérias, e permite a síntese de uracila, para a 

seleção de leveduras transformantes em meio mínimo sem uracila. Permite 

também a expressão da proteína de interesse em fusão com o epítopo V5 e cauda 

de histidina C-terminal, o que pode auxiliar na detecção e purificação das 

proteínas de interesse. O kit inclui, também, iniciadores específicos do vetor para 

sequenciamento e confirmação das clonagens. 

   

Escherichia coli termocompetentes 

 

A linhagem de bactérias E. coli termocompetentes TOP10F´One Shot 

Chemically Competent faz parte do Kit pYES2.1 Topo TA expression (Invitrogen) e foi 

utilizada para a transformação do plasmídeo pYES2.1 TOPO, na primeira etapa de 

clonagem dos diferentes transcritos do gene UBE2A, para a posterior 

transformação e expressão em S. cerevisiae. 
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 Obtenção dos cDNA correspondentes aos transcritos do gene UBE2A para 

expressão das proteínas nativas em S. cerevisiae  

 

Os cDNA correspondentes aos três transcritos do gene UBE2A e do 

transcrito 1 contendo a mutação c.382C→T foram obtidos a partir de cDNA de 

indivíduos normais, após extração do RNA de leucócitos com o reagente Trizol 

(Invitrogen),  conforme protocolo do fabricante, seguida de reação de RT-PCR 

(SuperScript II reverse transcriptase - Invitrogen ).  

As regiões codificadoras completas dos transcritos 1 e 2 foram amplificadas 

simultaneamente (UBE2A-cDNA F e UBE2A-6R, Tabela III.2), resultando, 

respectivamente, em fragmentos de 570 pb e 480 pb. Os produtos da PCR foram 

separados por eletroforese em agarose low melting 2% e extraídos do gel, 

utilizando o GFX PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).  

O transcrito 3 foi amplificado separadamente, em duas etapas. A primeira, 

resulta em um fragmento de 670 pb, utilizando iniciador forward específico do 

transcrito 3 (UBE2A-cDNA3-F e UBE2A-6R; Tabela III.2). Em seguida realizamos 

um nested-PCR, utilizando um segundo iniciador forward complementar à região 

que contém o códon de início da tradução do transcrito 3 (UBE2A-cDNA3etapa2-F 

e UBE2A-6R; Tabela III.2). O fragmento final tinha 309 pb.  

No momento da realização do experimento não tínhamos amostra de RNA 

de indivíduo portador da mutação c.382C→T. Assim, geramos a mutação no 

transcrito 1 do gene UBE2A, a partir de cDNA normal, utilizando o  iniciador 

forward UBE2A-cDNA1e2-F e um iniciador reverse, contendo a troca de base 

correspondente à mutação (iniciador cDNA-mismatch R, Tabela III.2,). O 

fragmento resultante tinha 449 pb.  

As reações de amplificação foram realizadas utilizando o protocolo de PCR 

touch-down descrito no Capítulo II (II.3.2.1). Os produtos foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 2% e posteriormente, sequenciados para serem, 

então, clonados no vetor de expressão pYES2.1 TOPO. 
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Tabela III.2 Pares de iniciadores utilizados para amplificação dos transcritos do gene 

UBE2A e tamanho dos segmentos amplificados. A troca de base que resulta na mutação 

c.382C→T está sublinhada. 

 
Transcritos 
De UBE2A 

Iniciadores Sequência de bases 
5’ →3’ 

Tamanho do 
segmento 
amplificado 

 
 

1 e 2 
 
 

3 (etapa I) 
 
 

3 (etapa II) 
 
 

1/c.382C→T 

 
UBE2A-cDNA1e2-F 
UBE2A-6R 
 
UBE2A-cDNA3-F 
UBE2A-6R 
 
UBE2A-cDNA3etapa2-F 
UBE2A-6R 
 
UBE2A-cDNA1e2-F 
cDNA-mismatch R 

 
AACCCGAGACCCCAGTCTAT  
GGGAGGTGACAAACACATCA  
 
GGCCCAGTTTCTTAAGGATGTT  
GGGAGGTGACAAACACATCA  
 
TGTCTCTAAGATGTTCCATCCAAA 
GGGAGGTGACAAACACATCA  
 
AACCCGAGACCCCAGTCTAT  
CGTTTGTTCTCCTGGTACAGCTAA  

 
570 pb e 480 pb 

 
 

670 pb 
 
 

309 pb 
 
 

449 pb 

 
 
  

 Obtenção dos cDNA correspondentes aos transcritos do gene UBE2A para 

expressão das proteínas em fusão com o epítopo V5 e cauda de histidina em S. 

cerevisiae  

 

 Para expressão da proteína de interesse em fusão com o epítopo V5 e cauda 

de histidina na porção C-terminal da proteína de interesse, utilizando o vetor 

pYES2.1 TOPO, é necessária a retirada do códon de parada do transcrito a ser 

inserido no vetor. Tais modificações permitem a detecção das proteínas 

recombinantes com anticorpo anti-histidina ou anti-V5. Ainda, a cauda de 

histidina, por apresentar afinidade a metais, facilita a purificação da proteína de 

interesse e dos complexos dos quais ela faz parte.  

 Com o intuito de identificar esses complexos, desenhamos iniciadores 

(TABELA III.3, iniciadores reverse) complementares à sequência de 21 bases 

imediatamente anterior ao códon de parada dos transcritos humanos do gene 

UBE2A. No caso da mutação c.382C→T, o iniciador reverse era complementar à 

sequência de 18 bases imediatamente anterior ao sítio da mutação. Os iniciadores 

forward foram os mesmos utilizados para amplificar os transcritos do gene UBE2A. 
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Como molde, utilizamos os transcritos de UBE2A, descritos no tópico anterior, 

clonados no vetor pYES2.1 TOPO.  

 
 

Tabela III.3 Iniciadores utilizados para amplificação dos transcritos do gene Ube2a sem 

códon de parada e tamanho dos segmentos amplificados. 

 
Transcritos 
De UBE2A 

Pares de Iniciadores Sequência de bases 
5’ →3’ 

Tamanho do 
segmento      
amplificado 

 
 

1 e 2 
 
 

1/c.382C→T 
 
 
3 

 
UBE2A-cDNA1e2-F 
Stop alelo normal Rev  
 
UBE2A-cDNA1e2-F 
Stop alelo mutado Rev 
 
UBE2A-cDNA3etapa2-F 
Stop alelo normal Rev  

 
AACCCGAGACCCCAGTCTAT 
ACAATCACGCCAGCTTTGTTC  
 
AACCCGAGACCCCAGTCTAT  
AGCAGCCTGGCTGTTTGC  
 
TGTCTCTAAGATGTTCCATCCAAA 
ACAATCACGCCAGCTTTGTTC 
 

 
502 pb e 412 pb 

 
 

427 pb 
 
 

217 pb 

 
  

Ligação dos transcritos de UBE2A ao vetor e transformação em E. coli 

 

Os produtos de PCR correspondentes aos transcritos 1, 2 e 3 do gene 

UBE2A e o transcrito 1 mutado, na presença e ausência do códon de parada, foram 

ligados no vetor pYES2.1 TOPO, segundo protocolo do fabricante: 4 µL do 

produto de PCR foram incubados com 1 µL do vetor e 1 µL de solução salina  

(NaCl 1,2 M, MgCl2 0,06 M)por 5 min, totalizando oito ligações. Para posterior 

controle utilizamos o vetor pYES2.1 TOPO sem inserto (vetor vazio). Por ser o 

vetor Topo linearizado, fizemos uma dupla digestão com as enzimas XbaI e SpeI 

para criar extremidades coesivas compatíveis, seguida de ligação com a enzima T4 

ligase (Invitrogen), o que permitiu a remoção de toda a região com expressão 

gênica induzida por galactose e a obtenção do vetor vazio.  

Após as reações de ligação, os plasmídeos foram transformados em 

bactérias termocompetentes, segundo protocolo do fabricante (TOP10F´ One Shot 

Chemically Competent E. coli – parte do pYES2.1 TOPO TA expression Kit- Invitrogen), 

que foram plaqueadas em meio LB-ágar (Triptona 1%, extrato de levedura 0,5%,  
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NaCl 1%, pH 7.0, adicionado de Agar 2%), contendo ampicilina (100 µg/mL), 

totalizando nove transformações. Após 16 h em estufa a 37o C, 10 colônias de cada 

um dos ensaios foram selecionadas e cultivadas em LB líquido com ampicilina, 

também por 16 h. Os plasmídeos foram extraídos por mini-preparação plasmidial 

(Fast Plasmid Mini Kit - Eppendorf). Por tratar-se de vetor TOPO, os insertos 

poderiam estar tanto na direção correta, como invertidos. Para identificarmos as 

colônias que continham os insertos posicionados na direção correta, planejamos 

digestão enzimática com a enzima PvuII (BioLabs), para os plasmídeos contendo os 

insertos correspondentes aos transcritos 1, 2 e 3 completos, e digestão com a 

enzima AflIII (Biolabs), para o vetor contendo o transcrito mutado completo, uma 

vez que a presença da mutação remove o sítio da enzima PvuII. As reações de 

digestão consistiram em 4 µL da suspensão de plasmídeo, 1 µL da enzima de 

restrição, 1 µL de buffer 10X em volume final de 10 µL, incubadas a 37o C por uma 

hora. Os produtos das digestões foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% para a identificação das colônias positivas. Os plasmídeos 

correspondentes foram sequenciados (MegaBACETM 1000 – Amersham Bioscience, 

GE Healthcare),  utilizando o iniciador Gal1F, para assegurar a fidelidade da 

sequência.  

Os plasmídeos contendo os transcritos de UBE2A sem o códon de parada e 

o plasmídeo vazio foram analisados por sequenciamento direto (a partir dos 

iniciadores GAL1F e V5R que fazem parte do kit do vetor), após mini preparação 

plasmidial (Fast Plasmid Mini Kit - Eppendorf). 

  

 Preparação de leveduras competentes e transformação 

 

As células foram cultivadas em 50 mL de YPD (extrato de levedura 1%, 

peptona 2%, dextrose 2%) até OD600nm de aproximadamente 0,8. Após 15 min em 

repouso no gelo, as células foram centrifugadas (5000 rpm, 5 min, 4o C). O pellet foi 

lavado, duas vezes com água milliQ-45 estéril e gelada e uma vez com sorbitol 1 

M, também estéril e gelado. As células foram ressuspensas em 400 µl de sorbitol 1 

M gelado e mantidas em gelo. 60-100 µl da suspensão de células foram misturados 
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a cerca de 500 ng de DNA (plasmídeo de interesse) e, após 1 min em gelo, 

procedeu-se à eletroporação (cubeta de 0,2 cm, voltagem de 1,25 kV, capacitância 

de 25 µF, resistência 200 Ω e tempo de eletroporação entre 4 e 5 mseg). Para 

seleção das transformantes, as células foram plaqueadas em meio mínimo sem 

uracila (SD-URA-: Yeast Nitrogen Base - AA/AS (Difco) 0,17%, sulfato de amônia 0,5%, 

Glicose 2%) (Ausubel e col., 1994), e incubadas em estufa a 30o C por três dias. 

 

 Ensaio de complementação funcional I: estresse por temperatura  

 

 O crescimento das leveduras transformantes foi avaliado a 30o C e 37o C, 

pois o defeito de proliferação da linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae parece ser mais 

pronunciado a 37o C (Ellison e col., 1991; McDonough e col., 1995 e Frieberg e col., 

2000). As células foram cultivadas a 30o C em SD-URA- até a fase estacionária. 

Cinco microlitros de diluições seriadas de cinco vezes (partindo de OD600nm = 0,5) 

de cultura das linhagens transformantes de S. cerevisiae foram semeados em meio  

SD-URA- sólido (YNB-AA/AS (Difco) 0,17%, sulfato de amônia 0,5%, agar 2%), 

contendo glicose 2% ou galactose 2% como fonte de carbono, e incubadas a 30o C 

ou 37o C por três dias.  

 

 Ensaio de complementação funcional II: resistência à luz ultravioleta (UV-

C) 

 

O crescimento das leveduras transformantes foi avaliado após diferentes 

tempos (0, 10 s, 30 s e 1 min) de exposição à luz ultravioleta (UV-C), uma vez que a 

linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae é altamente sensível a agentes que danificam o 

DNA, como luz ultravioleta e raios γ (Jentsch e col., 1987). Cinco microlitros de 

diluições seriadas de cinco vezes (partindo de OD600nm = 0,5) de cultura em fase 

estacionária das linhagens transformantes de S. cerevisiae foram semeados em meio  

SD-URA- sólido, contendo glicose 2% ou galactose 2%  como fonte de carbono, e 

incubadas a 30o C por três dias. 
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 Extração de RNA de levedura 

 

As leveduras transformantes foram cultivadas a 30o C, com agitação de 250 

rpm, por uma noite em meio YPD. No dia seguinte, as culturas foram diluídas em 

YPD e YPGAL (extrato de levedura 1%, peptona 2%, galactose 2%), a OD600nm 

próxima a 0,2 e novamente cultivadas a 30o C, com agitação de 250 rpm, por uma 

noite. As células foram coletadas após centrifugação (5000 rpm, 5 min, 4o C), 

lavadas com água gelada para remoção do meio de cultura e mantidas a –20o C. A 

extração do RNA foi realizada pelo método do fenol ácido quente (Ausubel e col., 

1994): as células foram lisadas com TES (Tris-HCl 10 mM, EDTA 10 mM, SDS 

0,5%) na presença de fenol ácido e clorofórmio. Em seguida, o RNA total foi 

precipitado com etanol absoluto e acetato de sódio 3M (pH 5,3), lavado com etanol 

70% e finalmente isolado. 

 

 

Obtenção de sonda para Northern blotting 

 

A sonda correspondente ao transcrito 1 do gene UBE2A foi obtida por 

marcação radioativa de DNA por oligonucleotídeos iniciadores aleatórios (Random 

Primed Synthesis): foi preparada uma mistura de reação em gelo, contendo 

desoxirribonucleotídeos exceto ATP, hexanucleotídeos iniciadores (Boehringer), o 

produto de PCR purificado correspondente ao transcrito 1 do gene UBE2A, 

previamente desnaturado a 100o C, enzima Klenow (Invitrogen), seu respectivo 

tampão e [α32P] dATP (Amersham Bioscience, GE Healthcare). A reação de 

polimerização ocorreu a 25o C, por 30 min (Ausubel e col., 1994). 
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Northern blotting 

 

Cerca de 3 µg de RNA das leveduras transformantes foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1,2%- formaldeído, por cerca de 1 h 30 min.  O RNA 

foi transferido para membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Bioscience, GE 

Healthcare) por capilaridade, utilizando-se solução SSC 20X (cloreto de sódio 3M, 

citrato de sódio 0,3M). Após secagem por 2 h a 80o C para fixação do RNA, a 

membrana foi submetida à pré-hibridação, em forno Hybridiser HB-2D (Techne) a 

40o C, por 6 h, em solução de hibridação contendo SSPE 5X (20X: NaCl 3,6 M, 

fosfato de sódio 0,2 M, EDTA 0,02 M), solução Denhardt’s 5X (100X: BSA 2%, 

Ficoll 2%, PVP 2%), SDS 0.5%, formamida 50% e DNA de salmão desnaturado. As 

hibridações foram realizadas com a adição das sondas marcadas, previamente 

desnaturadas, e incubação a 42o C por no mínimo 12 h. A membrana foi então 

lavada (soluções com SDS e SSPE, em concentrações decrescentes) e exposta ao 

filme de raios-X.  

  
 

 Extração de proteínas e Western blotting  
 

As leveduras transformantes foram cultivadas a 30o C, com agitação de 250 

rpm, por uma noite em meio YPD. No dia seguinte, as culturas foram diluídas em 

YPGAL a OD600nm próxima de 0,2, e novamente cultivadas a 30o C, com agitação 

de 250 rpm, por uma noite. Os extratos protéicos de levedura foram obtidos 

conforme previamente descrito (Ausubel e col., 1994) e os extratos protéicos de 

células de tecido adiposo, conforme descrito no Capítulo II (II.3.4). A quantificação 

foi feita em espectrofotômetro (OD595nm), utilizando curva de calibração com 

concentrações conhecidas de BSA (bovine serum albumin) em Bradford (Biorad) 

para o cálculo das concentrações. A técnica de Western blotting foi realizada 

conforme descrito no Capítulo II (II.3.5).  
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 III.3.3  Ensaios in  vitro: expressão heteróloga das isoformas de UBE2A e 

ensaio de atividade para avaliação da capacidade de ubiquitinação de histonas 

H2A 

 

 Vetor de expressão pET15b (Novagen) 

 

Para expressar e posteriormente purificar maiores quantidades das 

proteínas de interesse foi utilizado o vetor de expressão pET15b (Novagen). O vetor 

possui três sítios para clonagem do inserto de interesse (NdeI, XhoI e BamHI) e tem 

sequência para a codificação de cauda de histidina N-terminal, seguida por sítio 

de clivagem pela protease trombina. Esse vetor possui um promotor viral (T7), 

que é desreprimido na presença de IPTG (isopropil-3-D-tiogalactopiranosídeo), o 

que resulta na tradução da sequência de interesse em fusão com cauda de 

histidina em sua porção N-terminal. A cauda de histidina pode ser posteriormente 

removida por clivagem com trombina. 

 

Linhagens de bactéria  

 

 DH5-α (Novagen) 

 

A linhagem de bactérias DH5-α foi utilizada para transformação com os 

plasmídeos pET15b ligados aos insertos de interesse, por apresentar altas taxas de 

transformação e ser bastante eficiente quanto à propagação de plasmídeos.  

 

 BL21(DE3) (Novagen) 

 

A linhagem de bactérias BL21(DE3) foi utilizada para a expressão das 

proteínas de interesse, por apresentar baixos níveis de proteases. Essa linhagem 

possui o gene lambda DE3, que expressa a RNA polimerase T7 na presença de 

IPTG. São, portanto, capazes de expressar genes clonados em plasmídeos que 

contenham o promotor T7.  
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 BL21(DE3)-pLysS (Novagen) 

 

A linhagem de bactérias BL21(DE3)-pLysS, além de apresentar baixos níveis 

de proteases, possui o plasmídeo pLysS, que permite a síntese de lisozima 

induzida pelo mesmo promotor da polimerase, o que resulta na diminuição dos 

níveis basais da expressão do gene de interesse. É, portanto, ideal para a expressão 

de produtos gênicos tóxicos.  

 

  AD494 (Novagen) 

 

A linhagem de bactéria AD494(DE3) apresenta mutação no gene da 

tiorredoxina-redutase (trxB), o que aumenta a formação de pontes de dissulfeto no 

citoplasma e consequentemente resulta  num melhor dobramento das proteínas.  

  

 C41 

 

A linhagem de bactéria C41(DE3) foi derivada da linhagem BL21(DE3), 

conforme descrito por Miroux & Walker (1996). Essa linhagem tem pelo menos 

uma mutação não caracterizada que evita a morte celular associada à expressão de 

proteínas recombinantes tóxicas. 

  

 C43 

  

 A linhagem CD43 foi derivada da linhagem C41, selecionada por 

apresentar resistência a proteínas toxicas para C41 (Miroux & Walker, 1996). 

  

 Origami (Novagen) 

 

Essa linhagem apresenta mutações nos genes da tiorredoxina-redutase 

(trxB) e glutationa-redutase (gor), o que aumenta a formação de pontes de 

dissulfeto no citoplasma,  e resulta num melhor dobramento das proteínas.  
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Construção de vetores para expressão das isoformas de UBE2A 

 

Para ligação do inserto ao vetor, utilizamos os sítios de restrição das enzimas 

NdeI e XhoI.  Os transcritos do gene UBE2A foram amplificados a partir do cDNA 

de uma amostra de indivíduo normal (para a amplificação dos transcritos 1, 2 e 3 

do gene) e do cDNA de um dos portadores da mutação c.382C→T, utilizando 

iniciadores apropriados, nos quais foram inseridos sítios de restrição para as 

enzimas NdeI (iniciador forward) e XhoI (iniciador reverse) (TABELA III.4), 

conforme protocolo do vetor. As reações de amplificação por PCR partiram de 40 

ng de cDNA em volume final de reação de 25 µL, na presença de Tris 30 mM (pH 

8,5), KCl 10 mM, HEPES 10 mM, MgCl2 2,5 mM, (NH4)2SO4 10 mM, 200 µM de 

cada dNTP, 0,4 µM de iniciadores forward e reverse e 1 U de Taq polimerase. O 

programa do termociclador consistiu em 35 ciclos, com temperatura de 

desnaturação de 95o C por 1 min, hibridação a 62o C por 30 s e extensão a 72o C por 

1 min, seguidos de extensão final a 72o C por 10 min. Os produtos foram 

purificados com GFX PCR and Gel Band Purification Kit (Amersham Bioscience, GE 

Healthcare) e digeridos simultaneamente com as enzimas NdeI e XhoI, de acordo 

com o protocolo do fabricante (Biolabs), em volume final de 50 µL. O plasmídeo 

pET15b foi digerido nas mesmas condições. Tanto os insertos, como o plasmídeo 

digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose low melting 2% e  

extraídos do gel com  GFX PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). As 

reações de ligação e as transformações de bactérias DH5-α foram feitas seguindo 

procedimentos convencionais. Dez colônias das bactérias transformadas eram 

escolhidas ao acaso para a realização de mini-preparações de plasmídeos. Reações 

de PCR seguidas de sequenciamento automático (MegaBACETM – Amersham 

Bioscience, GE Healthcare) foram realizadas, utilizando iniciadores específicos do 

vetor (T7 promoter e T7 terminator), para verificar se os insertos estavam 

corretamente inseridos e checar a fidelidade das sequências clonadas. Os vetores 

de expressão foram então transformados na linhagem de bactéria BL21(DE3), para 

expressão das proteínas de interesse.  



124 

 

 

 

 

Tabela III.4 Pares de iniciadores utilizados para amplificação dos transcritos do gene 

UBE2A. Em vermelho, os códons de início e parada da transcrição. Sublinhados, os sítios 

de restrição das enzimas o NdeI e XhoI. 

Transcritos 
De UBE2A 

Iniciadores Sequência de bases 
5’ →3’ 

Segmento         
amplificado 

 
1, 2 e 
1/c.382C→T 
 
 
3 

 
Expressão F  
Expressão R  
 
 
Expressão 3F  
Expressão R  

 
 GGAATTCCATATGTCCACCCCGGCTC 
CCGCTCGAGTCAACAATCACGCC 
 
 
GGGAATTCCATATGTTCCATCCAAATGTCCATGC 
CCGCTCGAGTCAACAATCACGCC 

 
478 pb e 378 

pb 
 
 
 

235 pb 

 
   

 Superexpressão das proteínas em bactéria 

 

Para cada um dos transcritos de interesse foi preparado pré-inóculo de 

bactérias transformadas com o vetor de expressão (pET15b + Transcrito 1, pET15b 

+ Transcrito 2, pET15b + Transcrito 3 ou pET15b + Transcrito 1/c.382C→T), em 50 

ml de meio LB/Amp (100 µg/ml), e incubado por 16 h. No dia seguinte, foi 

inoculado em 1 L de meio LB/Amp, em OD600nm inicial de 0,2. A OD600nm foi 

mensurada a intervalos de uma hora até atingir 0,6 – 0,8, quando foi adicionado 

IPTG, na concentração final de 0,5 mM, seguindo-se incubação a 37o C por 3 h 

com agitação. O pellet de células foi coletado após centrifugação a 4000 rpm por 10 

min. Nos casos em que a expressão das proteínas de interesse em BL21(DE3) 

resultou na formação de agregados protéicos (corpos de inclusão), procedeu-se à 

transformação de diferentes linhagens de bactéria, que foram cultivadas em 

concentrações variáveis de IPTG (0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM e 1 mM) a 37 o C por 3 

h e 20o C por 16 h.  
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 Purificação das proteínas por cromatografia de afinidade a metais 

 

O pellet de células, obtido após protocolo de superexpressão, foi 

ressuspendido em tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M e imidazol 

20 mM. O inibidor de protease PMSF (fenilmetilsulfonil fluorídro) foi adicionado 

na concentração final de 1 mM. Para cada 1 L de meio LB utilizado na cultura, 

adicionou-se 30 mL de tampão. A lise das células bacterianas foi realizada em 

cinco ciclos de 45 s de sonicação, usando a potência 40% (sonicador da Branson 

Ultrasonics Corporation), seguidos de 60 s de descanso. Em seguida, adicionou-se 

solução de sulfato de estreptomicina na concentração final de 1%, para auxiliar a 

precipitação do DNA. As células lisadas foram mantidas sob agitação por no 

mínimo 20 min em gelo. Em seguida o lisado foi centrifugado (15000 rpm, por 40 

min a 40 C). O sobrenadante foi recolhido e o pellet, congelado.  

 As proteínas UBE2A/1 e UBE2A/Q128X em fusão com uma cauda de 

histidina foram purificadas a partir da fração solúvel do lisado de bactérias, 

utilizando coluna cuja resina possui o íon Ni+2, ao qual a cauda de histidina se liga. 

Utilizamos o Kit HiTrap (GE Healthcare), seguindo protocolo descrito pelo 

fabricante.  

Nos casos em que as proteínas de interesse não se encontravam na fração 

solúvel e sim em agregados protéicos do lisado de bactérias (UBE2A/2 e 

UBE2A/3), os corpos de inclusão foram purificados da fração insolúvel, segundo 

protocolo do reagente de extração de proteínas BugBuster Master mix (Novagen). 

Em seguida, os corpos de inclusão foram ressuspendidos em tampão fosfato de 

sódio 20 mM  pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM e  ureia 6 M. A purificação foi 

realizada em colunas de níquel, conforme descrito acima, com adição de ureia 6 M 

a todos os tampões utilizados. 

As tentativas de renaturação foram realizadas por gradiente de ureia em 

diálise em membrana semipermeável ou segundo protocolo do fabricante da 

coluna HiTrap (GE Healthcare). A isoforma 3 de UBE2A apresentou-se solúvel após 

diálise em gradiente de ureia, em tampão citrato 20 mM pH 3,8, NaCl 0,1 M; para 
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a isoforma 2 de UBE2A, a solubilidade foi obtida após diálise em gradiente de 

uréia em tampão fosfato de sódio 20 mM pH 5,5, NaCl 0,1 M.  

 

 Ensaio in vitro para avaliar a capacidade de ubiquitinação de histonas 

H2A das diferentes isoformas de UBE2A  

 

 O ensaio in vitro para avaliar a capacidade das isoformas de UBE2A de 

ubiquitinar histonas H2A foi realizado conforme previamente descrito (Sarcevic e 

col., 2002): a reação continha cerca de 200 ng de UBE2A (ou de suas isoformas), 1 

µg de ubiquitina His-tag (SIGMA), 10 µg de histona H2A bovina (SIGMA) e 500 ng 

de E1 de coelho (SIGMA), em tampão Tris 20 mM pH 7,5,  DTT 0,2 mM, MgCl2 10 

mM e ATP 1 mM, em volume final de 20 µL. A reação é iniciada pela adição da 

enzima E1, que deve, portanto, ser o último componente adicionado à reação. As 

misturas foram incubadas a 37o C por 90 min e finalizadas pela adição de 5 µL de 

tampão de amostra (Tris-HCl 200 mM pH6,8; SDS 6%, Glicerol 30%, 2-

mercaptoetanol 15%; azul de bromofenol 0,06%) e desnaturação por 2 min a 100o 

C. Em seguida, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel SDS-PAGE 

14%, transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpo 

primário, diluído em TBS/Tween 0,1%, por cerca de 16 h. A membrana foi, então, 

lavada e incubada com o anticorpo secundário por 1 h. A detecção foi realizada de 

acordo com protocolo do kit utilizado (ECL PlusTM Western Blotting Reagent and 

Detection System, GE Healthcare). As membranas foram escaneadas utilizando o 

scanner STORMTM (GE Healthcare) para a visualização da fluorescência.  

 

 Ubiquitina His-Tag (SIGMA) 

 

 A molécula de ubiquitina humana recombinante em fusão com cauda de 

histidina na porção N-terminal é capaz de substituir a ubiquitina nativa na 

formação de cadeias de múltiplas ubiquitinas nas proteínas-alvo. A cauda de 

histidina permite a detecção da ubiquitina por anticorpos anti-histidina. Enquanto 
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a ubiquitina recombinante tem peso molecular de 10,7 kDa, a ubiquitina nativa 

tem peso molecular de 8,5  kDa.  

 

 Histona H2A bovina (SIGMA) 

 

 Histona H2A bovina liofilizada, extraída do timo de bezerros. 

 

Enzima ativadora de ubiquitina E1 de coelho (SIGMA) 

 

Responsável pelo primeiro passo no processo de ubiquitinação de 

proteínas, a enzima E1 de coelho é uma proteína de aproximadamente 110 kDa 

que catalisa, em reação dependente de ATP, a ativação do grupo C-terminal da 

ubiquitina, formando ponte tioéster que permite que a molécula de ubiquitina seja 

transferida para enzimas do tipo E2. A enzima é fornecida em solução HEPES 50 

mM pH 7,6.  

 

 Anticorpos utilizados 

 

Anti-RAD6 (Abcam) 

 

Anti-RAD6 é um anticorpo policlonal obtido após imunização de coelhos 

com peptídeo sintético derivado dos resíduos de aminoácidos 1-100 de uma das 

proteínas ortólogas humanas de RAD6 - UBE2A ou UBE2B, ambas com 152 

resíduos de aminoácidos. O fabricante não deixa claro qual das parálogas 

humanas foi utilizada.  

 

Anti-HR6A/HR6B (Cell Signaling) 

 

Anti-HR6A/HR6B é um anticorpo policlonal obtido após imunização de 

coelhos com peptídio sintético em fusão com KLH (keyhole limpet hemocyanin), 

derivado dos resíduos da região N-terminal da proteína humana UBE2A. A 

empresa não especifica exatamente quais são esses resíduos 
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 Anti-ubiquitina (SIGMA) 

 

  Anti-ubiquitina é anticorpo monoclonal obtido após imunização de 

camundongos com ubiquitina bovina em fusão com KLH.  

 

 Anti-V5 (Invitrogen) 

  

 Anti-V5 é anticorpo que permite a detecção de proteínas recombinantes que 

contêm o epítopo V5. Este epítopo é encontrado nas proteínas P e V de 

paramixovírus (Southern e col., 1991). O anticorpo reconhece a sequência 

aminoácidos GKPIPNPLLGLNST. 

 

 Anti-β-actina (Abcam) 

 

O anticorpo anti-β-actina produzido em camundongos foi utilizado como 

controle endógeno. 

 

 

 III.3.4  Produção de Anticorpo para a detecção das isoformas do gene 
UBE2A 
 
 A proteína recombinante correspondente à isoforma codificada pelo 

transcrito 3 do gene UBE2A, purificada a partir dos corpos de inclusão de E. coli, 

foi utilizada para imunizar coelhos albinos. A produção do anticorpo, chamado de 

Anti-UBE2A/ISO3, foi realizada por equipe técnica do laboratório da Dra. 

Marilene Demasi, pesquisadora do Instituto Butantã. A imunização foi realizada 

conforme protocolo previamente estabelecido naquele laboratório, 

compreendendo, em linhas gerais, três injeções da proteína de interesse com 

intervalo de um mês entre elas; a primeira foi injeção intramuscular de 0,5 mg de 

proteína em adjuvante Freund€™ (SIGMA), seguida de duas  injeções 

intradérmicas de 0,2 mg.  O soro pré-imune foi coletado antes de cada imunização 
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e o título foi determinado por imunoensaio de ELISA contra UBE2A/3 

recombinante. Testamos a especificidade do anticorpo em nosso laboratório, por 

Western blotting. 

 

 III.3.5 Ensaio de inibição do proteassoma em cultura de pré-adipócitos 

humanos  

 

Células precursoras de tecido adiposo (passagem 3) do paciente e de 

indivíduo controle foram cultivadas em meio DMEM /SBF 10% até perto da 

confluência, quando foi adicionado o inibidor clasto-lactacistina β-lactona 

(SIGMA), na concentração final de 20 µM. Como controle, adicionamos ao meio o 

mesmo volume de DMSO (solvente do inibidor). Após seis horas de incubação as 

células foram tratadas com tripsina e ressuspendidas em meio DMEM. As células 

foram recolhidas após centrifugação (1200 rpm por 5 min), lavadas com PBS 1X e 

novamente centrifugadas nas mesmas condições. O pellet de células foi congelado 

a -20ºC.   

A lactacistina e seu derivado clasto-lactacistina β-lactona são inibidores 

específicos do proteassoma, enquanto os peptídeos aldeídos comumente usados 

(MG115 e MG132), além do proteassoma, inibem proteases lisossômicas e 

calpaínas. Em solução aquosa, a lactacistina é convertida em sua forma ativa β-

lactona (Dick e col., 1996), que apresenta maior capacidade de atravessar 

membranas celulares. Ela age como pseudossubstrato e se liga covalentemente aos 

grupos hidroxila do resíduo de treonina do sítio ativo das subunidades β, inibindo 

de maneira irreversível a atividade do proteassoma. 

Para avaliação do efeito da inibição do proteassoma sobre o processo de 

degradação da isoforma mutada de UBE2A (UBE2A/Q128X), as células foram 

ressuspendidas em 200 µl tampão de lise (HEPES 50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM, 

NaCl 150 mM, Nonidet P-40  0,5% e PMSF 1 mM) e mantidas à temperatura 

ambiente por 5 min; em seguida, o processo de lise foi auxiliado mecanicamente, 

utilizando-se seringa de insulina. As amostras foram mantidas em repouso no gelo 

por 20 min e centrifugadas a 13000 rpm por 30 min. O extrato foi quantificado e 
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cerca de 50 µg foram desnaturados por 5 min a 95º C, submetidos à eletroforese 

em gel SDS-PAGE 14% e em seguida transferidos para membrana de nitrocelulose, 

conforme descrito no tópico Western blotting em III.3.2. A detecção foi realizada 

após incubação com anticorpo anti-RAD6 (16 h), seguindo protocolo do kit 

utilizado (ECL PlusTM Western Blotting Reagent and Detection System, GE Healthcare).  

 

 III.3.6 Avaliação do efeito de mutações em UBE2A quanto a sua 

capacidade de autoubiquitinação 

 

Avaliamos o efeito das duas mutações de UBE2A descritas por Tarpey e col. 

(2009) quanto à capacidade de autoubiquitição da proteína UBE2A. Uma dessas 

alterações consiste na troca de uma citosina por uma timina na posição 215 da 

região codificadora do gene (c.215C→T) e resulta na troca do códon TTT, que 

codifica o aminoácido fenilalanina, pelo códon TCT, que codifica o aminoácido 

serina (F72S). A segunda delas, a substituição de uma citosina por uma guanina na 

posição 328 da região codificadora (c.328C→G), resulta na troca do códon CAG, 

que codifica uma glutamina, pelo códon GAG, que codifica ácido glutâmico 

(Q110E). 

As mutações foram geradas utilizando o kit QuikChange site-directed 

mutagenesis (Stratagene). Os iniciadores foram desenhados conforme recomendado 

pelo fabricante do kit (Tabela III.5). Como molde, utilizamos o plasmídeo pET15b 

ligado ao transcrito 1 de UBE2A (pET15b + Transcrito 1). A presença das 

mutações foi confirmada por sequenciamento automático; em seguida procedeu-

se à transformação da linhagem de bactéria BL21(DE3) com os plasmídeos. A 

superexpressão e a purificação das proteínas foram realizadas conforme descrito 

para a UBE2A/1 (ver tópico Purificação das proteínas por cromatografia de afinidade a 

metais em III.3.3). O ensaio foi realizado de acordo com Sarcevic e col. 2002, porém 

na ausência de histonas. O tempo de incubação foi de 60 min. Após finalização, 

pela adição de tampão redutor, e desnaturação por 2 min a 100º C, as proteínas 

foram submetidas à eletroforese em gel SDS-PAGE 14% e em seguida transferidas 

para membrana de nitrocelulose. A detecção foi realizada após incubação com 
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anticorpo anti-RAD6 (16 h) seguindo protocolo do kit utilizado (ECL PlusTM 

Western Blotting Reagent and Detection System, GE Healthcare). A avaliação do efeito 

das mutações sobre a capacidade de ubiquitinação de histonas não foi realizada 

devido a problema com o lote do anticorpo anti-ubiquitina (SIGMA).  

 

Tabela III.5  Pares de iniciadores utilizados para gerar as alterações de aminoácidos F72S e 

Q110E descritas por Tarpey e col.(2009). Sublinhados, os códons alterados para geração 

das mutações correspondentes: o códon TCC codifica o aminoácido serina (S) e o códon 

GAG codifica o ácido glutâmico (E). Os iniciadores F e R são complementares. 

Iniciadores Sequência de bases 
 
F72S- F  
F72S- R  
 
 
Q110E -F 
Q 110E- R  

 
5'- CAAATAAACCACCTACAGTTAGATCCGTCTCTAAGATGTTCCATCC -3’ 
5'- GGATGGAACATCTTAGAGACGGATCTAACTGTAGGTGGTTTATTTG-3' 
 
 
5'- CTTCCATTCTAACATCCATAGAGTCTCTGTTGGATGAACCAATC-3' 
5'- GATTGGTTCATCCAACAGAGACTCTATGGATGTTAGAATGGAAG-3' 

 
 

 

 III.4 Resultados  

  

III.4.1 Ensaios in vivo 

 

    III. 4.1.1 Modelo celular para avaliação do efeito da mutação sobre a 

formação de neuritos 

 

   Cultura de pré-adipócitos de portador da mutação c.382C→T do gene 

UBE2A 

 

 A separação das células multipotentes de tecido adiposo do paciente 

portador da mutação c.382C→T foi realizada por aderência, conforme 

previamente descrito (Zuck e col., 2002) e detalhado no Capítulo II (II.3.2.1). A 

Figura III.1 mostra a aparência das células nas diferentes etapas do processo de 
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isolamento. Não foram observadas diferenças morfológicas óbvias entre as células 

do paciente e do controle. 

 

              

 

Figura III.1 Aspecto das células isoladas de tecido adiposo. A: em suspensão 
(barra: 200 µm). B, 45 min após serem semeadas; a seta indica célula aderida (barra: 100 
µm). C, 48 h após semeadas; as células não aderidas são descartadas (barra: 200 µm). D: 
morfologia semelhante à de fibroblastos (barra: 100 µm).  Créditos da imagem: Natássia 
Vieira. 

 

 As células foram caracterizadas por citometria de fluxo quanto a 11 

marcadores de superfície celular (HLA-DR, HLA-ABC, CD13, CD29, CD31, CD34, 

CD44, CD45, CD73, CD90, e CD117) para confirmação de sua origem 

mesenquimal. As características previamente descritas para células precursoras de 

tecido adiposo foram confirmadas (Zuk e col., 2002): não expressaram o marcador 

de células endoteliais (CD31) nem os marcadores de células hematopoiéticas 

(CD34, CD45 e CD117); expressaram altos níveis de glicoproteínas transmembrana 

(CD13 e CD44) e de proteínas de adesão (CD29 e CD90). A marcação positiva de 
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CD73 confirmou tratar-se de células multipotentes mesenquimais. A marcação foi 

negativa quanto ao marcador HLA-DR (antígeno de classe II do complexo de 

histocompatibilidade), mas positivas para ao marcador HLA-ABC (antígeno de 

classe I do complexo de histocompatibilidade). Os resultados da análise podem ser 

visualizados na Figura III.2.  

 

 
 

 Figura III.2 Caracterização das células precursoras de tecido adiposo por 
citometria de fluxo (dispersão versus intensidade da fluorescência): na coluna à esquerda, 
os gráficos correspondem às células não marcadas (controles); os demais gráficos 
mostram a análise de 11 marcadores de superfície celular. O nome do marcador e as 
porcentagens de células marcadas reativas estão indicados em cada gráfico. As análises 
nos diferentes comprimentos de onda foram agrupadas em A, vermelho, B, verde e C, 
amarelo.  
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 Plasticidade das células precursoras de tecido adiposo 
 
    
  Diferenciação em linhagens mesenquimais 
 
 
 A plasticidade das células precursoras de tecido adiposo do paciente foi 

verificada três semanas após o início da indução da diferenciação. O sucesso da 

diferenciação em linhagens adipogênica, condrogênica e osteogênica foi 

demonstrado pela presença de vacúolos lipídicos, depósitos ricos em 

mucopolissacarídeos e depósitos de cálcio, respectivamente (Figura III.3). Não 

foram observadas diferenças no processo de diferenciação, seja com relação ao 

tempo ou aos aspectos morfológicos, quando comparamos as células do paciente 

com as células do indivíduo controle.  

 

 

 

 

 Figura III.3  Plasticidade das células precursoras de tecido adiposo de paciente 
portador da mutação c.382C→T do gene UBE2A após 21 dias em meio de diferenciação. 
A: diferenciação adipogênica evidenciada pela presença de vacúolos lipídicos corados 
com Oil Red O (barra branca corresponde a 200 µm); B: diferenciação em linhagem 
condrogênica evidenciada pela presença de depósitos ricos em mucopolissacarídeos 
corados com azul de toluidina (barra branca, 100 µM); C: diferenciação osteogênica; 
evidenciada pela presença de depósitos de cálcio corados com corante de Von Gieson 
(barra branca, 100 µm). 
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  Diferenciação em linhagem neuronal 

 

A indução da diferenciação em linhagem neuronal foi realizada segundo 

Ashjian e col. (2003). Após duas semanas de tratamento com isobutilmetilxantina, 

indometacina e insulina, verificamos que uma pequena porcentagem 

(aproximadamente 5%) das células apresentou modificação da morfologia, 

apresentando estruturas semelhantes a neuritos. A morfologia adquirida após 

diferenciação das células do indivíduo controle e do portador de mutação em 

UBE2A, após diferenciação, foi semelhante quando comparadas uma com a outra, 

porém diferente da morfologia adquirida pelas células diferenciadas por Ashjian e 

col. (2003) (Figura III.4). A indução da diferenciação foi realizada duas vezes e os 

resultados obtidos não diferiram.  

 Técnica de imunocitoquímica com anticorpo anti-NF200, específico de 

neurônios maduros, revelou marcação em aproximadamente 25% das células; a 

marcação não foi exclusiva das células que exibiram prolongamentos (Figura III.5). 

A marcação foi mais intensa após indução da diferenciação, o que indica 

início/aumento da expressão desse marcador. A marcação visualizada na ausência 

de indução de diferenciação foi semelhante à visualizada na presença apenas do 

anticorpo secundário.  

Com as células precursoras de tecido adiposo não conseguimos, portanto, 

obter um modelo para o estudo do efeito da mutação de UBE2A na formação de 

neuritos. Entretanto, o estabelecimento de cultura de pré-adipócitos permitiu a 

realização de ensaios de imunocitoquímica. Os ensaios com os anticorpo Anti-

RAD6 (Abcam) e Anti-HR6A/HR6B (Cell Signaling) foram realizados na ausência 

de indução de diferenciação. Não houve marcação após incubação com o 

anticorpo Anti- HR6A/HR6B (Cell Signaling) (Figura III.6 B). A marcação do 

anticorpo Anti-RAD6 (Abcam) foi difusa por todo citoplasma (Figura III.6 C). Não 

observamos diferenças marcantes entre a amostra controle e a amostra do 

paciente. 
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Figura III.4 Diferenciação das células precursoras de tecido adiposo em precursores 
neuronais. A: morfologia apresentada pelas células do controle (esquerda) e do paciente 
(direita) após duas semanas em meio de diferenciação. B: foto publicada por Ashjian e col. 
(2003), aqui reproduzida para fins comparativos. 
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Figura III.5 Imunocitoquímica em pré-adipócitos, utilizando Anti-NF200. A e B: controle 
(anticorpo secundário). C e D: marcação na ausência de indução de diferenciação. E e F: 
marcação após 21 dias em meio de indução. G e H: detalhes de células apresentando 
morfologia neuronal. 
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Figura III.6 Imunocitoquímica de pré-adipóscitos do controle e do paciente. Os núcleos 
foram corados com DAPI. A: células incubadas apenas com anticorpo secundário; B: 
células incubadas com anti-HR6A/HR6B; C: células incubadas com anti-RAD6.  
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 III.4.1.2 Ensaio de complementação funcional em linhagem ∆rad6 de S. 

cerevisiae 

 

Confirmação das linhagens selvagem e ∆rad6 de S. cerevisiae 

  

 As linhagens selvagem e ∆rad6 de S. cerevisiae foram validadas após 

eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de PCR amplificados a partir de 

iniciadores específicos que flanqueiam o gene RAD6 (Figura III.7). O fragmento de 

600 pb, correspondente ao gene RAD6 foi amplificado a partir de amostra de DNA 

de levedura controle (comercial) e da amostra de DNA extraída da linhagem 

selvagem (Wt) utilizada nestes estudos. O fragmento de aproximadamente 1400 

pb amplificado a partir de DNA da linhagem ∆rad6 corresponde ao gene RAD6 

interoompido pelo gene de resistência ao antibiótico G418 (geneticina), utilizado 

no processo de recombinação homóloga que resulta na linhagem nocaute. 

 

 

 

Figura III.7 Fragmentos amplificados por PCR com iniciadores que flanqueiam o gene 
RAD6: o fragmento de 600 pb corresponde ao gene RAD6; o fragmento de 1400 pb 
corresponde ao gene RAD6, interrompido pelo gene de resistência ao antibiótico G418. 
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 Obtenção dos transcritos do gene UBE2A completos 

 

 A região codificadora completa dos transcritos 1, 2 e 3 de UBE2A e 

transcrito 1 contendo a mutação c.382C→T foram amplificadas simultaneamente 

por PCR e os produtos validados por sequenciamento automático, conforme 

descrito no tópico (III.3.2). 

 

 

 

 

 

Figura III.8 Fragmentos correspondente às regiões codificadoras completas dos 
transcritos 1, 2 e 3 do gene UBE2A e do transcrito 1, contendo a mutação 
c.382C→T. 
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Identificação das colônias positivas 

 

As ligações dos insertos no plasmídeo pYES2.1 TOPO foram realizadas 

conforme protocolo do fabricante. A identificação dos plasmídeos contendo os 

transcritos do gene UBE2A inseridos corretamente no vetor foi realizada após 

extração de plasmídeos de dez colônias de E. coli resultantes de cada 

transformação, seguida da digestão pela enzima PvuII, que apresenta um único 

sítio de corte no vetor, assim como no inserto. A digestão dos plasmídeos 

contendo os transcritos 1, 2 e 3 inseridos na direção correta resulta na excisão de 

fragmentos de 471 pb, 381 pb e 210 pb, respectivamente. Caso eles estejam 

inseridos de maneira invertida, a digestão resulta, nos três casos, na excisão de um 

fragmento de 181 pb. Os produtos das digestões foram visualizados após 

eletroforese em agarose 2%. Das dez colônias analisadas, quatro continham o 

transcrito 1 inserido corretamente, duas, o transcrito 2 e seis, o transcrito 3 (Figura 

III.9 A, B e C, respectivamente).  

Como a mutação c.382C→T remove o sítio de restrição da enzima PvuII, 

selecionamos a enzima AflII, para análises dos plasmídeos contendo o transcrito 

mutado. A digestão dos plasmídeos contendo o transcrito 1 mutado inserido na 

direção correta resulta na excisão de um fragmento de 474 pb, além de quatro 

outros, correspondentes aos cortes em sítios do vetor: bandas de 2982 pb, 2395 pb, 

264 pb e 220 pb. Quando inserido de maneira invertida, a digestão resulta na 

excisão de uma banda de 115 pb além de bandas de 3341 pb, 2395 pb, 264 pb, 220 

pb. Para confirmar a presença da mutação, os plasmídeos foram também digeridos 

com PvuII. O esquema do vetor ligado ao transcrito mutado e o resultado da 

análise das dez colônias correspondentes, após digestão com AflIII ou PvuII, estão 

apresentados na Figura III.9 D. Sete das 10 colônias analisadas continham o 

transcrito mutado inserido corretamente e todas continham a mutação. O 

sequenciamento automático dos plasmídeos, utilizando o iniciador GAL1, 

confirmou a integridade e a fidelidade da sequência dos quatro insertos de 

interesse. 
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Figura III.9 Identificação dos plasmídeos contendo os transcritos 1, 2 e 3 do gene UBE2A 
inseridos corretamente no vetor pYES2.1 TOPO®, após digestão com a enzima de 
restrição PvuII.  A, transcrito 1, amostras 2, 6, 9 e 10. B, transcrito 2, amostras 1 e 6. C, 
transcrito 3, amostras, 2, 3, 4, 7, 9 e 10. D, transcrito 1c.382C→T - digestão com as enzimas 
AflIII e PvuII: amostras 1, 4, 5, 6, 7, 9 e 10.  
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Transformação dos vetores ligados aos transcritos humanos de UBE2A na 

linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae 

 

A linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae foi transformada com os plasmídeos 

contendo os quatro transcritos do gene UBE2A: 1, 2 e 3 e o transcrito 1 mutado 

(c.382C→T). As transformantes foram denominadas de ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito 

1, ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito 2, ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito 3, ∆rad6 + 

Pyes2.1/transcrito 1/c.382C→T . Para controle do experimento, a transformação 

da linhagem selvagem e da ∆rad6 foi realizada com o plasmídeo pYes2.1 TOPO 

vazio (denominadas, respectivamente, Wt + vetor vazio e ∆rad6 + vetor vazio).  

 

 Análise da expressão dos transcritos humanos em levedura: Northern 

blotting 

 

A análise da expressão dos transcritos foi realizada após extração de RNA 

das leveduras transformadas cultivadas em meios de cultura, contendo glicose ou 

galactose como fonte de carbono. A indução da expressão de sequências inseridas 

no vetor pYES2.1TOPO se dá pela ativação do promotor GAL1, na presença de 

galactose no meio de cultura. Na presença de glicose, a expressão deve ser 

reprimida, de acordo com o protocolo do fabricante do vetor. 

 Após Northern blotting, detectamos expressão dos transcritos nas células 

cultivadas não só na presença de galactose, mas também de glicose. A expressão 

dos transcritos em células cultivadas na presença de glicose indica haver escape de 

promotor, embora a expressão tenha sido em menor taxa do que a observada na 

presença de galactose (Figura III.10, faixas 3, 4, 5 e 6).  
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Figura III.10 Análise da expressão dos transcritos de UBE2A - 1, 2 e 3 e mutante - em S. cerevisiae, por Northern blotting.  A, gel de agarose 1,2% 
corado com brometo de etídio, mostrando a presença de RNA em todas as amostras. B, a presença dos transcritos é evidenciada após 
hibridação de sonda complementar ao transcrito 1, nas células cultivadas na presença de glicose (pistas 1 - 6) e de galactose (7 – 12). 

1
4

4
 



145 

 

 

Ensaios de complementação funcional 

 

Os experimentos de complementação funcional foram realizados em 

quadruplicata e as diferentes linhagens de S. cerevisiae foram cultivadas em meio 

SD- URA- contendo glicose e em meio contendo galactose.  

 

 - Ensaio I: Resistência à luz ultravioleta (UV-C) 

 

A linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae é altamente sensível a agentes que 

danificam o DNA, como luz ultravioleta e raios γ, e provocam aumento da 

mortalidade celular (Jentsch e col., 1987). Assim, o crescimento das leveduras 

transformadas foi avaliado após diferentes tempos de exposição à luz ultravioleta-

C (T = 0, 10 s, 30 s e 1 min), em meio contendo glicose ou galactose (Figura III.11).  

Observamos que, em meio contendo galactose, as linhagens Wt + vetor 

vazio, ∆rad6 + vetor vazio e ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito1 apresentaram proliferação 

semelhante, na ausência de exposição à luz UV-C (T=0). Com o início e aumento 

do tempo de exposição (10 s, 30 s e 1 min), observamos, conforme esperado, que a 

linhagem ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito 1 foi capaz de proliferar de maneira 

semelhante à linhagem Wt + vetor vazio, evidenciando que a expressão do 

transcrito 1 corrige o fenótipo de sensibilidade à luz UV-C apresentados pela 

linhagem ∆rad6, conforme previamente descrito (Koken e col., 1991).  

A expressão dos transcritos 2 ou 3 de UBE2A não foi capaz de corrigir o 

fenótipo de sensibilidade à UV-C da linhagem ∆rad6. Entretanto, na ausência de 

complementação funcional, as linhagens ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito 2, ∆rad6 + 

Pyes2.1/transcrito 3 deveriam apresentar proliferação semelhante à linhagem 

∆rad6 + vetor vazio. Entretanto observamos que apresentaram crescimento 

inferior, mesmo na ausência de exposição à luz UV-C (T=0), o que sugere que a 

expressão desses transcritos resulta em certa toxicidade para a levedura. A 

expressão do transcrito mutante também não corrigiu os fenótipos de ∆rad6 e 

mostrou-se claramente tóxico para a levedura: observamos que, em meio contendo 

galactose, a linhagem ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito 1 c.382C→T prolifera em taxa 
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muito inferior às demais, mesmo na ausência de exposição à luz UV. A 

mortalidade das colônias aumentou com o tempo de exposição e, após 60 s de 

exposição, houve crescimento apenas das linhagens Wt + vetor vazio e ∆rad6 + 

Pyes2.1/transcrito 1. 

O comportamento da linhagem ∆rad6+ Pyes2.1/transcrito 1 cultivada na 

presença de glicose diferiu do esperado. Na presença de glicose, as linhagens 

∆rad6+ Pyes2.1/transcrito1, ∆rad6+ Pyes2.1/transcrito2, ∆rad6 + 

Pyes2.1/transcrito 3 e ∆rad6+ Pyes2.1/transcrito1 c.382C→T deveriam apresentar 

níveis de proliferação semelhantes ao da linhagem ∆rad6+vetor vazio, pois 

nenhuma delas deveria expressar os transcritos humanos. Em T=0, todas as 

linhagens apresentaram níveis de proliferação semelhantes. Entretanto, conforme 

iniciamos a exposição à luz UV-C, observamos diferenças de proliferação, 

explicáveis pelo escape de promotor que resulta em pequena expressão dos 

transcritos de UBE2A, detectada por Northern blotting, após cultivo na presença de 

glicose (Figura III.10).   



147 

 

 

 

Figura III.11 Ensaio de complementação funcional da mutação ∆rad6 de S. cerevisiae pelos 
transcritos humanos do gene UBE2A (transcritos 1, 2, 3 e transcrito 1c.382C→T), na 
ausência ou após exposição de 10, 30 e 60 s à luz UV-C. As células foram cultivadas em 
meio contendo glicose ou galactose. A galactose induz a expressão dos transcritos 
inseridos no vetor utilizado (promotor GAL1). Apenas a expressão do transcrito 1 corrigiu 
o fenótipo de sensibilidade à luz UV. A expressão dos transcritos 2, 3 e mutante resultou 
em toxicidade. 
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      - Ensaio II: Estresse por temperatura 

 

Avaliamos o crescimento das leveduras a 30o C e 37o C (Figura III.12), pois a 

alteração na proliferação da linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae parece ser mais 

pronunciado a 37o C (Ellison e col., 1991; McDonought e col., 1995 e Frieberg e col., 

2000). Observamos que, a 30o C e em meio contendo glicose, todas as linhagens 

apresentaram níveis de proliferação semelhantes. Já em meio contendo galactose, 

enquanto as linhagens Wt + vetor vazio, ∆rad6 + vetor vazio e ∆rad6 + 

Pyes2.1/transcrito1 apresentaram níveis de proliferação semelhantes, as linhagens 

∆rad6 + Pyes2.1/transcrito2, ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito3 e ∆rad6 + 

Pyes2.1/transcrito1 c.382C→T apresentaram crescimento inferior, sugerindo 

toxicidade.  

A 37o C, não observamos diferenças marcantes no crescimento das 

linhagens Wt + vetor vazio, ∆rad6 + vetor vazio e ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito1, em 

ambos os meios de cultura. Porém as linhagens ∆rad6 + Pyes2.1/transcrito2 e 

∆rad6 + Pyes2.1/transcrito3 apresentaram crescimento prejudicado, tanto na 

presença de glicose quanto de galactose, apontando para uma toxicidade mais 

acentuada em condições de choque térmico (heat shock), independentemente da 

diferença nos níveis de expressão revelados por Northern blotting. A linhagem 

∆rad6 + Pyes2.1/transcrito1/c.382C→T teve sua proliferação muito prejudicada 

em meio contendo glicose e não proliferou em meio contendo galactose.  
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Figura III.12 Ensaio de complementação funcional da mutação ∆rad6 de S. cerevisiae pelos 
transcritos humanos do gene UBE2A (transcritos 1, 2, 3 e transcrito1/c.382C→T) a 30 o C e 
37o C. O fenótipo de toxicidade das linhagens que expressam os transcritos 2, 3 e mutante 
foi agravado, após choque térmico. 

 

 

Análise da presença das isoformas de UBE2A após expressão em linhagem 

∆rad6 de S. cerevisiae: Western blotting 

 

A técnica de Western blotting foi utilizada para avaliar a presença das 

isoformas humanas da proteína UBE2A na linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae, 

cultivadas em meio contendo galactose. Três anticorpos foram testados: anti-

RAD6 (Abcam), anti-RAD6 (Erasmus MC) e anti-HR6A/HR6B (Cell Signaling). 

 O anticorpo anti-RAD6 (Abcam) foi capaz de reconhecer a proteína RAD6 

na linhagem selvagem (Wt) de S. cerevisiae (Figura III.13 A, faixa 1 – banda de 

aproximadamente 20 kDa). RAD6 e a ortóloga humana compartilham 74% de 

similaridade nos 100 primeiros resíduos de aminoácidos, região da proteína 

humana utilizada na produção desse anticorpo. O anticorpo foi também capaz de 
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reconhecer a proteína codificada pelo transcrito 1 do gene UBE2A humano e 

parece ter detectado um dímero dessa proteína ou a interação entre ela e uma 

outra proteína (Figura III.13 A, faixa 3 –  bandas de  aproximadamente 17 kDa e 34 

kDa). O anticorpo detectou, ainda, a proteína codificada pelo transcrito 1 do gene 

UBE2A humano contendo a mutação c.382C→T, formada pelos resíduos de 

aminoácidos 1-127 (Figura III. A, faixa 6 – banda de aproximadamente 15 kDa). 

Resultado similar foi observado para o anticorpo anti-RAD6 produzido no Centro 

Médico da Universidade Erasmus, Rotterdam, Holanda (Figura III.13 B, faixas 1, 3 

e 6), embora a presença do dímero de UBE2A seja menos evidente (Figura III.13 B, 

faixa 3). Para ambos os anticorpos, foram observadas marcações inespecíficas. 

O anticorpo anti-HR6A/HR6B foi capaz de reconhecer a proteína 

codificada pelo transcrito 1 do gene UBE2A humano e o provável dímero (Figura 

III.13 C, faixa 3 – de aproximadamente 17 kDa e 34 kDa). Observamos baixa 

afinidade pela proteína RAD6 da linhagem selvagem de S. cerevisiae (Figura III.13 

C,  faixa 1 – 20 kDa) e pela proteína mutada, codificada pelo transcrito 1 do gene 

UBE2A humano contendo a mutação c.382C→T (Figura III.13 C, faixa 6 – 15 kDa). 

Uma banda inespecífica de aproximadamente 25 kDa foi detectada em todas as 

amostras (Figura III.13 C). 

As bandas de 14 e 8 kDa, que correspondem, respectivamente, às proteínas 

codificadas pelos transcritos 2 e 3 do gene UBE2A humano não foram detectadas 

pelos anticorpos testados (Figura III.13 A, B e C, faixas 4 e 5). O não 

reconhecimento dessas isoformas pode decorrer da não especificidade dos 

anticorpos utilizados. Conforme dados apresentado no Capítulo II (Figura II.2), as 

proteínas codificadas pelo transcrito 1 e 2 do gene UBE2A diferem pela ausência 

dos resíduos 51 a 81 na isoforma codificada pelo transcrito 2. Já a isoforma 

codificada pelo transcrito 3 tem, como primeiro resíduo de aminoácido, aquele 

correspondente ao 75º da isoforma codificada pelo transcrito 1. Dadas às 

características descritas pelo fabricante dos anticorpos – produzidos após 

imunização com a porção N-terminal de UBE2A – esperávamos que os três fossem 

capazes de detectar a isoforma 2. A isoforma 3, por não apresentar a porção N-

terminal da isoforma 1, provavelmente não seria detectada.  
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Figura III.13 Western blotting dos extratos protéicos das leveduras ∆rad6, expressando os transcritos humanos de UBE2A. A: 
anticorpo Anti-RAD6 (Abcam); B: Anti-RAD6 (Erasmus MC Laboratories); C: Anti-HR6A/HR6B (Cell Signaling). (Ver texto, para 
pormenores) 
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A superexpressão de proteínas heterólogas muitas vezes leva à formação de 

agregados protéicos. Entretanto, não detectamos agregados de alto peso molecular 

nas frações solúvel e insolúvel dos extratos de levedura, após expressão das 

diferentes isoformas de UBE2A (Figura III.14, coloração com Ponceau red). As 

isoformas 2 e 3 de UBE2A também não foram detectadas na fração insolúvel dos 

extratos protéicos das leveduras ∆rad6, expressando os transcritos 

correspondentes (Figura III.15 A). Não foram detectadas alterações no padrão 

global de ubiquitinação após Western blotting anti-ubiquitina (Figura III.15 B). 

 

 

 

Figura III.14 Western blotting dos extratos protéicos das leveduras ∆rad6, 
expressando os transcritos humanos de UBE2A: não foram observados agregados de alto 
peso molecular após coloração com Ponceau red. Como controle, utilizamos os extratos das 
linhagens selvagem e ∆rad6 transformadas com o vetor vazio. Marcador de peso 
molecular: Rainbow (GE Healthcare). 
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Figura III.15 A, Western blotting anti-RAD6 (Abcam) dos extratos protéicos das leveduras ∆rad6, expressando os transcritos humanos de 

UBE2A: as isoformas 2 e 3 também não foram detectadas na fração insolúvel. B, Western blotting anti-ubiquitina (SIGMA) dos extratos 

protéicos das leveduras ∆rad6, expressando os transcritos humanos de UBE2A: não foram observadas alterações no padrão geral de 

ubiquitinação. Como controle, utilizamos os extratos das linhagens selvagem e ∆rad6 transformadas com o vetor vazio. 
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  II.4.1.3 Expressão dos transcritos de UBE2A em linhagem selvagem 

de S. cerevisiae 

 

Para verificar o caráter recessivo ou dominante da toxicidade observada 

após a expressão dos transcritos humanos 2, 3 e mutante (c.382C→T) em linhagem 

de levedura ∆rad6, os mesmos plasmídeos contendo os transcritos humanos de 

UBE2A (pYes2.1/transcrito1, pYes2.1/transcrito2, pYes2.1/transcrito3, 

pYes2.1/transcrito1c.382C→T), foram clonados na linhagem selvagem (Wt) de S. 

cerevisiae.  O crescimento das leveduras transformadas foi avaliado, após 

diferentes tempos de exposição à luz UV-C. Os resultados do ensaio de resistência 

à luz ultravioleta na ausência e após 60 s de exposição estão apresentados na 

Figura III.16. 

Em contraste com o observado após a expressão dos transcritos humanos 

de UBE2A na linhagem ∆rad6, a expressão dos mesmos transcritos na linhagem 

selvagem não resultou em toxicidade. A proliferação das colônias foi semelhante, 

independentemente do transcrito clonado, diminuindo com o aumento da 

exposição à luz UV, porém sendo sempre superior à proliferação da linhagem 

∆rad6.  

Os experimentos de expressão na linhagem selvagem foram realizados em 

paralelo aos de expressão na linhagem ∆rad6 e em triplicata, para a confirmação 

dos resultados. A expressão dos transcritos de UBE2A nas linhagens selvagem foi 

validada por Northern blotting (Figura III.17). 
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Figura III.16  A, ensaio de complementação funcional da mutação ∆rad6 de S. cerevisiae pelos transcritos humanos do gene UBE2A 
(transcritos 1, 2, 3 e transcrito 1 c.382C→T), na ausência e após 60 s de exposição à luz UV-C. B, O caráter recessivo dos fenótipos de 
toxicidade relacionados à expressão dos transcritos humanos 2, 3 e mutante (c.382C→T) de UBE2A foi confirmado após transformação de 
linhagem selvagem de S. cerevisiae.  
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Figura III.17 A, eletroforese em gel de agarose 1,2% das amostras de RNA extraídas das 

leveduras selvagens que expressam os transcritos de UBE2A. Coloração por brometo de 

etídio. B, Northern blot com a sonda UBE2A/transcrito 1 e a sonda para actina (controle 

interno). 

 

 

II.4.1.4  Ensaio de complementação funcional da mutação ∆rad6 de S. 

cerevisiae pela expressão das isoformas de UBE2A em fusão com o epítopo V5 e 

cauda de histidina C-terminal 

 

Decidimos realizar o ensaio de complementação funcional, desta vez com a 

retirada do códon de parada dos transcritos humanos de UBE2A (conforme 

descrito em III.3.2), o que permite a expressão das proteínas de interesse em fusão 

com o epítopo V5 e cauda de histidina C-terminal, ambos codificados pelo vetor 

PYES2.1 TOPO. Esse procedimento permitiria a purificação de complexos 

protéicos de que participassem as isoformas da proteína UBE2A, uma vez que a 

cauda de histidina possui afinidade a metais. Tentaríamos, ainda, detectar as 

isoformas 2 e 3 (não detectadas nos extratos das linhagens de levedura que 

expressam as proteínas nativas), utilizando anticorpo anti-V5.  
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Similarmente aos resultados observados após a expressão das isoformas 

nativas de UBE2A em linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae (Figura III.18 A, na presença 

de galactose), apenas a expressão da isoforma 1 de UBE2A, em fusão com o 

epítopo V5 e cauda de histidina (his-tag) C-terminal,  resultou em correção de 

fenótipo de sensibilidade à UV. O fenótipo de toxicidade da linhagem que 

expressa o transcrito contendo a mutação não foi observado quando o epítopo V5 

e a cauda de histidina estavam presentes (Figura III.18 B). A expressão dos 

transcritos de UBE2A foi confirmada por Northern blotting (Figura III. 18 B), 

entretanto, apenas a isoforma 1 foi detectada pelo anticorpo anti-V5 (Figura 

III.18D),  nas frações solúvel (faixa 3) ou insolúvel (faixa 9). As isoformas 2 e 3 não 

foram detectadas pelo anticorpo anti-V5 (faixas 4 e 5 – frações solúveis; faixa 10 e 

11 – frações insolúveis). Dessa maneira, a não detecção dessas isoformas nativas 

pelos anticorpos Anti-RAD6 (Abcam), Anti-RAD6 (Erasmus MC) e Anti-

HR6A/HR6B (Cell Signaling) não é consequência da menor afinidade desses 

anticorpos e, sim, da ausência das isoformas. Esse fato pode resultar de falha no 

processo de tradução dessas isoformas (já que o RNA está presente) ou de sua 

degradação pós-tradução. A hipótese de degradação nos parece a mais provável, 

uma vez que os transcritos 1, 2 e mutante compartilham a mesma região de início 

de tradução e não foram observados problemas na tradução das isoformas 1 e 

mutante nativas, ou da isoforma 1 em fusão com o epítopo V5 e a cauda de 

histidina. Curiosamente, a isoforma mutante em fusão com o epítopo V5 e a cauda 

de histidina não foi detectada com Anti-RAD6 e Anti-V5 (Figura III.18 D, faixa 6 e 

faixa 12), sugerindo que, nesse caso, também ocorre degradação dessa isoforma. 

Assim, pode ser explicada a redução da toxicidade observada nessa linhagem. 
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Figura III.18 A, ensaio de complementação funcional da mutação ∆rad6 de S. cerevisiae 
pela expressão das isoformas de UBE2A nativas e em fusão com o epítopo V5 e cauda de 
histidina, após exposição à luz UV (0 e 30 s). A expressão das isoformas é induzida por 
galactose (promotor GAL1). C, Northern blotting. D, Western blotting anti-RAD6 e anti-V5. 
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III.4.2 Ensaios in vitro 

 

 Expressão heteróloga e purificação das proteínas codificadas pelos 

transcritos do gene UBE2A 

  

 Conseguimos expressar em E. coli e purificar por cromatografia de 

afinidade a metais as quatro proteínas codificadas pelos transcritos 1, 2 e 3 do gene 

UBE2A humano normal e pelo alelo contendo a mutação c.382C→T, às quais 

chamamos, respectivamente, de UBE2A/1, UBE2A/2, UBE2A/3, UBE2A/Q128X. 

O vetor utilizado (pET15b - Novagen) permite a expressão dessas isoformas em 

fusão com uma cauda de seis histidinas na porção N-terminal, o que aumenta seu 

peso em cerca de 2 kDa. Assim, as proteínas UBE2A/1, UBE2A/2, UBE2A/3, 

UBE2A/c.382C→T, que originalmente têm 17 kDa, 13 kDa, 8 kDa e 14 kDa, 

passam a ter aproximadamente 19 kDA, 15 kDa, 11 kDa e 16 kDa, respectivamente 

(Figura III.19).  

Duas delas, UBE2A/1 e UBE2A/Q128X, foram purificadas a partir da 

fração solúvel do lisado de bactérias. Nesses casos, as proteínas mantêm a 

integridade e a estrutura. Já as isoformas UBE2A/2 e UBE2A/3 encontravam-se 

na fração insolúvel (no pellet, mais especificamente em corpos de inclusão da 

bactéria) e só puderam ser purificadas após adição de ureia 6 M às soluções de 

purificação.  

A formação de corpos de inclusão ou agregados protéicos insolúveis resulta 

de estratégia de defesa do hospedeiro, tornando o produto superexpresso menos 

tóxico para a célula. Dependendo da finalidade para a qual se quer obter a 

proteína, a formação desses agregados pode não ser desvantajosa, pois protege a 

proteína de interesse da ação de proteases e geralmente são agregados puros da 

proteína superexpressa, facilmente isoláveis. A superexpressão de proteínas 

heterólogas em E. coli frequentemente leva à formação de  corpos de inclusão. 

Estudos sugerem que a formação dos agregados pode ser devida a vários fatores, 

entre eles (a) a quantidade limitada de chaperonas em conjunto com a taxa 

elevada de síntese protéica que excede à capacidade da célula de dobrar 
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corretamente a proteína recém sintetizada, (b) as diferenças do estado redox entre 

E. coli e a célula eucariota e (c) as diferenças no processo de tradução de 

procariontes e eucariontes (Yasukama e col., 1995). A purificação das proteínas 

dos corpos de inclusão exige condições desnaturantes e nem sempre é possível 

refazer o dobramento da proteína para sua conformação nativa in vitro. 

 

 

 

                                        

 

Figura III.19 SDS-PAGE 14% das proteínas purificadas: (1) UBE2A/1 (19kDa), (2) 
UBE2A/2 (15kDa), (3) UBE2A/3 (11kDa), (4) UBE2A/c.382C→T (16kDa). Coloração por 
Comassi blue. 
  

  

 Assim, quando os experimentos subsequentes envolvem estudos 

funcionais, a melhor opção é tentar obter a proteína de interesse na fração solúvel. 

Variações nas condições de expressão, linhagem de bactéria utilizada, temperatura 

de crescimento e expressão, assim como concentração final do desrepressor (IPTG) 

podem auxiliar na obtenção de proteínas em suas formas solúveis. 

 Algumas estratégias foram adotadas para tentar evitar que a 

superexpressão de UBE2A/2 e UBE2A/3 em E. coli resultasse na formação de 

corpos de inclusão. A primeira foi variar as concentrações de IPTG, com a 

finalidade de encontrar uma concentração que induzisse a expressão em taxa que 

permitisse o dobramento correto. Quatro diferentes concentrações de IPTG foram 

testadas em volumes de cultura de 100 mL de meio LB/Amp: 0,1 mM; 0,25 mM; 

1     2      3      4 



161 

 

 

0,5 mM e 1 mM. Em todas essas concentrações, as proteínas foram encontradas 

nos corpos de inclusão. A segunda estratégia foi testar as diferentes concentrações 

de IPTG concomitantemente com a redução da temperatura de indução, de 37o C 

para 20o C. A redução da temperatura visa diminuir o metabolismo do hospedeiro 

e, consequentemente, a velocidade de síntese da proteína heteróloga. Culturas de 

100 mL de meio LB/Amp foram mantidas a 20o C por cerca de 16 h, na presença 

de diferentes concentrações de IPTG (0,1 mM; 0,25 mM; 0,5mM e 1 mM). As 

alterações nas condições temperatura de cultivo combinadas com variações na 

indução não resultaram na solubilização das proteínas. 

  O passo seguinte foi variar as linhagens utilizadas para superexpressão. 

Cinco outras linhagens de E. coli foram testadas: BL21 (DE3) pLysS,  Origami, C41, 

C43 e AD494. As características dessas linhagens que nos levaram a utilizá-las, 

estão detalhadas no tópico III.3.2. As mesmas condições de cultura (temperatura e 

concentrações de IPTG) testadas para a linhagem BL21(DE3) foram também para 

essas linhagens. Em todas elas, as proteínas permaneceram na fração insolúvel.  

 Embora não seja a alternativa mais indicada, quando se objetiva realizar 

ensaio de atividade, decidimos renaturar as proteínas UBE2A/2 e UBE2A/3 in 

vitro. A primeira tentativa de renaturação foi realizada por meio de diálise: a 

proteína desnaturada em tampão contendo ureia (ureia 6 M, NaCl 500 mM, fosfato 

de sódio 20 mM) foi dialisada, utilizando membrana semipermeável, em gradiente 

de ureia em tampão fosfato de sódio 20 mM pH7,4, NaCl 0,1M. Após a remoção 

total da ureia, ocorreu precipitação das proteínas UBE2A/2 e UBE2A/3. 

 Na segunda tentativa de renaturação in vitro, utilizamos protocolo 

fornecido pelo fabricante da coluna HiTrap. Esse procedimento foi realizado 

apenas para a proteína UBE2A/3. Após isolar os corpos de inclusão, o pellet foi 

ressuspendido em 5 mL de solução Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 5 mM, 

guanidina hidroclorídrica 6M e 2-mercaptoetanol 1 mM. A presença de guanidina 

6 M resulta na desnaturação da proteína. Após 60 min à temperatura ambiente, a 

mistura foi centrifugada por 15 min (4o C, 13000 rpm) e o sobrenadante foi, então, 

filtrado (filtro de 45 µM - Millipore). A coluna HiTrap TM Chelating de 5 mL foi 

lavada com 50 mL de água destilada, equilibrada com 50 mL do mesmo tampão 
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em que os corpos de inclusão foram ressuspendidos, procedendo-se então à 

passagem do extrato protéico contendo a proteína de interesse desnaturada; esta, 

devido à presença da cauda de histidina, ficou ligada à matriz da coluna por 

afinidade ao níquel. A tentativa de redobramento da proteína foi realizada por 

gradiente linear de ureia, iniciando com tampão contendo 6 M até  sua ausência. O 

gradiente teve volume de 150 mL em fluxo de 1 mL/min (em FPLC, GE 

Healthcare). A eluição da proteína recombinante renaturada in vitro foi realizada 

por gradiente linear de Imidazol, iniciando com tampão contendo 20 mM até a 

concentração de 500 mM. A tentativa de redobrar a proteína não foi bem sucedida: 

houve precipitação no interior da coluna, impedindo sua eluição. Esta só pôde ser 

realizada após adição de ureia ao tampão de eluição, o que resultou novamente na 

desnaturação da proteína.  

A variação do pH do tampão final também pode auxiliar na solubilização 

de proteínas. Realizamos, diálise em tampão citrato de potássio 20 mM pH 3,8 e 

NaCl 0,1 M. Nesse tampão a isoforma 3 de UBE2A ficou solúvel, porém houve 

precipitação da isoforma 2. A melhor solubilização da isoforma 2 foi obtida em 

tampão fosfato de sódio pH 5,5. Entretanto, nessas condições, ainda ocorreu 

alguma precipitação. A isoforma 3, em tampão citrato de potássio 20 mM pH 3,8 e 

NaCl 0,1M, foi utilizada para a imunização de coelhos e produção de anticorpo 

capaz de reconhecer a porção C-terminal de UBE2A. O anticorpo obtido foi 

denominado anti-UBE2A/ISO3. 

 

 

Avaliação da afinidade dos anticorpos anti-RAD6 e anti-UBE2A/ISO3 às 

isoformas de UBE2A 

 

 A obtenção das isoformas de UBE2A, solúveis ou insolúveis, nos permite 

avaliar, por Western blotting, a afinidade dos anticorpos anti-UBE2A/ISO3 e anti-

RAD6 por cada uma delas. Para isso, diluições seriadas (0,1 ng, 0,5 ng, 1 ng, 10 ng, 

100 ng, 500 ng e 1 µg) das isoformas puras de UBE2A (1, 1/Q128X, 2 e 3) foram 

submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 14%, transferidas para membrana de 
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nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-RAD6 (diluição 1:1000 em 

TBS/Tween 0.1%) ou anticorpo anti-UBE2A/ISO3 (diluição 1:100 em TBS/Tween 

0,1%) por cerca de 16 h. As membranas foram, então, lavadas e incubadas com o 

anticorpo secundário por 1 h. A detecção foi realizada de acordo com protocolo do 

kit utilizado (Amersham ECL PlusTM Western Blotting Reagent and Detection System). 

As membranas foram escaneadas, utilizando o scanner STORMTM (GE Healthcare) 

para a visualização da fluorescência.  

Como mostra a Figura III.20, o anticorpo anti-UBE2A/ISO3, na diluição 

1:100, foi capaz de detectar todas as isoformas de UBE2A, porém apenas em 

concentrações superiores a 10 ng. Já o anticorpo comercial anti-RAD6 (Abcam) na 

diluição 1:1000 foi capaz de detectar a isoforma 1, a isoforma 1/Q128X e a 

isoforma 2, em todas as diluições testadas. Conforme esperado, esse anticorpo não 

foi capaz de detectar a isoforma 3 – segundo o fabricante, o anticorpo foi obtido 

após a imunização de coelhos com a porção N-terminal da isoforma 1 de UBE2A, 

ausente na isoforma 3. Esse resultado revela que a isoforma 2 de UBE2A não está 

presente nos extratos de levedura após superexpressão em meio contendo 

galactose, pois, se estivesse presente, teria sido detectada pelo Anti-RAD6 (Abcam).   

  

 

 

Figura III.20 Western blotting das isoformas puras de UBE2A: anticorpos anti-
UBE2A/ISO3 (diluição 1:100) e anti-RAD6 (Abcam, diluição 1:1000). (Ver texto para 
pormenores) 
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Nos extratos celulares, o anticorpo anti-UBE2A/ISO3 foi capaz de detectar 

apenas a isoforma 1 de UBE2A em 50 µg do extrato protéico da linhagem de 

levedura  ∆rad6+Pyes2.1/transcrito1. Não foi capaz de detectar RAD6 na linhagem 

selvagem ou as demais isoformas, nas linhagens que expressavam os transcritos 

correspondentes. Em extratos de pré-adipócitos humanos (amostra controle e do 

paciente III-2, Figura I.1), foram observadas marcações inespecíficas, nenhuma 

delas correspondendo ao peso molecular correspondente a UBE2A e UBE2B (17 

kDa). (Figura III.21). 

 

 

 

 

 
Figura III.21: Western blot dos extratos protéicos de pré-adipócitos humanos e das 
leveduras transformadas cultivadas na presença de galactose. 
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Ensaio de atividade para avaliar a capacidade das diferentes isoformas de 

UBE2A de ubiquitinar histonas in vitro  

 

 Os ensaios de atividade foram realizados conforme descrito por Sarcevic e 

col. (2002). Resumidamente, o ensaio consiste em incubar a E2 de interesse na 

presença de ubiquitina, histonas H2A, E1, ATP e Mg2+, por 30 a 90 min a 37o C, em 

tampão adequado. A finalização se dá pela adição de tampão redutor (2-

mercaptoetanol 15%) para rompimento das ligações tioéster ou dissulfeto, seguida 

de desnaturação por 2 min a 100o C. Em seguida, a reação é submetida à 

eletroforese em gel SDS-PAGE 14% e transferida para membrana de nitrocelulose, 

que é incubada, por cerca de 16 h, com anticorpo primário anti-ubiquitina 

(SIGMA), diluído em TBS/Tween 0.1% (diluição 1:250). A membrana é, então, 

lavada e incubada com o anticorpo secundário por 1 h, seguida de protocolo de 

detecção. 

 O controle positivo consistiu em ensaio contendo a proteína UBE2A/1 pura 

(Figura III.22, faixa 3). Conforme previamente descrito por Sarcevic e col. (2002), a 

proteína codificada pelo transcrito 1 do gene UBE2A foi capaz de monoubiquitinar 

histonas H2A in vitro. A banda de aproximadamente 24 kDa, correspondente à 

histona H2A ubiquitinada, está indicada na Figura III.22 pela seta vermelha (faixa 

3). Como controles negativos do experimento, realizamos ensaios na ausência de 

histona (Figura III.22, faixa 2), ausência de ubiquitina (Figura III.21, faixa 6), 

ausência de E1 (Figura III.22, faixa7), ausência de Mg2+ (Figura III.22, faixa 8), 

ausência de ATP (Figura III.22, faixa 9), ou ausência de E2 (Figura III.22, faixa 10). 

Dentre os controles negativos, a banda correspondente à histona H2A 

ubiquitinada pôde ser observada somente na ausência de Mg2+ (Figura III.22 seta 

vermelha, faixa 8), porém em menor intensidade, quando comparada à banda 

correspondente observada na faixa 3. O Mg2+ atua como cofator necessário para a 

atividade da E1, de forma que sua ausência resulta em baixa capacidade de 

ativação da molécula de ubiquitina e, como consequência, a E2 (no caso UBE2A/1) 

recebe menor número de moléculas de ubiquitina para transferir para a histona. 
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Nos demais controles negativos, a banda de 24 kDa não foi observada (faixas 2 e 6, 

7, 9 e 10, Figura III.22). 

  Para avaliar a capacidade de ubiquitinação de histonas das isoformas de 

UBE2A, o ensaio foi realizado conforme o controle positivo, porém com a 

substituição da UBE2A/1 por UBE2A/Q128X (Figura III.22, faixa 1), UBE2A/2 

(Figura III.22, faixa 4) ou UBE2A/3 (Figura III.22, faixa 5). A banda de 24 kDa, 

correspondente à histona H2A ubiquitinada, não foi observada nos ensaios com as 

isoformas de UBE2A. Entretanto, não podemos excluir a possibilidade de que a 

incapacidade de ubiquitinação de histonas observada para UBE2A/2 e UBE2A/3 

seja consequência de elas terem sido renaturadas in vitro.  

Além da banda de 24 kDa correspondente à histona ubiquitinada, diversas 

outras foram observadas. As duas últimas faixas do ensaio nos permitem 

determinar quais são as bandas correspondentes à ubiquitina pura (Figura III.22, 

faixa 11) e às histonas (Figura III.22, faixa 12 – marcação inespecífica).  Nos ensaios 

contendo UBE2A/1 (Figura III.22, faixa 2 e 3), observamos marcação do tipo ladder 

(escadaria), padrão comumente associado a poliubiquitinação.  O fato de esse 

padrão ser observado tanto na ausência (faixa 2) como na presença (faixa 3) de 

histonas sugeria tratar-se de fenômeno de autoubiquitinação, já descrito para 

UBE2A. A autoubiquitinação de UBE2A/1 foi confirmada, utilizando o anticorpo 

anti-RAD6 (Abcam) (Figura III.23). 

Voltando à Figura III.22, podemos observar na faixa 1 uma banda indicada 

pela seta preta, ausente nas demais faixas. Essa banda sugere que a isoforma 

UBE2A/Q128X, embora incapaz de ubiquitinar histonas, é capaz de interagir com 

a molécula de ubiquitina. A repetição dos ensaios com UBE2A/1 e UBE2A/Q128X 

confirmou a capacidade da isoforma UBE2A/Q128X em interagir com a 

ubiquitina: a banda de aproximadamente 27 kDa (16 kDa de UBE2A/Q128X + 10,7 

kDa da ubiquitina  em fusão com cauda de histidina) foi detectada tanto pelo 

anticorpo anti-ubiquitina, quanto pelo anti-RAD6 (Figura III. 24, faixas 2 e 4). A 

capacidade de autoubiquitinação de UBE2A/Q128X, menos evidente, é 

semelhante à capacidade de autoubiquitinação observada para UBE2A/1 na 
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ausência de magnésio, visualizada como um leve arrasto e bandas sutis (comparar 

as faixas 1 e 8, Figura III.22). 

 

 

  

Figura III.22 Ensaio de atividade in vitro: capacidade de ubiquitinação de histonas 
avaliada por Western blotting anti-ubiquitina. A banda correspondente à histona 
ubiquitinada está indicada pela seta vermelha. A banda correspondente à interação de 
UBE2A/Q128X com a ubiquitina está indicada pela seta preta. Os componentes presentes 
(+) e ausentes (-) em cada um dos ensaios estão indicados. (Ver texto para pormenores). 
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Figura III.23 Autoubiquitinação de UBE2A/1. O padrão do tipo ladder foi observado após 
incubação com os anticorpos anti-RAD6 e anti-ubiquitina. 

 

 

 

  

 

Figura III.24 Ensaio de atividade in vitro: Apenas UBE2A/1 é capaz de ubiquitinar 
histonas H2A (faixa 1, banda de ~24 kDa). Tanto UBE2A/1 (faixa 1 e 3, bandas de ~30 
kDa) quanto UBE2A/Q128X (faixas 2 e 4, bandas de ~27 kDa) são capazes de interagir 
com a molécula de ubiquitina.   
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 Embora os ensaios não tenham respondido às questões sobre a atividade 

das isoformas UBE2A/2 e UBE2A/3, eles despertaram nossa atenção para o 

fenômeno de autoubiquitinação. Apesar de a capacidade de autoubiquitinação 

não ter sido demonstrada nos resultados apresentados por Sarcevic e col. (2002), 

os autores comentam brevemente essa possibilidade na discussão dos dados e 

consideram-na como possível mecanismo de autorregulação.  

 Em nossos ensaios, ficou evidente que UBE2A/1 é capaz de 

monoubiquitinar histonas H2A e também de ubiquitinar-se. As cadeias de 

poliubiquitina permanecem ligadas à UBE2A/1, mesmo após adição de tampão 

redutor para finalização do ensaio, indicando que a poliubiquitinação ocorre, 

provavelmente, por ligação covalente com resíduo de lisina e não por ligação 

tioéster com o resíduo de cisteína do sítio ativo. UBE2A/Q128X, por sua vez, foi 

capaz de interagir com a ubiquitina, mas não de transferi-la para o substrato. A 

manutenção da interação de UBE2A/Q128X com a molécula de ubiquitina após 

adição de tampão redutor sugere o mesmo. A capacidade de autoubiquitinação é 

menos evidente para essa isoforma, porém também ocorre.  

 Esses dados nos levaram a considerar que a capacidade de 

autoubiquitinação pode ser o mecanismo que leva à degradação da isoforma 

mutada de UBE2A nas células do paciente. Ainda, passamos a considerar que as 

parálogas humanas UBE2A e UBE2B, devido à sua elevada conservação, poderiam 

regular-se de maneira recíproca. Dessa maneira, a degradação de UBE2A/Q128X 

nas células do paciente poderia, ser dependente de UBE2B. A reduzida capacidade 

de autoubiquitinação da isoforma mutada poderia não ser suficiente para sua 

eliminação, tornando necessária a atividade da paráloga em seu processo de 

degradação. Isso explicaria porque ela é estável quando expressa na linhagem 

∆rad6, mas não nas células do paciente.  

 Para testar a hipótese de degradação mediada por proteína homóloga, 

avaliamos a presença da proteína UBE2A/Q128X nas células da linhagem de 

levedura selvagem que expressava o transcrito mutado de UBE2A. Conforme 

demonstramos previamente, a expressão da isoforma mutada é tóxica para a 

linhagem ∆rad6, mas não para a linhagem selvagem de S. cerevisiae. Western 
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blotting anti-RAD6 dos extratos protéicos das transformantes Wt + 

Pyes2.1/transcrito1 e Wt + Pyes2.1/transcrito1/c.382C→T revelou que, enquanto 

a proteína codificada pelo transcrito 1 é estável (Figura III.25, faixa 7), a proteína 

mutada encontra-se, de fato, em menor quantidade (Figura III.25, faixa 8), quando 

comparada à quantidade detectada na linhagem ∆rad6 após expressão desse 

transcrito (Figura III.25, faixa 6). 

 O aumento dos parâmetros de sensibilidade do scanner e no contraste da 

imagem revelou que a proteína mutada estava presente em pequena quantidade 

nas células do paciente e da levedura selvagem, após sua expressão (Figura III.26 

A).  

 Dessa maneira, a ausência de um ortólogo funcional na levedura ∆rad6 

preveniria a degradação da isoforma mutada nessa linhagem, levando ao fenótipo 

de toxicidade, não observado após expressão na linhagem selvagem. A inibição do 

proteassoma em cultura de pré-adipócitos do paciente revelou aumento na 

quantidade da isoforma mutada, indicando que ela é degradada via ubiquitinação 

e degradação proteassômica (Figura III.26 B). A não viabilidade de células duplo-

nocaute quanto às parálogas humanas UBE2A e UBE2B nos impede de avaliar se, 

na ausência de UBE2B, a isoforma UBE2A/Q128X seria estável ou se seria 

degradada.   
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Figura III.25 Western blotting anti-RAD6 dos extratos protéicos de humanos (faixas 3 e 4) e 
linhagens transformadas selvagem (faixas 1,7 e 8) e ∆rad6 (faixas 2, 5 e 6). A isoforma 
UBE2A/Q128X parece ser degrada na presença de uma isoforma homóloga funcional 
(faixas 4 e 8).  
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Figura III.26 A, Western blotting anti-RAD6 dos extratos protéicos obtidos de pré-
adipócitos humanos e de levedura selvagem, após expressão dos transcritos 1 e 
1c.382C→T de UBE2A. A banda de 15 kDa correspondente à isoforma mutada é 
visualizada após  aumento na sensibilidade de detecção do sinal do anticorpo secundário 
(2). B, ensaio de inibição do proteassoma em células de pré-adipócitos humanos. 
UBE2A/Q128X pôde ser detectada na amostra do paciente em que foi adicionado o 
inibidor, sem necessidade de alteração dos padrões de detecção. As bandas 
correspondentes a UBE2A/Q128X estão indicadas pela seta. 
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 Avaliação do efeito de mutações em UBE2A na capacidade de 

autoubiquitinação  

 

Para avaliação do efeito das mutações F72S e Q110E de UBE2A, descritas 

por Tarpey e col. (2009), sobre a capacidade de autoubiquitinação de UBE2A, 

realizamos o ensaio de atividade in vitro conforme descrito por Sarcevic e col. 

(2002) na ausência de histonas e com redução do tempo de incubação de 90 para 

60 min. Sarcevic e col. (2002) testaram diferentes tempos de incubação e 

observaram que a atividade de UBE2A aumentava com o tempo de incubação. A 

redução no tempo de incubação nos permitiria, assim, verificar se a dinâmica das 

diferentes isoformas seria afetada. Após uma hora de incubação a 37º C, a 

capacidade de autoubiquitinação pareceu maior para a isoforma normal de 

UBE2A. UBE2A/Q128X e UBE2A/Q110E pareceram menos eficientes. 

UBE2A/F72S perdeu quase totalmente a capacidade de autoubiquitinação (Figura 

III.27). As duas novas mutações parecem, portanto, comprometer a função das 

enzimas.  

 

 

 

Figura III.27 Ensaio in vitro para avaliar a capacidade de autoubiquitinação de UBE2A 
com as mutações F72S e Q110E (Tarpey e col., 2009) e Q128X (Nascimento e col., 2006).  
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III.5 Discussão 

 

 O presente capítulo foca estudos in vivo e in vitro realizados para avaliação 

funcional das isoformas de UBE2A e do efeito da mutação c.382C→T. 

Infelizmente o modelo de diferenciação de pré-adipócitos não pôde ser 

usado para responder nossas questões sobre o efeito da mutação na formação de 

neuritos, pois não conseguimos nas células do controle ou do paciente a mesma 

densidade de neuritos obtida por Ashjian e col. (2003). Diferentemente das células 

PC12 utilizadas por Kavakebi e col. (2005), de origem ectodérmica, os pré-

adipócitos têm origem mesodérmica, o que dificulta sua diferenciação em 

linhagem derivada de outro folheto germinativo.  

 Os resultados dos ensaios de complementação funcional in vivo indicam 

que apenas a expressão do transcrito 1 de UBE2A é capaz de corrigir os fenótipos 

de sensibilidade a luz UV e a choque térmico apresentados pela linhagem ∆rad6 de 

S. cerevisiae. A expressão dos transcritos 2 e 3 não resulta na correção dos fenótipos 

e sua superexpressão gera certa toxicidade, agravada quando as células são 

cultivadas a 37o C. Entretanto, as isoformas por eles codificadas não parecem ser 

estáveis na levedura: assim como nos tecidos humanos testados, não conseguimos 

detectá-las nos extratos protéicos das leveduras que expressam os respectivos 

transcritos. A expressão do transcrito 1 contendo a mutação c.382C→T revelou 

que a isoforma UBE2A/Q128X, por sua vez, é estável na linhagem ∆rad6, porém, 

além de não corrigir o fenótipo de sensibilidade à UV, foi, dentre as isoformas de 

UBE2A, a mais tóxica. Os fenótipos de toxicidade, entretanto, não foram 

observados após expressão desses transcritos em linhagem selvagem de S. 

cerevisiae.  

 Os ensaios in vitro revelaram que apenas UBE2A/1 é capaz de ubiquitinar 

histonas H2A. Os ensaios com UBE2A/2 e UBE2A/3 não foram, entretanto, 

conclusivos, uma vez que a incapacidade de ubiquitinação de histonas que 

observamos pode ser consequência de falha no processo de renaturação dessas 

isoformas que realizamos in vitro. O dobramento incorreto pode ter prejudicado a 

função das isoformas. Observamos que a proteína UBE2A/Q128X é solúvel e 
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capaz de interagir com a E1 da qual recebe a molécula de ubiquitina, embora não 

seja capaz de transferi-la para a histona.  O segmento C-terminal ausente nessa 

isoforma é, portanto, importante nesse processo. 

 Os ensaios in vitro despertaram nossa atenção para o fenômeno de 

autoubiquitinação de UBE2A. Embora a capacidade de autoubiquitinação não 

tenha sido demonstrada nos estudo de Sarcevic e col. (2002), os autores comentam 

brevemente essa observação e consideram-na como possível mecanismo de 

autorregulação. Nossos ensaios confirmaram que UBE2A/1, além de 

monoubiqutinar histonas H2A, é capaz de ubiquitinar-se. A capacidade de 

autoubiquitinação da isoforma mutada é menos evidente, porém também ocorre. 

As cadeias de poliubiquitina permanecem ligadas à UBE2A/1 e UBE2A/Q128X, 

mesmo após adição de tampão redutor para finalização do ensaio, o que sugere 

que ocorre em resíduo de lisina, e não por ligação tioéster com o resíduo de 

cisteína do sítio ativo.  

  Nossos resultados somados à elevada conservação entre as parálogas 

humanas UBE2A e UBE2B nos levaram a considerar um possível mecanismo de 

regulação recíproca. Dessa maneira, a degradação de UBE2A/Q128X nas células 

do paciente poderia ser dependente de UBE2B. A reduzida capacidade de 

autoubiquitinação da isoforma mutada dificultaria sua degradação e tornaria 

necessária a atividade da paráloga. Isso explicaria porque ela é estável quando 

expressa na linhagem ∆rad6, mas não nas células do paciente. A presença de RAD6 

estaria diretamente relacionada à ausência de toxicidade, após a expressão de 

UBE2A/Q128X em linhagem selvagem – de fato, observamos que a degradação da 

isoforma mutada está ocorrendo nessas células. A inviabilidade de modelo 

nocaute quanto a ambas as parálogas UBE2A e UBE2B não nos permite testar a 

estabilidade da isoforma mutada em células de mamíferos. Observamos, 

entretanto, que, em levedura, a presença de um ortólogo funcional resulta na 

degradação de UBE2A/Q128X. 

 Confirmamos que a mutação c.382C→T resulta na perda de função de 

UBE2A não apenas como consequência de sua degradação na célula do paciente: 

verificamos que a isoforma mutada foi incapaz de restituir o fenótipo de 
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sensibilidade à UV de S. cerevisiae e não foi capaz de ubiquitinar histonas H2A in 

vitro. Ainda, os ensaios funcionais aqui apresentados sugerem o possível 

mecanismo que leva à degradação da isoforma mutada: degradação proteassômica 

mediada por autoubiquitinação ou ubiquitinação recíproca realizada pela 

paráloga UBE2B. Em levedura, a proteína mutada parece depender da presença de 

RAD6 para ser degradada. De maneira similar, a presença da proteína mutada 

pode necessitar de UBE2B para ser degradada, caracterizando um ganho tóxico de 

função, comprometendo a função de ambas as parálogas. 

  David e col. (2010), com base em estudos in vitro, concluíram que a 

autoubiqutinação é característica comum a todas as E2 humanas por eles testadas. 

Dados de espectrometria de massa permitiram que os autores dividissem as E2 em 

dois grupos: aquelas que formam cadeia de poliubiquitina ligada a um de seus 

resíduos de lisina e aquelas em que a cadeia se estende por meio de ligação 

tioéster no resíduo de cisteína do sítio ativo. Enquanto nossos dados indicam que a 

interação observada da ubiquitina com UBE2A/1 e UBE2A/Q128X é em resíduo 

de lisina – já que a ligação não se desfez mesmo na presença de agente redutor - os 

dados de espectrometria de massa apresentados por David e col. (2010) indicam 

que, in vitro, apenas UBE2B é capaz de autoubiquitinação em resíduo de lisina e 

que a autoubiquitinação de UBE2A ocorreria no resíduo de cisteína do sítio ativo. 

De qualquer maneira, existem evidências in vivo de que cadeias de poliubiquitina 

estendidas no sítio ativo também servem como sinal de degradação de E2 (Ravid 

& Hochstrasser, 2007).  

 Alguns trabalhos sugerem que as E2 atuem também como dímeros in vivo e 

in vitro (Silver e col., 1992; Chen e col., 1993; Gazdoiu e col., 2005). A elevada 

identidade de aminoácidos entre UBE2A e UBE2B sugere que sejam capazes 

formar heterodímeros. Ainda, todos os resíduos de lisina de UBE2B são 

conservados em UBE2A, de forma que, in vivo, é possível que a sinalização para 

degradação das parálogas seja realizada de maneira mais eficiente por UBE2B, 

ubiquitinando resíduos de lisina, o que poderia ser uma das razões que levaram à 

conservação de isoformas tão semelhantes em mamíferos.   
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  Nossos resultados sugerem que as isoformas 2 e 3 de UBE2A não possuem 

atividade de conjugase de ubiquitina. Em levedura são, aparentemente, 

degradadas imediatamente após sua expressão. Essa degradação pode ser 

resultado da ausência, na levedura, de parceiro que auxilie em sua estabilidade. 

Entretanto, como as isoformas também não foram encontradas em extratos 

protéicos de tecidos humanos, é possível que o mesmo processo de degradação 

ocorra em mamíferos. Nossos dados sugerem que a produção de transcritos 

alternativos de UBE2A tenha função reguladora no processo de transcrição de 

UBE2A, na produção da isoforma funcional codificada pelo transcrito 1.  A 

identificação, em camundongos, de transcrito alternativo, correspondente ao 

transcrito 3 humano, vem apoiar a hipótese  de que os de produtos do splicing 

alternativo na regulação de UBE2A.   

  Sabe-se que a regulação da expressão gênica pode ocorrer em diversos 

níveis – por exemplo, transcrição, tradução, processamento do mRNA. As 

modificações da cromatina parecem ser os principais mecanismos de regulação da 

expressão gênica. Ocorrem em consequência da ação de uma série de enzimas 

reguladoras que agem na cromatina, introduzindo modificações em histonas (tais 

como, metilação, acetilação, forforilação e ubiquitinação) ou remodelando os 

nucleossomos, em reações dependentes de ATP, de maneira que limitam ou 

permitem o acesso de proteínas ao DNA (revisão em Kornberg e col., 1999). Esse 

controle epigenético da expressão gênica é mecanismo fundamental pelo qual uma 

série de modificações na cromatina permite o funcionamento normal da célula em 

diferentes condições (Strahl & Allis, 2000; Peterson & Laniel, 2004; de La Cruz X e 

col., 2005). Porém a atividade das enzimas modificadoras de cromatina deve ser 

também regulada a fim de produzir padrões de expressão gênica coerentes com a 

fase do ciclo celular, do desenvolvimento ou da diferenciação tecidual. (Lois e col., 

2007). Existem evidências de que o splicing alternativo introduz alterações 

relevantes para o funcionamento de diversas dessas enzimas modificadoras de 

cromatina (Tominaga & Pereira-Smith, 2002; Tajul-Arifin e col., 2003; Barak e col., 

2004; Convery e col., 2005). Análises in silico mostraram que cerca de 70% dos 

genes humanos conhecidos por codificar modificadores epigenéticos possuem 
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transcritos alternativos, sugerindo papel importante desse processo na modulação 

dessas enzimas (Lois e col., 2007). Desses genes, 65% possuem transcritos 

alternativos que codificam isoformas que são versões menores da isoforma 

funcional, com pelo menos um domínio funcional (catalítico ou de interação) 

ausente ou significativamente afetado. A geração de isoformas inativas constituiria 

um mecanismo simples e poderoso para regular a quantidade funcional de uma 

determinada proteína (Smith & Valcarel, 2000; Modrek & Lee, 2003; Neu-Yilik e 

col., 2004). De acordo com Lois e col., (2007) diversos genes codificadores de 

reguladores epigenéticos têm isoformas com redução de 35-95% em tamanho e, 

consequentemente, com domínios funcionais ausentes ou danificados. Os autores 

consideram que reduções drásticas de tamanho resultariam em isoformas inativas. 

Um exemplo por eles citado é o gene UBE2A - seus transcritos alternativos 

codificam isoformas em que faltam 22% e 47% do domínio UBC. Segundo a 

classificação das E2 (Jentsch, 1992), detalhada no Capítulo I, as diversas conjugases 

de ubiquitina mantêm em comum o domínio UBC altamente conservado e as 

variações observadas consistem em inserções ou extensões N- e C-terminais, mas 

nunca deleções, como observado nas isoformas 2 e 3 de UBE2A.  

 A não conservação do domínio UBC nas isoformas 2 e 3 de UBE2A é forte 

indício de que elas não são funcionais. Embora os mRNA estivessem presentes, as 

isoformas codificadas por eles não foram detectadas nos tecidos humanos 

avaliados no Capítulo II, nem após a superexpressão desses transcritos em 

linhagens de levedura selvagem e ∆rad6. Assim, os transcritos alternativos 2 e 3 de 

UBE2A seriam traduzidos em isoformas não funcionais, que falhariam em dobrar-

se corretamente e seriam degradadas imediatamente após sua síntese. 

Polipeptídeos recém sintetizados nos ribossomos devem dobrar-se em estruturas 

tridimensionais estáveis para exercerem corretamente suas funções. Proteínas mal 

dobradas ou desdobradas perdem sua funcionalidade e têm alta probabilidade de 

formar agregados ou interagir com outros componentes celulares, ambos 

prejudiciais para o funcionamento normal da célula (Goldberg, 2003). Na célula, 

mecanismos protetores evoluíram permitindo que lidem com proteínas 

desdobradas de forma segura. Chaperonas reconhecem características comuns a 
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polipeptídeos não nativos e promovem seu correto dobramento. Proteínas que não 

podem ser recuperadas são degradadas, em sua maioria via sistema ubiquitina-

proteassoma. Os dois sistemas podem agir cooperativamente: algumas chaperonas 

recrutam o aparato de ubiquitinação para facilitar o processo de degradação 

(McDounough & Patterson, 2003).  

 O uso de inibidores irreversíveis do proteassoma revelou que mais de um 

quarto das proteínas recém sintetizadas são degradadas entre 10 e 30 min após sua 

síntese (Schubert e col., 2000; Princiotta e col., 2003; Yewdell e col., 2005). Esses 

polipeptídeos, definidos como DRiPs (Defective ribosomal products – produtos 

ribossômicos defeituosos) parecem representar 75% dos substratos do 

proteassoma e são produtos gênicos normais e fisiologicamente relevantes em 

células saudáveis, mas que falham em adquirir conformação terciária estável 

devido a erros no processo de transcrição ou tradução, variações no 

processamento do mRNA, falhas nos processos de modificações pós-tradução, no 

reconhecimento de sinais de localização celular ou incapacidade de encontrar um 

parceiro que auxilie na sua estabilização. Embora a degradação rápida de cerca de 

30% das proteínas recém sintetizadas na célula faça com que o processo de 

tradução pareça ineficiente, diversos estudos apontam os DRiPs como as 

principais fontes de peptídeos antigênicos de proteínas aparentemente estáveis, 

apresentadas para o sistema imune pelo MHC I (Major Histocompatibility Complex 

I) (Schubert e col., 2000; Reits e col., 2000; Yedwell e col., 2001; Yewdell, 2005). 

Ainda, vários agentes presentes na célula podem danificar suas conformações, 

como os radicais livres de oxigênio, continuamente gerados pelo metabolismo 

celular (revisão em Goldberg, 2003). 

 O choque-térmico (heat shock) também pode danificar o dobramento de 

proteínas e dessa maneira alterar diversos processos celulares. Em condições de 

aumento de temperatura ocorre aumento da atividade do sistema ubiquitina-

proteassoma com a finalidade de direcionar as proteínas mal dobradas para 

degradação. Sabe-se que o estado da ubiquitina na célula é altamente dinâmico, 

uma vez que ela é constantemente ligada a (pela ação das enzimas E1, E2 e E3) ou 

desligada de (pela ação das DUB) proteínas-alvo. Embora a quantidade de 
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ubiquitina na célula seja elevada, o montante de ubiquitina livre é relativamente 

baixo (Dantuma e col., 2006), estando, a maioria, conjugada a outras proteínas. Um 

aumento na demanda de ubiquitina – como após superexpressão de uma proteína 

que falha em dobrar-se corretamente ou em situação de aumento de temperatura, 

por exemplo – pode alterar dramaticamente a homeostase por afetar outros 

processos dependentes de ubiquitina. De fato, o aumento na concentração de 

ubiquitina livre antes de choque térmico minimiza o estresse sobre o sistema 

ubiquitina-proteassoma (Salomons e col., 2009). 

 A sobrecarga dos sistemas de degradação explicaria a toxicidade, agravada 

após choque térmico, que observamos após a superexpressão dos transcritos 2 e 3 

de UBE2A na linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae. A inibição das vias de degradação 

nas linhagens de levedura pode esclarecer se as proteínas estão mesmo sendo 

degradadas imediatamente após a síntese. Entretanto, a parede celular da 

levedura não permite a entrada dos inibidores na célula. Experimentos de inibição 

do proteassoma em levedura utilizam linhagens mutantes, como ∆erg6 e ∆pdr5, 

que apresentam permeabilidade aumentada (Gaczynska & Osmulski, 2005; Lee & 

Goldberg 1996), permitindo a entrada dos inibidores. Para a entrada do inibidor 

de proteassoma na linhagem ∆rad6 seria necessária a digestão enzimática da 

parede celular seguida da cultura dos esferoplastos para indução da expressão das 

isoformas de UBE2A concomitante à inibição do proteassoma. Hutchison e col. 

(1967) demonstraram que os esferoplastos em cultura levam cerca de 24 h para 

reconstruir a parede celular, tempo suficiente para indução da expressão e inibição 

do proteassoma. Liu e col. (2007) demonstraram que a substituição do sulfato de 

amônia por L-prolina e adição de SDS 0,003% ao meio de cultivo das leveduras, 

aumenta a permeabilidade da parede celular, permitindo a entrada dos inibidores 

de proteassoma.  Esses protocolos estão em fase de padronização no laboratório.  

 A não detecção das isoformas 2 e 3 pelo anticorpo anti-V5, após expressão 

dessas proteínas em fusão com o epítopo V5, apóia a hipótese de degradação. 

Ainda, a expressão da isoforma mutada UBE2A/Q128X em fusão com o epítopo 

V5 e a cauda de histidina C-terminal parece resultar na sua degradação. Sem essas 

modificações na porção C-terminal, a isoforma mutante de UBE2A é estável e 
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solúvel em levedura, e sua degradação parece depender da presença de RAD6, 

conforme discutido acima. De fato, diferentes alterações em uma mesma proteína 

podem resultar na ativação de vias de degradação distintas. Liu e col. (2006) 

demonstraram que mutações N-terminais e C-terminais em Pma1, uma ATPase da 

membrana plasmática da levedura,  eram distintamente reconhecidas: enquanto as 

mutações na porção C-terminal ativavam a via de degradação associada ao 

retículo endoplasmático, as alterações N-terminais resultavam em endocitose e 

degradação vacuolar. Situação similar pode ocorrer com as diferentes isoformas de 

UBE2A: diferenças na porção central (isoforma 2) ou N-terminal (isoforma 3) 

levariam a mecanismo de degradação distinto daquele observado para a isoforma 

mutada, que não possui a porção C-terminal. 

 Os resultados aqui obtidos confirmam a perda de função de UBE2A devida 

à mutação e sugerem possível mecanismo que leva à degradação da isoforma 

mutada nas células do paciente, indicando que pode haver também ganho tóxico 

de função. A possível participação da paráloga UBE2B no processo de degradação 

da isoforma mutada, pode resultar no comprometimento de ambas as isoformas, 

A e B. Os ensaios aqui apresentados podem ser utilizados para avaliar o efeito das 

mutações recentemente descritas por Budny e col. (2010) em UBE2A e, ainda, 

abrem novos caminhos de investigação sobre mecanismo de autorregulação e 

regulação recíproca das parálogas humanas UBE2A e UBE2B, processos não 

descritos antes e que podem explicar a conservação das duas parálogas de RAD6 

em mamíferos.  
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SUMÁRIO E CONCLUSÕES 
  
  
 Em trabalho anterior, identificamos a mutação c.382C→T no gene UBE2A, 

localizado em Xq24 e codificador de enzima conjugadora de ubiquitina, como 

causa de nova síndrome de deficiência mental (DM) de herança ligada ao 

cromossomo X. Foi a primeira descrição de mutação nesse gene e a primeira 

associação de mutação em gene que codifica conjugase de ubiquitina com 

patologia humana. Neste trabalho, focalizamos o gene UBE2A quanto a expressão 

dos transcritos alternativos, função das isoformas por eles codificadas e o efeito da 

mutação c.382C→T como causa de deficiência mental (DM).  

 No Capítulo I, revisamos os aspectos genéticos da DM, dando ênfase à 

herança ligada ao cromossomo X, principal causa de DM herdada e resumimos o 

estudo que levou à identificação da mutação em UBE2A como causa de quadro 

sindrômico de DM.  Revisamos o papel da via de ubiquitinação de proteínas e das 

enzimas que participam do processo, em especial as conjugases de ubiquitina.  

Levantamos evidências na literatura que não deixam dúvida sobre a importância 

da via de ubiquitinação no sistema nervoso, tanto em processos de 

neurodesenvolvimento como neurodegeneração.  

  No Capítulo II, avaliamos a contribuição de mutações em UBE2A como 

causa de DM. Apresentamos os resultados do sequenciamento direto da região 

codificadora do gene UBE2A em afetados de 23 famílias em que a DM segrega 

ligada à segmento que inclui Xq24, onde está localizado o gene UBE2A. Uma 

dessas famílias foi averiguada no Serviço de Aconselhamento Genético do 

Laboratório de Genética Humana do Departamento de Genética e Biologia 

Evolutiva, Instituto de Biociência, USP (LGH-IB/USP), coordenado pelo Dr. Paulo 

A. Otto e pela Dra. Angela Vianna Morgante. As demais 22 famílias pertencem ao 

banco de amostras do Consórcio Europeu de Deficiência Mental (European Mental 

Retardation Consortium – EURO-MRX). A triagem foi também realizada em um 

indivíduo afetado por DM sindrômica que compartilha características clínicas com 

nossos pacientes. Como acontece com a maioria dos genes do cromossomo X, o 
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gene UBE2A não parece ser responsável por parcela significativa dos casos de DM, 

já que novas mutações em UBE2A não foram detectadas nessa triagem.  

  Avaliamos o efeito da mutação c.382C→T nos níveis da transcrição e da 

tradução em homem afetado e em mulher portadora. A presença da mutação que 

leva a um códon de parada prematura não resultou na degradação do RNA, que 

detectamos nas células do afetado. Já na mulher portadora, apenas o transcrito 

normal foi detectado, de acordo com nossos dados anteriores que mostraram 

desvio completo no padrão de inativação do cromossomo X nas portadoras da 

mutação, tendo um mesmo cromossomo X ativo nas células do sangue. A 

vantagem proliferativa das células em que o cromossomo X com alelo mutado 

estava inativo deve ter levado a esse padrão de inativação desviado do casual, 

evidenciando o efeito deletério da mutação.  

 Entretanto, o mecanismo pelo qual a mutação afeta a via de UBE2A 

permanece interrogado. A proteína UBE2A alterada foi encontrada em baixa 

quantidade nas células do paciente, o que pode ser o resultado de síntese 

prejudicada ou de degradação pós-traducão. Independente do mecanismo 

responsável, o fato de apenas uma pequena quantidade da proteína mutada ter 

sido encontrada, nos permite afirmar que, nas células desses indivíduos, há perda 

de função de UBE2A. Devemos, contudo, considerar que a proteína mutada é 

sintetizada e que, no caso de a menor quantidade dever-se à degradação pós-

tradução, esse processo pode prejudicar a homeostase celular e contribuir para o 

quadro clínico.   

 O capítulo II focaliza os transcritos alternativos de UBE2A. Diversos bancos 

de dados apontam para a existência de três transcritos alternativos do gene 

UBE2A humano, mas não há trabalho científico que caracterize os tecidos em que 

os transcritos são expressos ou a função das proteínas por eles codificadas. A 

mutação c.382C→T localiza-se no éxon 6 do gene, comum a todos os transcritos, 

de forma que, no caso de eles codificarem proteínas funcionais, a mutação 

comprometeria três proteínas, e não apenas uma. Demonstramos que os três 

transcritos de UBE2A são expressos em leucócitos, pré-adipócitos, placenta, córtex 

cerebral e hipocampo humanos. Detectamos também os três transcritos nas células 
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de sangue e pré-adipócitos de um de nossos pacientes portador da mutação 

c.382C→T. Embora os bancos de dados apontem para a existência de apenas um 

transcrito de Ube2A em camundongos, identificamos um transcrito alternativo 

correspondente ao transcrito alternativo 3 humano. Este foi detectado inclusive em 

camundongos nocaute quanto ao gene Ube2a – o processo de geração do animal 

nocaute foi realizado por recombinação homóloga em que o cassete de neomicina 

foi inserido no éxon 1 do gene, de maneira que não eliminou a existência do 

transcrito correspondente ao transcrito 3 humano, que utiliza uma 5’ UTR 

alternativa localizada no íntron 3. Entretanto, as proteínas codificadas pelos 

transcritos alternativos não foram detectadas nos extratos protéicos analisados 

humanos e de camundongo. Esse resultado poderia ser explicado pela falta de 

especificidade do anticorpo utilizado ou por essas isoformas representarem 

pequena parcela do pool de proteínas da célula. Os anticorpos comerciais anti-

RAD6 e anti-HR6A/HR6B foram produzidos após imunização de coelhos com a 

porção N-terminal da isoforma 1. Seria, portanto, possível que não fossem capazes 

de detectar as isoformas 2 e 3, em que o segmento utilizado para a produção dos 

anticorpos está total ou parcialmente ausente. No caso de as proteínas estarem 

pouco representadas na célula, experimentos de co-imunoprecipitação auxiliariam 

na identificação dessas isoformas nos extratos protéicos.  Entretanto, para a 

detecção de todas as isoformas de UBE2A seria necessário anticorpo que 

reconhecesse a porção C-terminal de UBE2A. 

 Em 2009, duas novas mutações em UBE2A foram descritas em estudo 

colaborativo realizado no Welcome Trust Sanger Institute, Hinxton, Cambridge, 

Reino Unido, após sequenciamento em larga escala de aproximadamente 700 

genes do cromossomo X de cerca de 200 indivíduos com DM de herança ligada ao 

X. Ambas as mutações – c.215C→T e c.328C→G – eram do tipo missense. Não 

foram fornecidas informações quanto ao quadro clínico dos portadores dessas 

mutações e também não foi esclarecido porque apenas a alteração c.215C→T que 

resulta na troca do resíduo de fenilalanina da posição 72 por um resíduo de serina 

(F72S) foi considerada pelos autores como possivelmente patogênica. Nossos 
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estudos in vitro, apresentados no Capítulo III, sugerem que ambas as alterações 

afetam a função de UBE2A.  

 Em 2010, foram publicados dois trabalhos associando novas alterações em 

UBE2A a quadro de DM.  Honda e col. (2010) descreveram uma microdeleção em 

Xq24 que inclui UBE2A e outros oito genes, em um menino com DM e 

características também presentes em nossos pacientes. Budny e col. (2010) 

descreveram mutações missense em UBE2A em duas famílias em que segregava 

quadro de DM sindrômica semelhante ao de nossos pacientes. Por comunicação 

pessoal de Arjan de Brouwer (Departamento de Genética Humana da 

Universidade Radboud, Nijmegen, Holanda), soubemos da existência de três 

outras microdeleções de segmentos do cromossomo X que incluem UBE2A, em 

pacientes do sexo masculino, não aparentados. Comparamos as características 

clínicas de nossos pacientes com as dos portadores das microdeleções em Xq24 e 

com aquelas dos portadores de mutações missense em UBE2A. A DM grave e o 

comprometimento significativo ou ausência de fala são comuns a todos. Outras 

características como baixa estatura, sinófris, boca grande e lábios finos com 

comissuras voltadas para baixo, pescoço curto e largo, implantação baixa de 

cabelos na nuca, mamilos espaçados, pênis pequeno, hirsutismo generalizado e a 

ocorrência de convulsões parecem predominar. Entretanto, enquanto a 

microcefalia aparece em dois dos três portadores de microdeleções avaliados, a 

macrocefalia parece predominar no grupo em que ocorrem as mutações de ponto.  

 No Capítulo III, abordamos estudos funcionais in vivo e in vitro para avaliar 

se as isoformas alternativas de UBE2A compartilham suas funções de conjugase 

de ubiquitina e compreender o efeito da mutação c.382C→T na função de UBE2A.  

 Buscamos estabelecer modelo celular para avaliar o efeito da mutação na 

formação de neuritos. Trabalho previamente publicado havia demonstrado que a 

diferenciação neuronal de células PC12 concomitantemente com a inibição parcial 

do mRNA de UBE2B (parálogo de UBE2A) resultava na redução de 20-30% do 

comprimento de neuritos.  Entretanto, nossos ensaios de diferenciação de pré-

adipócitos não responderam nossas questões sobre o efeito da mutação na 

formação de neuritos, pois não conseguimos obter, nas células do controle ou nas 
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do paciente, a densidade de neuritos descrita anteriormente na diferenciação de 

pré-adipócitos. Diferentemente das células PC12, de origem ectodérmica, os pré-

adipócitos tem origem mesodérmica, o que dificulta sua diferenciação em 

linhagem derivada de outro folheto germinativo. 

 A elevada conservação entre as proteínas ortólogas UBE2A e UBE2B 

humanas e RAD6 de levedura e a observação de que ambas as parálogas humanas 

são capazes de complementar os fenótipos apresentados pela linhagem ∆rad6 de 

Saccharomyces cerevisiae nos levou a considerar a linhagem de levedura ∆rad6 como 

modelo para nossos estudos funcionais. Também, avaliamos a capacidade das 

isoformas 2 e 3 e da isoforma Q128X de UBE2A para ubiquitinar histonas H2A in 

vitro, conforme previamente descrito para a isoforma UBE2A/1.  

 Os resultados dos ensaios in vivo indicam que apenas a expressão do 

transcito 1 de UBE2A é capaz de complementar os fenótipos apresentados pela 

linhagem ∆rad6 de S. cerevisiae. A expressão dos transcritos 2 ou 3 não resulta na 

restituição do fenótipo de sensibilidade à UV - a expressão gera certa toxicidade, 

agravada quando as células são cultivadas a 37o C. Entretanto, as isoformas por 

eles codificadas não parecem ser estáveis na levedura: assim como nos tecidos 

humanos testados, não conseguimos detectá-las nos extratos protéicos das 

leveduras que expressavam esses transcritos. A expressão do transcrito 1 contendo 

a mutação c.382C→T revelou que a isoforma UBE2A/Q128X, por sua vez, é 

estável na linhagem ∆rad6, porém, além de não restituir o fenótipo de 

sensibilidade à UV, foi, dentre as isoformas de UBE2A, a mais tóxica. Os fenótipos 

de toxicidade não foram observados após expressão em linhagem selvagem de S. 

cerevisiae.  

 Esses resultados indicam que as isoformas 2 e 3 de UBE2A não apresentam 

atividade de conjugase de ubiquitina e que são, aparentemente, degradadas 

imediatamente após sua expressão em levedura.  O fato de o fenótipo de 

toxicidade ser agravado, em condições de choque térmico, apóia a hipótese de 

degradação dessas isoformas, em levedura. A degradação pode ser resultado da 

ausência de parceiro que permita sua estabilidade, mas a ausência das isoformas 

também em extratos protéicos de tecidos humanos sugere que o mesmo processo 
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de degradação ocorra em mamíferos. Segundo a classificação das E2, as diversas 

conjugases de ubiquitina têm em comum o domínio UBC altamente conservado e 

as variações observadas consistem em inserções ou extensões C-terminais, mas 

nunca deleções, como ocorre nas isoformas 2 e 3 de UBE2A. Os transcritos 

alternativos teriam, assim, função regulatória.  

 Os ensaios in vitro confirmaram a capacidade de UBE2A/1 ubiquitinar 

histonas H2A. Os ensaios com UBE2A/2 e UBE2A/3 não foram conclusivos, uma 

vez que a incapacidade de ubiquitinação de histonas que observamos pode ter 

consequência da renaturação in vitro, que pode ter ocorrido prejudicando sua 

função. Entretanto a obtenção das isoformas puras nos permitiu verificar que, caso 

a isoforma 2 estivesse presente nos extratos de levedura, ela seria reconhecida pelo 

anticorpo anti-RAD6. Verificamos que a proteína mutada UBE2A/Q128X é capaz 

de interagir com a E1, da qual recebe a molécula de ubiquitina, mas não é capaz de 

transferi-la para a histona.  O segmento C-terminal ausente nessa isoforma é, 

portanto, importante nesse processo.  

 Os ensaios in vitro despertaram nossa atenção para o fenômeno de 

autoubiquitinação de UBE2A, possível mecanismo de autorregulação previamente 

considerado na literatura. O fato de alguns trabalhos sugerirem que as E2 atuem 

também como dímeros in vivo e in vitro e a elevada conservação entre as parálogas 

humanas UBE2A e UBE2B nos levaram a considerar a possibilidade de mecanismo 

de regulação recíproca. Dessa maneira, a degradação de UBE2A/Q128X nas 

células do paciente poderia ser dependente de UBE2B. A reduzida capacidade de 

autoubiquitinação da isoforma mutada dificultaria sua degradação e tornaria 

necessária a atividade da paráloga. Isso explicaria porque ela é estável quando 

expressa na linhagem de levedura ∆rad6, mas não nas células do paciente. A 

presença de RAD6 estaria diretamente relacionada à ausência de toxicidade após a 

expressão de UBE2A/Q128X em linhagem selvagem – a degradação da isoforma 

mutada está ocorrendo nessas células. A não viabilidade de camundongo duplo-

nocaute quanto as parálogas UBE2A e UBE2B não permite testar a estabilidade da 

isoforma mutada em células de mamíferos. Observamos, de fato, que a inibição do 

proteassoma nas células do paciente leva ao acúmulo dessa proteína.  
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 A presença da mutação c.382C→T nas células do paciente parece resultar 

no fenótipo de DM devido à perda de função de UBE2A: a isoforma mutada não 

restitui o fenótipo de sensibilidade à UV de S. cerevisiae e não foi capaz de 

ubiquitinar histonas H2A in vitro. Além disso, indivíduos com microdeleções de 

UBE2A apresentam fenótipo semelhante ao de nossos pacientes. Por outro lado, a 

presença da proteína mutada que necessitaria de UBE2B para ser degradada pode 

caracterizar um ganho tóxico de função - comprometeria a função de ambas as 

parálogas. É possível que os dois mecanismos contribuam para o quadro clínico. 

Os dados dos ensaios in vivo e in vitro abrem caminhos de investigação do 

processo de regulação de UBE2A e UBE2B no nível da proteína, sugerindo a 

autoubiquitinação e a ubiquitinação recíproca como possíveis mecanismos 

reguladores, que podem explicar a conservação das duas parálogas de RAD6 em 

mamíferos. 
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Abstract 

 

We have previously described a nonsense mutation (c.382C_T) in the 

UBE2A gene, at Xq24, which encodes a ubiquitin conjugating enzyme (E2), as the 

cause of a new X-linked mental retardation syndrome. The predicted protein lacks 

the 25 C-terminal amino acid residues conserved in vertebrates and in Drosophila. 

This was  the first description of a mutation in a ubiquitin conjugating enzyme 

gene causative of a human disease. In the present work, we focused on the UBE2A 

gene, its alternative transcripts and isoforms, and the effect of the c.382C_T 

mutation.   

We screened for UBE2A mutations 23 males presenting X-linked mental 

retardation (XLMR), previously mapped to the interval encompassing this gene, 

and one isolated case, who shared clinical features with our previously described 

patients. No mutations were detected in this selected series of patients suggesting 

that mutations in UBE2A is not a common cause of XLMR, similarly to the 

majority of the XLMR genes hereto described. Very recently four Xq24 

microdeletions encompassing UBE2A and three missence mutations were found 

by other groups in mentally retarded males that shared several clinical features 

with our patients. Comparing these and our patients, a clinical picture emerges of 

mental retardation associated with severe speech impairment, present in all of 

them. Short stature, large mouth with downturned corners and thin lips, short and 

broad neck, low posterior hairline, widely spaced nipples, marked generalized 

hirsutism and seizures are common features. However, microcephaly was 

observed only in patients carrying UBE2A deletions, while carriers of missense or 

nonsense mutations showed macrocephaly. 

We evaluated the effect of the UBE2A c.382C_T mutation on transcription 

and translation. This mutation affects the last UBE2A exon and, as expected, does 

not lead to nonsense mediated RNA decay, demonstrated by the presence of 

UBE2A mRNA in leucocytes of an affected male. However, only a small amount of 

the mutated protein was detected in the patient’s cells, suggesting the loss of 

UBE2A function as the cause of the syndrome. The posttranslational degradation 
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of the mutated protein could also disturb the cellular homeostasis, a gain of 

function that remained a possibility. 

The detrimental effect of the c.382C_T mutation was further supported by 

the presence of only the normal transcript in leucocytes of a heterozygous woman, 

who had completely skewed X inactivation, thus pointing to the selective 

advantage of lymphocytes carrying the normal allele on the active X chromosome. 

Our search in DNA and protein sequence databases suggested that the 

UBE2A gene produces three alternative transcripts all classified as protein coding. 

These three tanscripts contain the mutation site (c.382C_T). We showed that all 

three UBE2A transcripts are expressed in human leucocytes, adipocytes, placenta, 

cerebral cortex and hippocampus. We also detected an alternative transcript in 

murine, which corresponds to the human transcript 3. This alternative transcript 

was present in all murine tissues analyzed, including samples from a Ube2A 

knockout mouse. However, we failed to detect the proteins encoded by the 

alternative transcripts. This could result from low affinity of the used commercial 

antibody to the isoforms. Alternatively, a small amount of these proteins in the 

pool of cellular proteins, might have not been detected by Western blotting. 

We performed in vivo and in vitro assays to address the role of the 

alternative UBE2A isoforms, and to evaluate the effect of c.382C-T mutation on 

UBE2A function. Taking into account the high amino acid conservation between 

the human UBE2A and the Saccharomyces cerevisiae ortholog RAD6, we used a 

∆rad6 yeast strain to verify whether UBE2A alternative and mutated isoforms 

were able to complement its UV-sensitivity phenotype, as previously 

demosntrated for UBE2A isoform 1. We also performed in vitro assays to evaluate 

their ubiquitination activity towards histone H2A, a known in vitro substrate of 

RAD6 and UBE2A. Only UBE2A isoform 1 could rescue the UV sensitivity 

phenotype of the knockout yeast strain. The expression of the alternative isoforms 

2 and 3 was partially toxic to this yeast strain, and toxicity increased under heat 

shock conditions. However, these two isoforms do not seem to be stable in yeast 

cells: as in human tissues, we failed to detect UBE2A isoforms 2 and 3 in yeast cells 

expressing the corresponding transcripts. The mutant isoform was stable in yeast, 
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but was unable to rescue the UV-sensitivity phenotype, its expression resulting in 

severe toxicity to the ∆rad6 strain. On the other hand, toxicity was not observed 

when the mutant UBE2A isoform was expressed in wild type yeast. These findings 

suggest that isoforms 2 and 3 do not have ubiquitin conjugating activity and, 

apparently, are degraded immediately after translation. The fact that toxicity is 

enhanced when these isoforms are expressed under heat shock conditions 

supports Degradation hypothesis. The degradation could also be due to the 

absence of a functional partner, in yeast, that could contribute to their stability. 

Since the alternative isoforms were not detected in the human tissues analyzed, 

the degradation might occur in human cells as well. E2 enzymes share a catalytic 

domain and variations among them consist of insertions or terminal extensions, 

never deletions. Both isoforms 2 and 3 would have deletions of the catalytic 

domain, suggesting that they are not functional. A regulatory role for these 

transcripts is a possibility. Our in vitro assays confirmed that UBE2A isoform 1 is 

capable of histone H2A ubiquitination. The assays for isoforms 2 and 3 were 

inconclusive, since their lack of ubiquitin conjugating activity could be caused by 

incorrect in vitro refolding, required because the proteins were obtained from 

bacterial inclusion bodies after heterologous expression. The mutated protein, 

however, was able to interact with the ubiquitin molecule, but failed to transfer it 

to histones, thus pointing to the importance of the C-terminal segment in this 

process. Our in vitro assays stongly suggested that UBE2A autoubiquitination 

occur, an activity previously considered a possible E2 regulatory mechanism. 

Since there is evidence that some E2s form functional dimers, we 

hypothesized that, due to their high amino acid conservation, UBE2A and its 

paralog UBE2B might form heterodimers in vivo, as a mutual regulating 

mechanism. Under this hypothesis, the degradation of the mutated protein could 

be UBE2B dependent. The reduced autoubiquitination capacity of the mutated 

isoform could impair its degradation, and require the participation or the paralog. 

This would explain why the mutated protein was stable in the ∆rad6 yeast strain, 

but not in the patient´s cells with a functional UBE2B. Following the same 

reasoning, in wild type yeast, the presence of RAD6 would explain the absence of 



203 

 

 

the mutated protein and toxicity. The non-viability of the double (UBE2A and 

UBE2B) knockout cells prevented testing whether the mutated protein was stable 

in the absence of its paralog. However, proteasome inhibition in cultured cells 

from one of our patients resulted in accumulation of the mutated protein, 

confirming its degradion via the ubiquitin-proteasome pathway.  

In conclusion, the UBE2A c.382C_T mutation seems to lead to mental 

retardation in our patients due to loss of UBE2A function: the mutated isoform is 

unable to rescue the UV-sensitivity phenotype of ∆rad6 yeast or to ubiquitinate 

histones in vitro. In addition, patients carrying UBE2A deletions share clinical 

manifestations with our patients. On the other hand, the possibility remains of a 

clinical effect of the requirement of UBE2B for degrading the mutated UBE2A. Our 

data suggest reciprocal ubiquitination in addition to autoubiquitination as UBE2A 

and UBE2B regulatory mechanism that would explain the conservation of the two 

paralog genes in mammals.  
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