
Fernando(Janczur(Velloso(

 

 

 

 

 

 

Variabilidade do domínio KH-2 da proteína do 

retardo mental do X frágil (FMRP)  

 

 

 

 

 

 

 

 

SÃO PAULO 
2013 



! II!

Fernando(Janczur(Velloso 
 

 

 

 

 

 

Variabilidade do domínio KH-2 da proteína do 

retardo mental do X frágil (FMRP) 

 

 

Tese apresentada ao Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo para 

obtenção de título de Doutor em ciências na área de Biologia/Genética 

 

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad 

 

 
 

 

 
SÃO PAULO 

2013  



! III!

 VELLOSO, FERNANDO JANCZUR 
 

Variabilidade do domínio KH-2 da proteína do retardo 
mental do X frágil (FMRP) 

 
 

Tese (Doutorado) - Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo, 
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva 

 
1. Gene do Retardo Mental do X Frágil 2. Splicing alternativo 3. 

Proteína do Retardo Mental do X Frágil 4. Domínio KH 
 

Universidade de São Paulo. Instituto de Biociências. Departamento de Genética 
de Biologia Evolutiva 

 

 

Comissão Julgadora 

 

________________________________       ________________________________ 
Prof(a). Dr(a).                                                      Prof(a). Dr(a). 

 

 

 

________________________________       ________________________________ 

Prof(a). Dr(a).                                                      Prof(a). Dr(a). 
 

 

 

_________________________ 

Orientadora 
  



! IV!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À"minha"família,"Alcir,"Christine"e"Julia"

À"Juliana,"minha"grande"companheira"



! V!

Agradecimentos 

À minha família pelo grande apoio, incentivo e confiança. 

À minha orientadora, Profa. Dra. Luciana A. Haddad, pelo 

amadurecimento científico. 

À Profa. Dra. Silvana Chiavegatto, pela colaboração e supervisão no 

desenvolvimento e análise dos experimentos de PCR em tempo real. 

Ao Prof. Dr. Luiz Roberto G. Britto pela colaboração e supervisão no 

desenvolvimento e análise dos experimentos de imunoistoquímica e 

imunofluorescência. 

Ao Adilson Silva Alves (ICB-USP), pelo suporte ao criostato e 

experimentos de imunoistoquímica. 

À Profa. Dra. Lea T Grinberg e a biomédica Edilaine Tampelini Santos 

do laboratório de Fisiopatologia no Envelhecimento (GEROLAB), pela 

colaboração, fornecimento de amostras de cérebro humano e discussão dos 

experimentos.  

Aos Profs. Dr Henning Ulrich (IQ-USP) e Dra Telma Schwindt (ICB-USP) 

e à bióloga Alexandra Saona-Marín, pela colaboração no desenvolvimento de 

experimentos de neuroesferas. 

Ao Prof. Dr. Luis Eduardo Soares Netto (IB-USP), os biólogos Thiago 

Gerônimo Alegria e Simone Vidigal Alves, pela colaboração no 

desenvolvimento e análise dos experimentos de cromatografia de exclusão 

molecular e cultura de bactérias. 

 



! VI!

Ao Prof. Dr. Alberto Ribeiro e o biólogo Waldir Caldeira, pela realização 

das análises de microscopia confocal. 

Aos Profs. Dra. Regina Célia Mingronni Netto, Dra. Angela M Vianna 

Morgante e Dr. Eduardo Gorab, pelo apoio e uso das instalações de seus 

laboratórios. 

Aos Profs. Dr Édouard Khandjian (Université du Laval, Québec, Canadá) 

e Dra. Barbara Bardoni (Université de Nice-Sophia Antipolis, Nice, França) 

pelas sugestões aos experimentos com complexos ribonucleoproteicos. 

À Profa. Dra. Mary Sogayar (IQ-USP) pelo incentivo e enriquecimento 

científico na disciplina “Biologia Molecular da Transformação Maligna”. 

Às Profas. Dra. Maria Rita dos Santos Passos-Bueno e Dra Mariz 

Vainzhof (IB-USP) pelo uso das instalações do Centro de Estudos do Genoma 

Humano.  

Aos funcionários do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva: 

Fátima, Teresa, Mara, Paulo Rogério e Maraisa pelo suporte ao longo destes 

anos. 

Aos ex-alunos do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva 

Larissa Fontes, Rafaella Nascimento e Leonardo Capelli pela amizade e apoio. 

Aos meus colegas de laboratório: Marcelo Valpeteris, Luiz Gustavo 

Dufner e Daniele Rosado pelo convívio diário e também por estarem sempre 

disponíveis a me auxiliar em meus experimentos. 

À Ana Carla Batissoco e a sua família pela amizade e incentivo. 



! VII!

À Deborah Azzi-Nogueira pela grande e sincera amizade e pelo seu 

apoio ao longo de todos esses anos. 

À Juliana Corrêa por todo seu amor, companheirismo, dedicação e 

paciência. E por estar sempre presente na minha vida, dentro e fora do 

laboratório. 

 

  



!VIII!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi realizado com auxílios financeiros da Fundação de Amparo 

à Pesquisa do Estado de São Paulo à orientadora (FAPESP Proc. 2008/53857-

8 e 2011/14329-9) e do Conselho de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES) ao aluno. 

 

 

 

  



! IX!

ÍNDICE GERAL 

RESUMO................................................................................................. XVII 

ABSTRACT............................................................................................. XX 

PREFÁCIO.............................................................................................. XXIV 

1. INTRODUÇÃO................................................................................... 1 

1.1. A proteína FMRP e a família FXR................................................ 4 

1.2. Funções e distribuição subcelular da FMRP................................ 10 

1.3. Domínios funcionais da proteína FMRP...................................... 14 

1.3.1. Domínio Tudor.................................................................... 15 

1.3.2. Domínio RGG..................................................................... 17 

1.3.3. Domínios KH....................................................................... 18 

1.4. FMRP em células progenitoras.................................................... 23 

1.5. Variabilidade de tamanho da alça variável do domínio KH-2 da 

FMRP........................................................................................... 

24 

2. OBJETIVOS....................................................................................... 27 

3. MATERIAL E MÉTODOS................................................................... 28 

3.1. Material........................................................................................ 28 

3.1.1. Animais e obtenção de encéfalos....................................... 28 

3.1.2. Amostras de tecido cerebral humano................................. 29 

3.1.3. Linhagens celulares imortalizadas...................................... 30 

3.1.4. Anticorpos........................................................................... 30 

3.1.5. Oligonucleotídeos............................................................... 32 

3.2. Métodos....................................................................................... 34 

3.2.1. Pré-adsorção do anticorpo 3460........................................ 34 

3.2.2. Imunoistoquímica................................................................ 34 

3.2.3. Imunofluorescência indireta de tecido................................ 36 

3.2.4. Análise dos níveis de RNAm de transcritos do FMR1........ 37 

3.2.4.1. Preparo de água-DEPC estéril................................. 37 

3.2.4.2. Extração de RNA total.............................................. 37 

3.2.4.3. Extração de DNA genômico..................................... 38 

3.2.4.4. Sexagem molecular................................................. 39 

3.2.4.5. Extração de RNA total a partir de cérebro humano. 40 

3.2.4.6. Quantificação de RNA.............................................. 40 



! X!

3.2.4.7. Síntese de cDNA...................................................... 41 

3.2.4.8. Teste dos cDNAs..................................................... 42 

3.2.4.9. Reação de qRT-PCR............................................... 42 

3.2.5. Lisados de córtex cerebral de rato..................................... 44 

3.2.6. Cromatografia de exclusão molecular................................ 45 

3.2.7. Western blotting.................................................................. 46 

3.2.8. Cultivo em suspensão de células progenitoras neuro-gliais 

da vesícula telencefálica de rato em E14 .................... 

47 

3.2.9. Imunofluorescência indireta de células 50 

3.2.10. Ensaio de interferência por RNA.............................. 50 

4. RESULTADOS................................................................................... 52 

4.1. Distribuição de isoformas FMRP+12ISO no encéfalo de rato em 

P12............................................................................................... 

52 

4.2. Expressão do éxon 12 do Fmr1 na vesícula telencefálica de rato 

em E14.................................................................................. 

87 

4.3. Expressão das FMRP+12ISO no desenvolvimento telencefálico 

embrionário.................................................................................. 

92 

4.4. Expressão in vitro das FMRP+12ISO em precursores de 

neurônios e após diferenciação neuronal.................................... 

102 

4.5. O éxon 12 do FMR1 no córtex cerebral frontal humano em 

envelhecimento............................................................................ 

111 

4.6. Avaliação de retenção intrônica em transcritos do FMR1............ 115 

5. DISCUSSÃO...................................................................................... 117 

5.1. A expressão da FMRP entre os períodos embrionário e pós-

natal do animal jovem.................................................................. 

 

120 

5.2. A FMRP e o córtex cerebral......................................................... 128 

5.3. A FMRP e o cerebelo................................................................... 133 

5.4. A FMRP e o hipocampo............................................................... 135 

5.5. A FMRP e células-tronco neurais pós-natais............................... 139 

5.6. A FMRP no envelhecimento cerebral 141 

5.7. A configuraçãoo longa da alça variável do domínio KH-2 da 

FMRP 

143 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.................................................. 147 



! XI!

7. ANEXO.Manuscrito em preparação................................................. 167 

  



! XII!

Índice de figuras 

Figura 1: Representação esquemática do gene FMR1.......................... 2 

Figura 2: Alinhamento das proteínas da família FXR............................. 5 

Figura 3: Modelo da atuação funcional da proteína FMRP no neurônio 14 

Figura 4: Representação esquemática dos domínios de ligação a RNA 

da proteína FMRP.................................................................... 

    

24 

Figura 5: Padronização da pré-adsorção do anticorpo p3460................ 54 

Figura 6: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12..................... 58 

Figura 7: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12..................... 59 

Figura 8: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12..................... 61 

Figura 9: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12..................... 62 

Figura 10: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 63 

Figura 11: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 65 

Figura 12: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 66 

Figura 13: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 68 

Figura 14: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12.................. 70 

Figura 15: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 71 

Figura 16: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 72 

Figura 17: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 73 

Figura 18: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 74 

Figura 19: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12................... 75 

Figura 20: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12 com 

coloração Giemsa................................................................... 

    

77 

Figura 21: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12 com 

coloração Giemsa................................................................... 

    

78 

Figura 22: Imunoistoquímica em encéfalo de ratos em P12 com 

coloração Giemsa................................................................... 

    

80 

Figura 23: Imunofluorescência em encáfalos de rato em em P12......... 81 

Figura 24: Análise de cromatografia de filtração em gel (HPLC) em 

lisado obtido de córtex frontal de ratos em P12..................... 
    

86 

Figura 25: Níveis relativos de expressão do transcrito do gene Fmr1 

no período embrionário.......................................................... 

    

90 

Figura 26: Análise de Western blotting da proteína FMRP no período     



! XIII!

embrionário............................................................................. 92 

Figura 27: Imunoistoquímica no encéfalo de rato no período 

embrionário............................................................................. 
     

94 

Figura 28: Imunoistoquímica no encéfalo de rato no período 

embrionário............................................................................. 
    

96 

Figura 29: Imunoistoquímica no encéfalo de rato no período 

embrionário............................................................................. 
    

97 

Figura 30: Imunoistoquímica no encéfalo de rato no período 

embrionário............................................................................. 
    

98 

Figura 31: Imunoistoquímica no encéfalo de rato no período 

embrionário............................................................................. 
  

100 

Figura 32: Imunoistoquímica no encéfalo de rato no período 

embrionário............................................................................. 
   

101 

Figura 33:Imunofluorenscência em precursores neuronais.................... 103 

Figura 34: Imunofluorenscência em precursores neuronais................... 105 

Figura 35: Imunofluorenscência em precursores neuronais................... 107 

Figura 36: Níveis relativos de expressão de transcritos do Fmr1 em 

células de glioma de rato........................................................ 
   

110 

Figura 37: Níveis relativos de expressão dos transcritos do gene 

FMR1 no córtex cerebral frontal humano em 

envelhecimento...................................................................... 

                   

 

113 

Figura 38: Imunoistoquímica em tecidos de córtex cerebral frontal 

humano em envelhecimento.................................................. 
   

115 

Figura 39: Esquema demostrando a regulação por fosforilação da 

FMRP na repressão traducional............................................. 
   

126 

Figura 40: Esquema demostrando a maturação das espinhas 

dendríticas e a formação de sinapses.................................... 
   

137 

 

  



!XIV!

Índice de tabelas 

Tabela 1: Isoformas da proteína FMRP.................................................. 3 

Tabela 2: Sequências dos oligonucleotídeos utilizados nas diferentes 

etapas do estudo de expressão dos transcritos do gene 

Fmr1 e ensaios de interferência por RNA.............................. 

 

 

33 

Tabela 3: Resumo das marcações específicas com anticorpos 7G1-1 

e soro imune 3460 e, encéfalo de rato em 

P12......................................................................................... 

 

 

82 

 



! XV!

Lista de acrônimos 

C – grau Celsius 

ABC – avidina-biotina-peroxidase 

BEH-GEEC – Banco de Encéfalos 
Humanos do Grupo de Estudos 
em Envelhecimento Cerebral 

bFGF – fator de crescimento de 
fibroblasto básico 

BLAST – Basic Local Alignment Search 
Tool 

BSA – albumina sérica bovina 

CAPPesq – Projetos de Pesquisa do 
Hospital das Clínicas e da 
Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo 

cDNA – DNA complementar 

CDR – Clinical Dementia Rating Scale 

CEUA – Comissão de Ética em Uso 
Experimental de Animais 

CGG – repetições citosina-guanina-
guanina 

CMV – citomegalovírus 

CO2 – dióxido de carbono 

CpG – dinucleotídeos citosina-guanina 
ligados covalentemente 

CSM – sítio de clonagem múltipla 

Ct – ciclo de treshold 

DAB – diaminobenzidina 

dATP – 2’ desoxiadenosina 5’ trifosfato 

dCTP – 2’ desoxicitidina 5’ trifosfato 

DEPC – Dietilpirocarbonato 

dGTP – desoxiguanosina 5’ trifosfato 

DIV – dias in vitro 

DMEM – Meio de Eagle modificado por 
Dulbecco 

DMSO – dimetilsulfóxido 

DNA – ácido desoxirribonucléico 

dNTP – desoxirribonucleotídeo 
trifosfato 

dsRNA – RNA dupla fita 

dTTP – 2’ desoxitimidina 5’ trifosfato 

EDTA – ácido etilenodiaminotetracético 

EGF – fator de crescimento epidérmico 

FBS – soro fetal bovino 

FM-USP – Faculdade de Medicina de 
Universidade de São Paulo 

FMR1 – Gene do Retardo Mental do X 
Frágil 

FMR1-ISO1-DDK-His e FMR1-ISO7-
DDK-His 

FMRP – Proteína do Retardo Mental do 
X Frágil 

FMRP-12ISO – isoformas da FMRP que 
não expressam a sequência 
codificada pelo éxon 12 do gene 
Fmr1 

FMRP+12ISO – isoformas da FMRP que 
expressam a sequência 
codificada pelo éxon 12 do gene 
Fmr1 

FXPOI – insuficiência ovariana primária 
associada ao X frágil 

FXTAS – síndrome de ataxia e tremor 
associada ao X frágil 

g – unidade de aceleração gravitacional 

GSD – tampão constituído por glicina-
SDS-DTT 

HCl – ácido clorídrico 

HEPES – ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-
piperazinil]-etanosulfónico 

HPLC – cromatografia líquida de alta 
performance 



!XVI!

IB-USP – Instituto de Biologia da 
Universidade de São Paulo 

IgG – imunoglobulina G 

kb – quilobase 

KCl – cloreto de potássio 

kDa – quilodálton 

KH-1 – domínio homólogo à 
ribonucleoproteína heterogênea 
nuclear K, hnRNP K, do tipo 1 

KH-2 – domínio homólogo à 
ribonucleoproteína heterogênea 
nuclear K, hnRNP K, do tipo 2 

KH2PO4 - potássio di-hidrogenofosfato 

KOH – hidróxido de potássio 

LiCl – cloreto de lítio 

M – molar 

MgCl2 – cloreto de magnésio 

mL – mililitro 

mM – milimolar 

mRNA – RNA mensageiro 

Na2HPO4 - hidrogenofosfato dissódico 

NaCl – cloreto de sódio 

Ni+2 – Ion Níquel+2 

NP-40 – NP-40 Tipo-Tergitol 

oligo(dT) – oligo desoxitimina 

OMIM – Online Mendelian Inheritance 
in Man 

p – probabilidade 

P/S/G – Penicilina-streptomicina-
glutamina 

pb – pares de base 

PB – tampão fosfato 

PBS – tampão fosfato salino 

pcDNA3.1 – Vetor contendo epitopo 
FLAG 

pCMV6-AC-DDK-His – Vetor contendo 
epítopos FLAG e Polihistidina 

PCR – reação em cadeia da 
polimerase 

PFA – paraformaldeído 

pH – potencial hidrogeniônico 

Ppia – Peptidilprolil Isomerase A 

qPCR – PCR quantitativo 

qRT-PCR – RT-PCR quantitativo 

RNA – ácido ribonucleico 

RNP – Ribonucleoproteína 

ROX – Carboxi-X-rodamina 

RT-PCR – reação da transcriptase 
reversa seguida por PCR 

SDS – dodecyl sulfato de sódio 

SDS-PAGE – eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante 

siRNA – pequeno RNA de interferência 

SXF – síndrome do X frágil 

Taq – Thermus aquaticus 

TBE – tampão constituído de tris base, 
ácido bórico e EDTA 

TBS-T – tampão tris salino adicionado 
de tween 

TCA – ácido tricloroacético 

TES – tampão constituído de tris, 
EDTA e SDS 

TRITC – Tetramethylrhodamine 
isothiocyanate 

Tspy – Proteína específica de Testículo 
Ligada ao Y 

U – unidade 

USP – Universidade de São Paulo 

UTR – região não-traduzida de um 
gene 

µg – microgramas 

µL – microlitro 

µM – micromolar



!XVII!

Resumo 

A proteína do retardo mental do X frágil (FMRP), codificada pelo gene do 

Retardo Mental do X Frágil (do inglês, Fragile Mental Retardation 1, FMR1) tem 

expressão significativa no encéfalo, gônadas e células proliferativas. A FMRP é 

uma proteína ligante de RNA, repressora traducional, que transita entre o 

núcleo celular, grânulos citoplasmáticos e polissomos. Sua associação a RNA 

pode se dar pelos domínios Tudor N-terminais, dois domínios centrais, com 

homologia à heteronucleoproteína K (KH) ou motivos RGG, ricos em arginina 

(R) e glicina (G), C-terminais. A abolição da expressão da FMRP por mutações 

no gene FMR1 é a causa mais frequente de deficiência intelectual hereditária 

entre homens.  

Transcritos desse gene sofrem splicing alternativo de quatro éxons, 

podendo gerar até 20 isoformas não redundantes da FMRP. A tradução de 

RNAm do FMR1 contendo o éxon 12 causa uma extensão em fase, em 21 

aminoácidos na alça variável do segundo domínio KH (KH-2) da FMRP, cujos 

padrão de expressão e função ainda são desconhecidos. Embora a FMRP 

tenha alta similaridade com duas proteínas parálogas, proteínas relacionadas à 

FMRP, FRX1P e FXR2P, ela apresenta algumas características de expressão 

e função que lhes são próprias. A longa alça variável do domínio KH-2, por 

exemplo, não é observada nas parálogas e é característica somente de 

ortólogas da FMRP em mamíferos. Assim, é possível que o estudo deste 

segmento da proteína traga informações funcionais específicas para o encéfalo 

de mamífero. 

Demonstramos anteriormente, por qRT-PCR, que, em transcritos do 

Fmr1 de rato, a expressão da sequência do éxon 12 é regulada ao longo do 

desenvolvimento pós-natal precoce, de forma diferencialmente positiva no 

córtex cerebral frontal e cerebelo, em relação ao hipocampo. No presente 

trabalho, aprofundamos esses estudos, tendo como objetivo a análise 

cuidadosa da expressão desse éxon em isoformas da FMRP (FMRP+12ISO), 

pelo uso de um anticorpo dirigido ao segmento codificado por ele, em encéfalos 

do décimo segundo dia pós-natal (P12, controle positivo) ou embrionários. Para 

tal, foram realizadas análises por imunoistoquímica e, em P12, ensaios de 
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cromatografia de exclusão molecular de partículas ribonucleoproteicas. 

Análises de níveis de RNAm e proteicos em fase embrionária (E12 a E20) do 

encéfalo do rato foram também conduzidas in vivo e in vitro, em cultivo primário 

de neuroesferas em suspensão, a partir da dissociação de vesículas 

telencefálicas de ratos em E14.  

Os dados de imunoistoquímica de encéfalo de ratos em P12 indicaram 

que (i) as camadas granular externa e a camada piramidal externa do córtex 

cerebral e as células de Purkinje no cerebelo são mais ricas em FMRP+12ISO; 

(ii) o giro denteado e CA3 foram fontes de FMRP+12ISO no hipocampo, porém 

em mais baixa intensidade; e (iii) o conjunto das isoformas da FMRP, incluindo 

as FMRP+12ISO, foram expressas em região periventricular dos ventrículos 

laterais em período pós-natal, sugestivo de células-tronco neurais do adulto ou 

recém diferenciadas. No córtex cerebral, as FMRP+12ISO foram expressas em 

áreas motora (segmento rostrodorsal), sensorial (segmentos dorsolaterais a 

laterais), auditiva (segmentos dorsolaterais), olfatória (córtex piriforme) e visual 

(segmentos ventrolaterais), além da área do cingulado (segmentos mediais) de 

ambos os hemisférios cerebrais. Os dados também confirmaram que, em P12, 

as FMRP+12ISO têm expressão mais pronunciada no córtex cerebral e cerebelo 

do que no hipocampo. À cromatografia, as FMRP+12ISO tiveram o mesmo 

padrão de distribuição que o conjunto das isoformas da FMRP, fracionando em 

complexos ribonucleoproteicos maiores que 600 kDa. 

De modo geral, a expressão das FMRP+12ISO foi baixa em E12 e E14. 

Houve concordância entre as análises por qRT-PCR, Western blotting e 

imunoistoquímica, corroborando a baixa expressão do éxon 12 do FMR1 na 

vesículas telencefálicas em E14. Observamos por imunoistoquímica poucas 

células sugestivas de progenitoras, na base do neuroepitélio, que 

expressassem FMRP+12ISO ou outras isoformas da FMRP. O córtex cerebral 

em E20 foi raramente positivo para FMRP+12ISO ou o conjunto das isoformas 

da FMRP. Por outro lado, células da camada mais superficial da placa cortical, 

indicativa de ser a camada I, mostraram expressão de isoformas da FMRP sem 

o segmento codificado pelo éxon 12 do Fmr1 em E18 e da FMRP, incluindo as 

FMRP+12ISO, em E20, de forma contínua em várias regiões corticais. 
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Em neuroesferas em suspensão, a expressão das FMRP+12ISO foi muito 

baixa enquanto isoformas da FMRP, supostamente com a alça variável de KH-

2 em sua conformação curta, tiveram alta expressão nessas células. Desde as 

primeiras 24 horas sob condições de diferenciação neuronal in vitro, células de 

neuroesferas aumentaram a expressão das FMRP+12ISO, que se mantiveram 

alta no período analisado (12 dias in vitro), colocalizando-se com outras 

isoformas da FMRP. Ensaios preliminares in vitro pela interferência do RNA, 

em células imortalizadas C6, indicaram um RNA em fita dupla, entre dois 

testados, com capacidade de inibição de mensagens do Fmr1 que 

especificamente contenham o éxon 12. A expressão do éxon 12 do FMR1 no 

córtex cerebral frontal, humano, em envelhecimento foi baixa pela análise de 

RNAm, enquanto o total de transcritos deste gene apresentou-se em níveis 

significativos. 

Nossos dados sugerem que a expressão do éxon 12 do Fmr1 é mais 

significativa para FMRP+12ISO em células neuronais, durante um período crítico 

de sinaptogênese, no primeiro mês pós-natal do rato. O tecido telencefálico, 

embrionário não se mostrou uma fonte rica dessas isoformas, principalmente 

em células indiferenciadas, que foram francamente negativas. 
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Abstract 

Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP), codified by Fragile Mental 

Retardation 1 (FMR1) gene, is significantly expressed in the brain, gonads and 

proliferative cells. FMRP is an RNA-binding protein and acts as a translation 

repressor, which transits between cell nucleus, cytoplasmic granules and 

polysomes. Its association with RNA occurs via several domains, namely: N-

terminal Tudor domains; two central domains with K-heteronucleoprotein (KH) 

homology; and C-terminal RGG motifs, that are rich in arginine (R) and glicine 

(G). The absence of FMRP expression triggered by mutations in the FMR1 

gene is the most frequent cause of hereditary intellectual disability in human 

men. 

Four FMR1 exons may undergo alternative splicing, generating up to 20 

non-redundant FMRP isoforms. The translation of the FMR1 mRNA containing 

exon 12 leads to an in-phase extension of 21 amino acids in the variable loop 

on FMRP the second KH domain (KH-2). The pattern of expression and 

function of this isoform are unknown. Although FMRP is highly similar to two 

paralogs proteins, FMRP-related proteins FRX1P and FRX2P, it presents some 

unique expression and function characteristics. The long variable loop of the 

KH-2 domain, for example, is not observed in these paralogs and is a hallmark 

of FMRP mammal orthologs. Therefore, the study of this protein segment can 

potentially bring information about its function specifically in the mammalian 

brain. 

Using qRT-PCR and Western blotting, we previously demonstrated that, 

for rat Fmr1 transcripts, the expression of sequences containing exon 12 is 
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regulated during early postnatal development. In this period, expression of 

these segments in the frontal cerebral cortex and in the cerebellum is higher 

when compared to hippocampus expression. In the present work, we deepened 

these studies with the objective of carefully analysing the expression of FMRP 

isoforms containing FMRP exon 12 (FMRP+12ISO). For this purpose, we 

employed rat postnatal brains at the twelfth postnatal day (P12, used as a 

positive control) and rat embryo brain in immunohistochemistry assays with 

antibodies detecting peptides codified by exon 12. In this strategy, we also 

carried out molecular exclusion chromatography of ribonucleoproteins particles 

with lysates from rat P12 encephalon. Analysis of mRNA and protein levels in 

rat brain in the embryonic period [embryonic days 12 to 20 (E12 to E20)] were 

conducted in vivo and in vitro, in neurosphere suspension primary cultures, 

obtained by dissociation of telencephalic vesicles from E14 rats. 

Immunohistochemical data from P12 rat brain indicated that (i) the 

granular external layers and pyramidal external layer in the brain cortex and 

Purkinje cells in the cerebellum are richer in FMRP+12ISO; (ii) in the 

hippocampus, FMRP+12ISO can be found in dentate gyrus and CA3, although 

in lesser intensities; and (iii) FMRP isoforms, including FMRP+12ISO, are 

expressed in the periventricular regions from the lateral ventricles, suggesting 

their expression in adult neural stem cells or in differentiating cells. In the 

cerebral cortex, FMRP+12ISO are expressed in motor areas (rostrodorsal 

segment) and in sensorial areas (dorsolateral and lateral segments), specifically 

in auditory (dorsolateral segments), olfactory (piriform cortex) and visual 

(ventrolateral segments) areas, besides expression in the cingulate area 

(medial segment) in both hemispheres. Our data also confirmed that, in P12 
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brain, cerebral cortex and cerebellum have higher FMRP+12ISO expression 

when compared to the hippocampus. Chromatography data indicated that 

FMRP+12ISO have the same pattern of distribution than the FMRP isoform 

group, fractionating in ribonucleoproteics complexes heavier than 600kDa. 

Altogether, FMRP+12ISO expression is low in E12 and E14 rat brain. 

qRT-PCR, Western blotting and immunohistochemistry data were concordant, 

corroborating the low expression of exon 12 in E14 telencephalic vesicles. In 

immunohistochemistry images, we observed few cells with progenitor 

phenotype, at the basal neuroepithelium, expressing FMRP+12ISO or other 

FMRP isoforms. In E20, cerebral cortex was rarely positive for FMRP+12ISO or 

other FMRP isoforms. Still, cells in the superficial layer of the cortical plate, 

possibly layer 1, were positive for FMRP isoforms that do not contain the 

segment codified by exon 12 in E18, brains and positive for the ensemble of 

FMRP, isoforms, FMRP+12ISO included, in E20 brains, in continuous portions of 

several cortical regions. 

In suspension neurosphere cultures, FMRP+12ISO expression was very 

low, while the expression of FMRP isoforms, supposedly with the variable loop 

of KH-2 in its short conformation, was high in. After 24 hours under neuron 

differentiation conditions in vitro, neurosphere cells showed increasing 

expression of FMRP+12ISO, which remained high during the period analyzed 

(12 days in vitro), co-localizing with other FMRP isoforms. Preliminary assays 

using RNA interference in vitro in an immortalized glioma cell lineage (C6), 

disclosed a double-stranded RNA, among two tested samples, with the ability to 

suppress exon 12 containig Fmr1 mRNA. The expression of FMR1 transcripts 
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containing exon 12 in aging human brain frontal cortex was low, while total 

FMR1 transcripts levels were significant. 

Our data suggest that the expression of exon 12 from Fmr1 is more 

significant in rat neuronal cells during a critical period of synaptogenesis in the 

first postnatal month. The embryonic telencephalic tissue is not rich in 

FMRP+12ISO, which were notably absent from undifferentiated cells. 
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Prefácio 

A proteína do retardo mental do X frágil (FMRP) é codificada pelo gene 

do Retardo Mental do X Frágil (do inglês, Fragile Mental retardation 1, FMR1) e 

tem expressão significativa no encéfalo, gônadas e células proliferativas 

(Bakker et al., 2000; Eichler et al., 1993; Hinds et al., 1993). Foi detectada, 

após o desenvolvimento de anticorpos a ela dirigidos, como um grupo de 

isoformas com 60 a 95 kDa após eletroforese em gel de poliacrilamida 

desnaturante (SDS-PAGE) (Verheij et al., 1993, 1995), que são produzidas 

mais provavelmente em virtude do splicing alternativo dos éxons 12, 14, 15 ou 

17 do FMR1 (Ashley, C et al., 1993; Verkerk et al., 1993). A FMRP contém 

domínios encontrados em proteínas ligantes de RNA (Ashley, C. et al., 1993; 

Siomi et al., 1993) e tem atividade reguladora da tradução de RNAs 

mensageiros (RNAm) de forma relacionada à função sináptica (Huber et al., 

2002). O splicing alternativo dos transcritos do FMR1 pode modificar tais 

domínios da FMRP. 

O enfoque deste trabalho é a análise da expressão de isoformas da 

FMRP que expressam o éxon 12 do gene FMR1 em células e tecidos, sob 

condições fisiológicas. As alterações do gene FMR1 não são nosso objeto de 

estudo. No entanto, dada a alta prevalência de três afecções clínicas, distintas, 

causadas por mutações no gene FMR1, estas serão brevemente apresentadas 

neste Prefácio, buscando-se evidenciar a importância desse gene. 

O gene FMR1 compreende cerca de 38 quilobases (Kb), 17 éxons e 

expressa um RNAm de aproximadamente 4.4 Kb, composto por uma região 5’ 

não traduzida (5’-UTR) de 0.2 Kb, uma região codificante de 1.9 Kb e uma 
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região 3’ não traduzida (3’-UTR) de 2.3 Kb. O gene FMR1 mapeia-se em 

Xq27.3 e mutações que abolem a sua expressão podem causar a síndrome do 

X frágil (SXF), a causa mais frequente de deficiência intelectual hereditária, 

entre homens (OMIM: #300624) (Fu et al., 1991; Verkerk et al., 1991; Yu et al., 

1991). 

A SXF apresenta herança ligada ao cromossomo X e prevalência de um 

em cada 4.000 homens e uma em cada 8.000 mulheres (Turner et al., 1996). 

Apresenta-se clinicamente com atraso no desenvolvimento neuro-psicomotor e 

da linguagem, culminando em deficiência intelectual de graus moderado a 

grave, transtornos do comportamento e, menos comumente, crises convulsivas 

(Lubs et al., 1984; Lubs, 1969). As características faciais, mais distintas em 

homens, incluem mento proeminente, fronte estreita e alta e pavilhões 

auriculares com tamanho aumentado e em abano. Estas características físicas 

se tornam mais acentuadas com a idade, podendo ser observadas, mais 

frequentemente a partir da puberdade, fase na qual 80% dos homens afetados 

pela síndrome podem apresentar macrorquidia (Meryash et al., 1984). Outros 

sinais podem ainda se apresentar em diversos pacientes como alterações do 

tecido conjuntivo, evidenciadas por hipoplasia da cartilagem auricular e 

hiperextensibilidade das articulações (Hagerman et al., 1984). Devido ao 

mapeamento do gene no cromossomo X, os sinais da SXF apresentam-se 

mais comumente em homens do que em mulheres, nas quais a penetrância 

depende da proporção de inativação do cromossomo X normal (Loesch and 

Hay, 1988). 

O tipo de mutação que, na grande maioria dos casos, causa a SXF 

localiza-se em uma região de repetições polimórficas de unidades de 
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trinucleotídeos de citosina-guanina-guanina (CGG), na região 5’ do gene 

FMR1, que é transcrita, mas não traduzida. Entre indivíduos da população 

geral, o número de repetições varia entre 6 e 40 (alelos comuns), sendo os 

alelos mais comuns aqueles com 29 e 30 trinucleotídeos. Indivíduos afetados 

pela SXF apresentam mais de 200 trincas CGG, alelos classificados como 

mutação completa. Essa expansão no número de repetições acima de 200 leva 

à metilação da ilha CpG em que se encontram, impedindo o acoplamento da 

maquinaria de transcrição e resultando no silenciamento do gene. Alelos que 

possuem entre 55 e 200 repetições são denominados pré-mutação e, apesar 

de não estarem metilados e não comprometerem a transcrição do gene, eles 

são instáveis à transmissão materna podendo se expandir a mutação completa 

(Devys et al., 1993). Alelos intermediários contêm entre 41 e 54 trincas CGG e, 

embora não apresentem a instabilidade meiótica de pré-mutações, podem 

sofrer expansões ao número de trincas destas, com maior frequência do que 

alelos comuns (Montagnon et al., 1994). 

Cerca de 30% dos homens portadores de pré-mutações, usualmente os 

avôs maternos de meninos afetados pela SXF, desenvolvem uma condição 

clínica de início tardio, caracterizada por tremor de intenção progressivo, 

marcha atáxica, declínio cognitivo, neuropatia periférica e disfunção autônoma, 

denominada síndrome de ataxia e tremor associada ao X frágil (FXTAS; OMIM: 

300623) (Hagerman et al., 2001). A doença é progressiva e tem, em geral, 

seus sinais iniciais pela manifestação do tremor, seguido pela ataxia. A média 

de idade para manifestação do tremor é em torno de 62 anos (47 – 78 anos) e 

para a ataxia de 63 anos (39 – 78 anos) (Tassone et al., 2007). Ao longo de 

uma década, a marcha atáxica se agrava, o que pode causar quedas do 
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paciente e necessidade de auxílio para a deambulação (Leehey et al., 2007). 

Em poucos casos, o declínio cognitivo pode preceder os sinais motores ou ser 

um achado isolado (Gonçalves et al., 2007; Grigsby et al., 2006; Sévin et al., 

2009). Outros transtornos, como de comportamento, notavelmente sintomas 

obsessivo-compulsivos ou esquizoides, já foram observados em portadores da 

pré-mutação, com ou sem FXTAS (Hessl et al., 2005). As mulheres são menos 

frequentemente afetadas pela FXTAS, principalmente pelo desvio de inativação 

do cromossomo X (Berry-Kravis et al., 2003; Jacquemont et al., 2004). 

O número das repetições CGG correlaciona com a idade de 

manifestação dos sinais motores de FXTAS, mas não com a gravidade 

(Tassone et al., 2007). A idade de manifestação do declínio cognitivo relaciona-

se diretamente com o número de repetições CGG dentro da faixa de pré-

mutação, de forma independente de FXTAS (Gonçalves et al., 2007; Sévin et 

al., 2009). Outra relação direta foi descrita entre o número de repetições CGG e 

inclusões intranucleares eosinófilas em neurônios e astrócitos do encéfalo de 

pacientes com FXTAS (Greco et al., 2006; Jacquemont et al., 2003). 

Ao contrário das mutações completas do FMR1 que causam a SXF, 

alelos de pré-mutações exibem atividade transcricional (Devys et al., 1993; 

Feng et al., 1995). Curiosamente, os níveis de RNAm do FMR1 estão 

aumentados em células do sistema nervoso central de pacientes com FXTAS, 

sem, entretanto, qualquer alteração significativa dos níveis da proteína FMRP 

(Greco et al., 2006; Hessl et al., 2005). Diante desses dados e do achado do 

RNAm do próprio FMR1 nas inclusões neuronais e astrocíticas nesses 

pacientes, propôs-se um modelo patogenético de toxicidade pelo RNAm do 
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FMR1, no qual alças de repetições CGG na região 5’ do transcrito seriam 

determinantes do processo patológico através do recrutamento molecular, 

estresse oxidativo e formação de inclusões intracelulares (Garcia-Arocena and 

Hagerman, 2010). 

Mulheres portadoras de alelos pré-mutados ou intermediários podem 

apresentar insuficiência ovariana primária associada ao X - Frágil (FXPOI) 

(Hunter et al., 2008), caracterizada pela menopausa precoce, antes dos 40 

anos de idade. Nestas mulheres, a disfunção ovariana parece ser dependente 

do número de repetições CGG, embora esta correlação não seja linear, tendo 

em vista que portadoras da pré-mutação com variações de 80-100 repetições 

podem apresentar manifestação precoce de FXPOI. Os mecanismos 

moleculares inerentes à insuficiência ovariana causada pelo RNAm com 

repetições CGG ainda são desconhecidos. A hipótese de toxicidade deste 

RNAm sugerido para a patologia da FXTAS pode ser relevante também para 

disfunção ovariana observada na FXPOI (Lu et al., 2012). 
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1. Introdução 

Após a clonagem posicional do gene do Retardo Mental do X Frágil 1 

(FMR1), em 1991 (Fu et al., 1991; Kremer et al., 1991; Oberle et al., 1991; 

Verkerk et al., 1991; Yu et al., 1991), a caracterização do seu RNAm em 

tecidos variados levou à identificação inicial de doze variantes de transcritos, 

expressos em diferentes tecidos humanos (Ashley, C et al., 1993; Eichler et al., 

1993; Verkerk et al., 1993). A clonagem do cDNA do FMR1 expresso em 

neurônios, cultivados a partir do córtex cerebral de um feto humano de dez 

semanas, revelou onze transcritos distintos (Huang et al., 1996). No total, foram 

observados seis eventos de splicing alternativo em diferentes éxons no 

transcrito primário do gene Fmr1, responsáveis por gerar essa variabilidade  

(Ashley, C et al., 1993; Verkerk et al., 1993). Os éxons envolvidos em eventos 

de splicing alternativo concentram-se na metade 3’ codificante do gene, sendo 

eles os éxons 10, 12, 14, 15 e 17.  

Um sítio alternativo receptor de splicing foi descrito in silico no éxon 10 do 

FMR1 humano, embora sem verificação experimental (Eichler et al., 1993). Os 

éxons 12 e 14, denominados éxons-cassete, podem ser integralmente incluídos 

no ou excluídos do transcrito. Os éxons 15 e 17 possuem três e dois sítios 

receptores de splicing, respectivamente, podendo alterar a extensão da 

sequência de éxon incluída no RNAm (Fig. 1). Sabe-se, hoje, que a 

combinação dos eventos de splicing alternativo dos éxons 12, 14, 15 e 17 do 

Fmr1 tem possibilidade de gerar 24 variantes de RNAm que podem dar origem 

a 20 isoformas não redundantes da proteína do retardo mental do X frágil 

(FMRP), cujas massas moleculares estimadas variam de 47,3 a 71,1 

quilodáltons (Sittler et al., 1996). 
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Brackett e colaboradores amplificaram pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR), após transcrição reversa (RT-PCR), doze transcritos diferentes do Fmr1 

de camundongo. A partir de diluições sucessivas desses, analisaram de forma 

semi-quantitativa os níveis de expressão de cada um, sem, no entanto, avaliar 

individualmente os éxons que sofrem splicing alternativo. Identificou-se alguma 

expressão para cada um deles, em diversas regiões do encéfalo, durante o 

desenvolvimento e em células de cultivo primário. Demonstrou-se também que 

os transcritos variáveis interagem com polirribossomos, indicando que estejam 

associados à maquinaria de tradução (Brackett et al., 2013).  

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática do gene FMR1 mostrando os éxons (em verde) 
e íntrons (barras pretas). As linhas azuis e laranjas representam os respectivos padrões 
de splicing dos éxons alternativos 12, 14, 15 e 17. Os éxons 12 e 14 são éxons 
cassete, podendo ter toda sua sequência incluída ou excluída do transcrito final. Os 
éxons 15 e 17 tem sítios doadores de splicing alternativos localizados a 5’. Em amarelo, 
vermelho e verde estão representados os três sítios alternativos de splicing do éxon 15 
e em azul e verde os dois sítios alternativos do éxon 17. 
 

Transcritos de RNAm com localização dendrítica podem conter íntrons em 

sua sequência, que não foram removidos durante o splicing no núcleo. Foi 

demonstrado que grande parte destes transcritos com retenção intrônica 

possuem em seus íntrons elementos retrotranspostos do tipo SINE (do inglês, 

short interspersed element), que podem alterar a localização dos RNAms em 

que se encontram para a região dendrítica. Foi proposto que a retenção destes 

íntrons é um evento regulado que altera a distribuição destes transcritos. Nos 
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transcritos maduros do gene Fmr1, foi descrita retenção dos íntrons 1, 7 e 12 

em culturas primárias de neurônios obtidas a partir da dissociação de córtex 

cerebral de camundongo (Buckley et al., 2011). 

 

 

Tabela 1: Tabela identificando as isoformas da FMRP esperadas pela tradução das 
variantes de transcrito do FMR1 com ou sem (Δ) os éxons 12 e 14, com uso do 
primeiro ou segundo sítio receptor de splicing do éxon 17 ou um dos três sítios 
receptores de splicing do éxon 15 (a, b e c). Encontram-se entre parênteses a massa 
molecular (kDa) estimada para cada isoforma. Com a exclusão do éxon 14, a nova 
região potencialmente formada para as isoformas 4, 5, 10 e 11 apresenta um códon de 
parada prematura da tradução antes do éxon 17. Nestes casos, os transcritos gerados 
pelo uso do primeiro ou segundo sítio receptor de splicing do éxon 17 criam isoformas 
redundantes. As isoformas estão identificadas por cores em cinco grupos, 
determinados pela proximidade da massas moleculares calculadas para cada isoforma 
(verde claro para isoformas de 47,3 a 50,9 kDa; azul para isoformas de 56,8 a 61 kDa; 
marrom para as que têm massa estimada entre 64,2 e 66,9 kDa; alaranjado para 
aquelas com 67,7 a 69,9 kDa; e vermelho para a sequência completa originando a 
isoforma de massa estimada em 71,1 kDa). Fonte: Sitler et al, 1996. 

 

1.1 A proteína FMRP e a família FXR 

Em vertebrados, a proteína FMRP (632 aminoácidos) faz parte da 

família FXR (do inglês, fragile X-related proteins) formada também pelas 

proteínas FXR1P (621 aminoácidos) e FXR2P (673 aminoácidos), codificadas 



! 4!

pelos genes autossômicos FXR1 (3q28) e FXR2 (17p13.1), respectivamente. 

Em Drosophila melanogaster, há apenas um membro desta família, a proteína 

dFMRP, cuja similaridade é mais alta com a FMRP (64% com a FMRP; 55% 

com a FXR2P; e 36% com a FXR1P), sendo a região C-terminal a menos 

conservada (Wan et al., 2000). Em leveduras e Caenorhabditis elegans não 

são encontrados representantes desta família (Currie and Brown, 1999; 

Shtang, Perry and Percy, 1999). Em vertebrados, os genes FMR1, FXR1 e 

FXR2 têm ortólogos em várias espécies como Xenopus (Blonden et al., 2005), 

Danio rerio (zebrafish) (Tucker, Richards and Lardelli, 2004), mamíferos (Laval 

et al., 1992) e outros organismos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview). Em 

camundongos, as proteínas desta família apresentam similaridade geral de 

55% entre si, sendo a região N-terminal a de maior homologia (86% entre 

FMRP e FXR1P e 70% entre FMRP e FXR2P, Figura 2). A região C-terminal 

apresenta similaridade mais baixa, com apenas 6% dos resíduos conservados 

(Tamanini et al., 1999). Em transcritos do FXR1, demonstrou-se também a 

possibilidade de splicing alternativo dos éxons equivalentes aos éxons 14, 15 e 

17 do FMR1 (Dubé, Huot and Khandjian, 2000; Kirkpatrick, McIlwain and 

Nelson, 1999). O segmento do éxon 12 do FMR1 está ausente nos genes 

parálogos e nos ortólogos de invertebrados (Kirkpatrick, McIlwain and Nelson, 

2001). 

As proteínas da família FXR são encontradas em vários tecidos durante o 

desenvolvimento e apresentam, em alguns deles, um padrão de expressão 

distinto.  

A clonagem de 2,8 Kb de sequência de DNA a 5’ do FMR1 em um vetor para 

expressão do gene repórter lacZ gerou cinco linhagens transgênicas de 
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camundongo. Nestas, observou-se a expressão do gene repórter no encéfalo 

embrionário e, no adulto, sobretudo no hipocampo, camada granular do 

cerebelo, células de Leydig e espermatogônias no testículo, alguns epitélios, 

células do córtex das adrenais e foliculares do ovário (Hergersberg et al., 

1995). 

 

 

Figura 2: Alinhamento gráfico das proteínas da família FXR na espécie humana e em 
Drosophila. Os domínios funcionais KH-1, KH-2 e RGG estão discriminados nas três 
integrantes da família. Em humanos, a região N-terminal apresenta similaridade de 
73% entre as três proteínas, sendo a região dos domínios KH a de maior similaridade 
(90%). (NLS, sinal de localização nuclear; NES sinal de exportação nuclear; NoS: sinal 
de localização nucleolar). Fonte: Kirkpatrick et al., 2001 

 
O RNAm do Fmr1 foi observado por hibridação in situ no embrião de 

camundongo, sendo detectado a partir do décimo dia embrionário (E10), em 

todos os tecidos. Após esse período, em E13, E14 e E19, a expressão decai 

em alguns tecidos, tornando-se mais baixa e específica. Esse padrão é mais 

evidente no camundongo adulto, que mantém níveis mais altos de expressão 

no encéfalo, testículos, ovários, esôfago, timo e baço (Devys et al., 1993; Hinds 
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et al., 1993). Bächner e colaboradores utilizaram a mesma técnica e 

observaram expressão elevada em células germinativas, em proliferação do 

camundongo, macho ou fêmea (Bächner et al., 1993). 

No embrião humano de oito a nove semanas, o RNAm do FMR1 é detectado 

em células proliferativas e pós-mitóticas, migratórias do sistema nervoso. No 

sistema nervoso central (SNC), células periventriculares são coradas de forma 

menos intensa do que as de camadas mais superficiais, como as zonas 

marginal e intermediária. Há marcação também na camada neuroblástica 

interna do cálice ótico da retina, o qual formará o nervo ótico. Nesse período, a 

expressão do FMR1 é também elevada em estruturas cartilaginosas, no 

mesênquima cefálico (periencefálico, mandibular e língua) e no fígado (Abitbol 

et al., 1993). 

No encéfalo do feto humano de 25 semanas, intensa marcação do RNAm do 

FMR1 foi observada nas zonas ventricular e subventricular e na placa cortical. 

Nesta, células das camadas mais profundas (III-VI) expressaram o FMR1 em 

níveis mais altos do que aquelas da camada II. Células da camada I também 

expressaram esse gene na vigésima quinta semana gestacional do feto 

humano. O núcleo basal magnocelular apresentou intensa marcação. No 

hipocampo, a intensidade da marcação foi alta e distribuiu-se igualmente ao 

longo do corno de Ammon (CA), em suas regiões CA1, CA2 e CA3. O giro 

denteado também foi positivo. Os hemisférios cerebelares, o núcleo denteado e 

o vérmis apresentaram-se marcados. Nos hemisférios cerebelares, as células 

de Purkinje foram as mais intensamente marcadas. Em geral, as células 

positivas para o FMR1 tinham morfologia neuronal (Abitbol et al., 1993; 

Agulhon et al., 1999). 
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Da mesma forma, a proteína FMRP humana foi observada 

predominantemente no cérebro, gônadas e epitélio do adulto. No encéfalo, a 

FMRP é predominantemente neuronal e citoplasmática, enquanto que nos 

testículos é expressa principalmente em espermatogônias e, nos ovários, em 

ovócitos e células da granulosa (Agulhon et al., 1999; Bächner et al., 1993; 

Devys et al., 1993; Khandjian et al., 1995; Tamanini et al., 1997; Verheij et al., 

1993). No cerebelo, as células de Purkinje são as mais intensamente marcadas 

pelo anticorpo anti-FMRP, embora coloração proeminente seja também 

observada na camada granular. No córtex cerebral, a FMRP distribui-se a 

neurônios. A imunocoloração está presente em órgãos epiteliais, embora de 

forma menos significativa do que em neurônios. Nas células epiteliais, a 

presença da FMRP é mais evidente em células proliferativas (Devys et al., 

1993). Nas primeiras semanas pós-natais do rato, os níveis de expressão da 

FMRP aumentam em resposta à atividade neuronal do hipocampo e córtex 

cerebral, de forma dependente de exposição a um ambiente complexo ou 

estímulos sensoriais, específicos, respectivamente (Irwin et al., 2000, 2005; 

Todd and Mack, 2000; Todd, Malter and Mack, 2003). 

A localização da FMRP parece ser primariamente pós-sináptica, no início do 

período pós-natal no cérebro de roedores (Feng, Gutekunst, et al., 1997; 

Greenough et al., 2001), podendo também ser encontrada em compartimentos 

pré-sinápticos (Christie et al., 2009; Feng, Gutekunst, et al., 1997). Em 

neurônios hipocampais e corticais, a FMRP predomina em espinhas 

dendríticas, evaginações da membrana pós-sináptica de neurônios excitatórios, 

que estão sujeitas a alterações morfológicas dinâmicas, relacionadas à função 
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sináptica e plasticidade neuronal, de forma dependente de síntese proteica 

(Jontes and Smith, 2000). 

O camundongo modelo para a síndrome do X frágil (SXF) tem o gene Fmr1 

deletado (KO) e apresenta disfunção de aprendizado, memória e social 

(Bakker, Verheij and Willemsen, 1994). Cérebros de pacientes com a SXF e de 

camundongos KO do Fmr1 apresentam espinhas dendríticas dismórficas, mais 

longas, finas e em maior número do que em humanos portadores de alelos 

comuns ou pré-mutações e do que camundongos de tipo-selvagem, sugerindo 

que a FMRP deva ter função na maturação e eliminação sináptica (Comery and 

Harris, 1997; Nimchinsky, Oberlander and Svoboda, 2001). 

FXR1P é amplamente encontrada no cérebro, músculo esquelético e 

cardíaco (Bakker et al., 2000) e, em testículos, é predominantemente expressa 

em espermátides (Bakker et al., 2000; Tamanini et al., 1997). O camundongo 

KO do Fxr1 exibe um fenótipo relacionado a disfunção muscular esquelética 

(Mientjes et al., 2004).  

No cérebro e ovário, a FXR2P tem um padrão de distribuição semelhante à 

FMRP, embora em intensidade mais baixa (Bakker et al., 2000). Embora o 

camundongo KO do Fxr2 não apresente alterações anatomo-patológicas no 

encéfalo, mostra disfunções de comportamento semelhantes às dos 

camundongos KO do Fmr1 (Bontekoe et al., 2002). 

Avaliações comparativas das proteínas FMRP, FXR1P e FXR2P, em tecido 

murino e humano, realizada por imunoistoquímica, revelou que, no encéfalo, as 

três proteínas têm distribuição celular semelhante, como descrito acima para a 

FMRP, embora FXR1P tenha sido observada de maneira isolada em neurônios 
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motores do tronco encefálico. A imunomarcação com conjugação a ouro e 

observação à microscopia eletrônica revelou as três proteínas no citoplasma de 

neurônios hipocampais, associadas a polissomos. Somente a FXR1P foi 

detectada no núcleo de neurônios hipocampais (Bakker et al., 2000; Tamanini 

et al., 1997).  

Zhang e colaboradores isolaram o clone de cDNA de FXR2 em um ensaio 

do duplo híbrido da levedura que tinha como isca a expressão do clone de 

cDNA do FMR1. Além da clonagem do FXR2, esses dados indicavam interação 

entre FMRP e FXR2P, a qual foi confirmada por precipitação por afinidade in 

vitro e co-imunoprecipitação in vivo (Zhang et al., 1995). O gene Fxr1 foi 

identificado por similaridade com a sonda de FMR1 em uma triagem de 

biblioteca de cDNA de Xenopus laevis (Siomi et al., 1995). Zhang e 

colaboradores (1995) demonstraram que, além de interagir com a FXR2P, a 

FMRP tem habilidade para formar heterodímero com a FXR1P e homodímeros. 

Siomi e colaboradores demonstraram que a sequência codificada pelo éxon 7 

do FMR1 é necessária à formação de homodímeros ou heterodímeros (Siomi 

et al., 1996). Ensaios de cromatografia de exclusão molecular revelaram que 

dímeros FXR fracionam em complexos maiores que 600 kDa e que altas 

concentrações de sal rompem esses complexos, deixando-os com cerca de 

200 a 300 kDa (Tamanini and Unen, 1999). 

1.2  Funções e distribuição subcelular da FMRP 

Dois sinais de localização subcelular permitem que a FMRP, FXR1P e 

FXR2P trafeguem entre o núcleo e o citoplasma, auxiliando na sua localização 

intracelular. O primeiro, o sinal de localização nuclear (NLS), é codificado pelo 

éxon 5 do Fmr1 e os resíduos localizados nas posições 114-117 da proteína 
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são essenciais para sua função (Eberhart et al., 1996). O sinal de exportação 

nuclear (NES) é codificado pelo éxon 14, sendo que os primeiros 17 

aminoácidos codificados por este éxon, especialmente os dois resíduos de 

leucina localizados nas posições 430 e 432 da FMRP são fundamentais para a 

funcionalidade do NES (Eberhart et al., 1996; Fridell et al., 1996). Este motivo 

possui uma região rica em leucina semelhante ao NES encontrado na proteína 

Rev do vírus HIV-1 e permite a transferência para o citoplasma das proteínas 

que o detêm, através da ligação ao fator de exportação nuclear exportina 1 

(Fornerod et al., 1997; Ullman, Powers and Forbes, 1997). 

A exclusão do éxon 14 devido ao splicing alternativo de transcritos do FMR1 

leva à retenção nuclear da FMRP superexpressa (Bardoni et al., 1997; Eberhart 

et al., 1996; Feng, Gutekunst, et al., 1997; Sittler et al., 1996). Um estudo por 

microscopia eletrônica e imunomarcação demonstrou a presença da FMRP nos 

poros nucleares, consistente com a hipótese de trânsito entre núcleo e 

citoplasma. O mesmo grupo demonstrou que cerca de 4% da FMRP distribui-

se ao núcleo celular (Feng, Gutekunst, et al., 1997). 

FMRP, FXR1P e FXR2P apresentam capacidade de ligação a RNA (Siomi et 

al., 1993). As três proteínas apresentam maior afinidade por 

polirribonucleotídeos de guanina e uracila do que adenina e citidina (Brown et 

al., 1998; Zhang et al., 1995). FMRP foi demonstrada como uma repressora 

traducional in vitro (Laggerbauer et al., 2001) e in vivo (Weiler et al., 2004). 

Em células em cultura, foi demonstrado que FMRP, FXR1P e FXR2P 

distribuem-se entre polissomos e grânulos de partículas ribonucleoproteicas 

(RNP) (Corbin et al., 1997; Feng, Absher, et al., 1997; Khandjian et al., 2004, 

1996; Mazroui et al., 2002; Weiler et al., 1997). Se por um lado, estresses 
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celulares como oxidativos podem transferir complexos moleculares contendo a 

FMRP de polissomos a grânulos intracelulares (Kim et al., 2006), por outro, 

receptores metabrotópicos ativados por glutamato acionam uma resposta 

intracelular que desloca grânulos de RNP com FMRP à densidade sináptica 

(Antar et al., 2004; Aschrafi et al., 2005; Ferrari et al., 2007). Estudos revelaram 

que a FMRP é dispensável para a formação de grânulos de RNP 

citoplasmáticos (Gareau, Martel, et al., 2013), embora sua região N-terminal 

seja necessária ao deslocamento dessa proteína entre os grânulos e 

polissomos (Gareau, Houssin, et al., 2013). O transporte da FMRP em RNPs é 

realizado livre de polissomos e mediado por cinesinas que interagem com 

tubulinas (Antar et al., 2005; Davidovic et al., 2007; Diego Otero, De et al., 

2002; Ling et al., 2004; Ohashi et al., 2002; Wang, E. <i>et al.</i>, 2008; Wang, 

H. <i>et al.</i>, 2008). 

Resíduos de serina e arginina, codificados pelo éxon 15 do FMR1, são alvos 

de fosforilação e metilação, respectivamente. Estas modificações pós-

traducionais regulam a atividade da FMRP e a interação com RNAs e 

proteínas. A FMRP é alvo de metil-transferases, de forma co-traducional, e esta 

modificação parece ser importante para a interação com determinados RNAs 

endógenos e homorribopolímeros (Denman, Dolzhanskaya and Sung, 2004; 

Denman and Sung, 2002). A metilação não afeta a localização celular da 

FMRP, mas parece regular a sua capacidade de dimerização com a FXR1P, 

tanto in vitro como in vivo (Dolzhanskaya, Merz and Denman, 2006). O 

encurtamento do éxon 15 devido ao uso diferencial dos três sítios alternativos 

de splicing presentes neste éxon altera o padrão de metilação da FMRP e leva 
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a mudanças no perfil de interação com RNAs e proteínas (Dolzhanskaya, Merz 

and Aletta, 2006). 

A regulação da função da FMRP no SNC está diretamente relacionada ao 

seu estado de fosforilação. Quando desfosforilada, a FMRP se associa a 

polirribossomos ativos, permitindo a tradução de seus RNAms-alvo. Entretanto, 

a sua fosforilação leva à inibição da atividade traducional destas mensagens 

(Ceman et al., 2003). Demostrou-se que a fosforilação in vivo da FMRP ocorre 

no resíduo de serina localizado na posição 500, regulando sua atividade 

repressora traducional e sua distribuição sináptica no SNC (Coffee et al., 2011). 

Nesta via de regulação, a FMRP é alvo da fosfatase 2A (PP2A), enquanto sua 

fosforilação é feita pela cinase S6K1, integrante da via de sinalização regulada 

pelo alvo da rapamicina em mamíferos, mTOR (Narayanan et al., 2008). 

A via endógena de interferência pelo RNA (RNAi) está diretamente envolvida 

no mecanismo da FMRP sobre a regulação traducional da expressão gênica, 

durante o desenvolvimento neuronal e formação sináptica. Nesta via, a 

transcrição de genes para microRNAs (miR) gera transcritos contendo grampos 

que são processados por uma endonuclease nuclear, denominada drosha, 

produzindo transcritos em fita dupla que são transportados ao citoplasma e, 

então, processados pela dicer, permitindo a desnaturação das duas fitas de 

RNA pelo complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC) e sua 

hibridação ao RNAm alvo (Collins and Cheng, 2005). 

Demonstrou-se que a FMRP interage com componentes da enzima dicer, de 

RISC e miR, em Drosophila e mamíferos. Em células neuronais murinas, a 

FMRP interage com eIF2C2 (Argonaute 2), ortóloga da proteína argonauta 2 de 

mamíferos e parte de RISC, e se associa ao miR-125a, miR-125b e miR-132 
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(Edbauer et al., 2010; Jin et al., 2004). Quando fosforilada, a FMRP não mais 

interage com componentes de dicer (Cheever and Ceman, 2009), mas pode se 

associar ao complexo inibitório eIF2C2/miR-125a. Entre os alvos de miR-125ª 

está por exemplo PSD95 (Proteína de densidade sináptica 95) (Muddashetty et 

al., 2011). Quando a estimulação dos receptores de glutamato (mGluR) leva à 

desfosforilação da FMRP, o complexo RISC-miR é liberado, permitindo a 

tradução do transcrito (Muddashetty et al., 2011).  

Corroborado pelas evidências acima, o modelo geral de função da FMRP 

propõe que, após a sua síntese no citoplasma, a FMRP, através do NLS, se 

dirija ao núcleo, onde deve interagir com seus alvos de RNAm específicos, 

formando RNPs (Eberhart et al., 1996; Kim, Bellini and Ceman, 2009). A FMRP 

é então exportada para o citoplasma (Fridell et al., 1996; Willemsen et al., 

1996), onde interage com ribossomos de forma dependente de RNA (Darnell 

and Fraser, 2005). No citoplasma, a FMRP reprime a expressão dos RNAms 

aos quais está ligada e serve como adaptadora no transporte para a região 

pós-sináptica, de forma dependente de microtúbulos. Mediante estímulo 

sináptico, ocorre mudança de seu perfil de fosforilação e a FMRP permite a 

tradução dos RNAms a ela associados. Este mecanismo permite a célula criar 

um repositório de transcritos na região pós-sináptica que podem ser 

prontamente traduzidos em resposta a um estímulo fisiológico (Fig. 3). 

1.3 Domínios(funcionais(da(proteína(FMRP(

A análise in silico de diferentes isoformas da FMRP geradas pelos 

eventos de splicing alternativo revelou que este pode criar diferenças nos 

domínios funcionais da proteína. A interação de proteínas com outras 

macromoléculas é regulada pela presença de domínios funcionais. Domínios 
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previstos para a FMRP, presentes em outras proteínas, foram demonstrados 

nestas como ligantes de RNA. Estes incluem dois domínios Tudor, N-terminais 

(codificados pelos éxons 3 e 4), dois domínios do tipo KH (homólogo à 

ribonucleoproteína heterogênea nuclear K, hnRNP K, codificados pelos éxons 8 

a 13), centrais e um domínio rico em arginina-glicina-glicina (RGG, codificado 

pelo éxon 15), C-terminal (Bardoni et al., 1997; Darnell et al., 2001; Feng, 

Gutekunst, et al., 1997; Maurer-Stroh et al., 2003). Estes domínios, bem como 

os motivos de localização subcelular descritos anteriormente, são conservados 

nas proteínas parálogas autossômicas, FXR1P e FXR2P (Fig. 2). Por outro 

lado, a FMRP apresenta algumas funções não redundantes com os membros 

da família FXR.  

 

Figura 3: Esquema representando um modelo que resume as funções propostas para 
a proteína FMRP no neurônio. A proteína FMRP, sintetizada no citoplasma, entra no 
núcleo devido ao seu sinal de importação nuclear, onde interage com seus alvos de 
RNAm e outras proteínas. O complexo ribonucleoprotéico da FMRP sai do núcleo 
mediado pelo sinal de exportação nuclear da FMRP e outras proteínas. No complexo, 
os RNAm podem ser inativados por alterações conformacionais ou interação da FMRP 
com integrantes do complexo RISC. O complexo é transportado ao longo do dendrito 
ligado a proteínas motoras associadas ao citoesqueleto. Na região da sinapse do 
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neurônio pós-sináptico, os RNAm são traduzidos mediante sinalização por 
neurotransmissão que inibe a FMRP por fosforilação. Fonte: Bagni et al, 2005 

 

1.3.1 Domínio Tudor 

Adinolfi e colaboradores (1999, 2003) demonstraram que a porção N-

terminal da FMRP (resíduos 1-214) possui capacidade de ligação a RNAs 

(Adinolfi, Bagni and Musco, 1999; Adinolfi et al., 2003). Estes resíduos da 

FMRP compõem dois domínios da mesma espécie, denominado por Maurer-

Stroh e cols (2003) como Agenet, mas que havia sido descrito em plantas e 

Drosophila como domínio Tudor (Maurer-Stroh et al., 2003). Cada um desses 

domínios, hoje reconhecidos como Tudor (http://www.pdb.org e 

http://pfam.janelia.org), forma cinco folhas β definindo um módulo em barril que 

se emparelha com o outro, compondo o domínio N-terminal da FMRP (NDF), 

uma unidade estrutural com dobramento independente (Adinolfi et al., 2003; 

Ramos et al., 2006). Embora propriedades funcionais diferentes tenham sido 

associadas a cada um dos dois domínios Tudor, definidos respectivamente 

pelos resíduos 3 a 50 e 63 a 113 da FMRP, eles têm sido considerados juntos 

como uma unidade funcional (Adams-Cioaba et al., 2010). 

Resíduos do segundo domínio Tudor são necessários para a associação 

com a proteína de 82 kDa que interage com a FMRP (82-FIP), que se distribui 

entre o núcleo celular e os polissomos citoplasmáticos (Adinolfi et al., 2003; 

Ramos et al., 2006). Dada sua distribuição nuclear, 82-FIP é também 

denominada NUFIP-2 (proteína nuclear 2 que interage com a FMRP). 

O RNA não codificador, citoplasmático, com expressão no cérebro, BC1 

(do inglês, brain cytoplasmic RNA1) e seu ortólogo em primatas, BC200, 
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associam-se ao NDF. Neste, a região da FMRP necessária para a interação 

inclui o segundo domínio Tudor e estende-se além do NDF, compreendendo o 

segmento de 83 resíduos, imediatamente C-terminal a ele, que inclui o NLS. 

Em BC1/BC200, o grampo em 5’ é o alvo dessa interação (Zalfa et al., 2005). 

BC1/BC200, ao se ligar à FMRP, mascara seu NLS, impedindo a reentrada da 

FMRP ao núcleo celular (Zalfa et al., 2003). Contendo 154 bases em Mus 

musculus e um sinal para localização em dendritos em sua extremidade 5’, 

BC1 é transportado rapidamente aos dendritos em estudos in vitro (Muslimov et 

al., 1997), embora ele não seja suficiente para o transporte de RNAms a essas 

estruturas (Khanam et al., 2007). BC1/BC200 liga-se também à proteína ligante 

da cauda poliadenilada(Khanam et al., 2006). Assim, BC1/BC200 poderia atuar 

como uma molécula adaptadora entre a FMRP e seu RNAm alvo, auxiliando a 

seleção de transcritos para a repressão traducional, também ocorrendo para 

FXR1P e FXR2P (Napoli et al., 2008; Zalfa et al., 2003, 2005). A modificação 

pós-transcricional de BC1 por metilação do oxigênio 2’ da ribose diminui a 

afinidade pela FMRP (Lacoux et al., 2012). Entretanto, a melhor elucidação dos 

mecanismos específicos de uma possível interação entre FMRP e o ncRNA 

BC1 ainda é necessária tendo em vista que diferentes grupos de pesquisa não 

obtiveram sucesso em reproduzir esse modelo (Iacoangeli et al., 2008a; b; Yan 

and Denman, 2011). 

1.3.2 Domínio RGG 

O domínio RGG da FMRP é caracterizado por ser rico em arginina (R) e 

glicina (G), codificadas pelo éxon 15 do FMR1 (resíduos 527-552). Apesar de 

ser parcialmente conservado nas proteínas FXR1P e FXR2P, demonstrou-se 

que na FMRP este domínio apresenta capacidade de ligação a estruturas 
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específicas de RNA denominadas quarteto em G (Darnell et al., 2011; 

Schaeffer et al., 2001). Estes quartetos permitem a ligação da FMRP ao seu 

próprio RNAm, sugerindo que ela possa ter um controle pós-transcricional da 

sua própria mensagem (Schaeffer et al., 2001). O reconhecimento dos 

quartetos em G de RNA é altamente específico e parece ser mediado, 

principalmente, pelos resíduos de arginina localizados nas posições 533 e 538 

da FMRP de camundongos que parecem ser relevantes também para a 

associação da FMRP a polirribossomos (Blackwell, Zhang and Ceman, 2010; 

Phan et al., 2011). A ausência deste domínio altera a distribuição da FMRP aos 

polirribossomos, mas não impede esta ligação (Mazroui et al., 2003). No 

cérebro, a FMRP se liga, de maneira seletiva, a um percentual significativo de 

RNAm (Brown et al., 2001; Darnell et al., 2001; Miyashiro et al., 2003) e grande 

parte dos ligantes já descritos possuem os quartetos em G.  

Um estudo utilizando sequenciamento em larga escala identificou 842 

transcritos de RNAm que interagem com a FMRP no cérebro (Darnell et al., 

2011). Destes transcritos, 24% representavam RNAms previamente 

identificados como alvos da FMRP (Brown et al., 2001; Darnell <i>et al.</i>, 

2001; Miyashiro <i>et al.</i>, 2003). Em contraste com os trabalhos anteriores, 

mostrou-se que 66% dos sítios de ligação da FMRP nestes mRNAs estavam 

localizados na região codificadora, sugerindo que não existe especificidade de 

sequência nesta interação (Darnell et al., 2011). Uma hipótese para conciliar 

estes resultados é de que a FMRP poderia interagir com estes transcritos ainda 

no núcleo, utilizando estruturas específicas como os quartetos em G (Kim, 

Bellini and Ceman, 2009; Tamanini et al., 1999). Uma vez transportados para o 

citoplasma, estes RNAms ligados a FMRP iniciariam o processo de tradução, 
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com a FMRP interagindo com o ribossomo e se deslocando ao longo da 

sequência codificadora deste mRNA (Blackwell and Ceman, 2011). 

1.3.3 Domínios KH 

Os domínios KH apresentam diferenças estruturais entre procariotos e 

eucariotos, embora ambos compartilhem a organização básica de um 

segmento mínimo composto por uma folha-beta, seguida por duas hélices-alfa, 

unidas por uma sequência conservada de quatro resíduos, e uma segunda 

folha-beta. Domínios KH em eucariotos contêm ainda uma alça de sequência e 

tamanho variáveis entre espécies, denominada alça variável, que liga o motivo 

central a outra folha-beta seguida de uma hélice-alfa (Brykailo, Corbett and 

Fridovich-Keil, 2007; Siomi et al., 1994; Valverde et al., 2007) 

O domínio KH confere interações específicas a RNA e DNA de fita 

simples, estando presente em diversas proteínas importantes em processos de 

regulação gênica, como fatores de transcrição, reguladores de splicing e 

reguladores pós-transcricionais de expressão. Domínios KH são responsáveis 

pela ligação da proteína Splicing factor 1 (SF1) ao ponto de ramificação nos 

íntrons de RNAms não processados, permitindo a ligação do restante da 

maquinaria do spliceossomo (Liu et al., 2001). Domínios KH estão também 

presentes em proteínas como Quaking, que regula processos de diferenciação 

neuronal   (Aberg et al., 2006; Chen et al., 2007), sinalização celular e 

mielinização (Larocque et al., 2002); e Sam68, um importante regulador de 

processos de splicing alternativo(Pedrotti et al., 2010; Valacca et al., 2010). 

Todas estas importantes reguladoras da expressão gênica compartilham entre 

si, além das semelhanças funcionais, alças variáveis de domínios KH com 

extensões similares, entre 24 e 28 resíduos. A semelhança entre seus 



! 19!

domínios KH classifica-as na família STAR (signal transduction activator of 

RNA metabolism), cujos membros podem apresentar de um a vários domínios 

KH, que cooperam para a interação com RNA e são indispensáveis para suas 

funções. Análises da ultraestrutura do domínio KH mostram que este apresenta 

duas superfícies opostas, uma com folhas-beta e outra com hélices-alfa. A 

interação do KH com nucleotídeos se dá na fenda hidrofóbica formada entre as 

duas superfícies, onde se encontra a região conservada e a alça variável se 

projetando externamente  (Liu et al., 2001; Maguire et al., 2005; Staley, 2002). 

A região da alça variável envolve o segmento de nucleotídeos que é 

reconhecido pelo KH, estabilizando a interação e, portanto, é importante na 

função de proteínas que contêm o domínio. 

A proteína FMRP possui dois domínios KH que são referidos como KH-1 

e KH-2. KH-1 e formado pelos resíduos 205 ao 280 (codificados pelos éxons 8 

a 9 do FMR1), enquanto KH-2 é constituído pelos resíduos 281 ao 422 

(codificados pelos éxons 9 ao 13). O domínio KH-2 da FMRP possui a alça 

variável mais longa já identificada entre proteínas humanas com domínios KH. 

A expressão do éxon 12 do FMR1, que é regulada por splicing alternativo, pode 

ainda acrescentar 21 resíduos de aminoácidos à alça variável, sem mudar a 

moldura de leitura da tradução (Valverde et al., 2007). 

O domínio KH-2 é importante para as funções neuronais da FMRP. É 

responsável pela interação da FMRP com polirribossomos no citoplasma, como 

demonstrado em células em cultivo (Corbin et al., 1997), in vivo (Feng, Absher, 

et al., 1997) e in vitro (Khandjian et al., 2004). Esta interação da FMRP com 

polirribossomos é fundamental para sua função sináptica. Sua perda resulta em 

alterações morfológicas e disfunções semelhantes às observadas na ausência 
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da FMRP (Davidovic et al., 2007; Fatimy, El et al., 2012; Zang et al., 2009). O 

domínio KH-2 ainda confere a ligação da FMRP a diversos complexos 

ribonucleoproteicos de grande massa no citoplasma, podendo ou não estar 

relacionada a ribossomos (Schrier et al., 2004). 

Demonstrou-se que o domínio KH-2 da FMRP liga-se in vitro a uma 

estrutura secundária de RNA, os complexos em beijo (do inglês, Kissing 

complex; KcRNA). A ligação a estas estruturas de RNA impede a ligação da 

FMRP a polirribossomos in vitro, devido à competição no sítio de ligação 

localizado no resíduo 304, sugerindo que in vivo o KcRNA é o mediador entre a 

ligação da FMRP aos polirribossomos (Darnell and Fraser, 2005). A alça 

variável mais longa do KH-2 da FMRP, gerada a partir dos transcritos que 

incluem a sequência do éxon 12 do FMR1, mantém a especificidade de ligação 

aos RNAs contendo estruturas em complexos em beijo. No entanto, esta 

ligação perde a estabilidade in vitro rapidamente, deixando de ser detectada 

em um período de 24 horas, quando as outras isoformas da FMRP com alça 

mais curta ainda são totalmente funcionais (Darnell et al., 2009). Isto sugere 

que a expressão do éxon 12 do FMR1 diminua a estabilidade de todo domínio 

KH-2 da FMRP, fazendo com que a inclusão regulada deste éxon represente 

um efeito dominante negativo às interações da FMRP. É possível que formação 

específica de heterodímeros seja necessária à sua estabilidade. 

Uma mutação no FMR1 humano (p.I304N), que causa a substituição de 

uma isoleucina por uma asparagina em motivo conservado de KH-2, leva à 

manifestação e fenótipo grave da SXF (Boulle, Verkerk and Reyniers, 1993). O 

modelo animal, knock-in (KI), que contém esta mutação é uma fenocópia do 

KO do Fmr1, tanto em padrões comportamentais quanto morfológicos e 
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eletrofisiológicos (Zhang et al., 2009). A análise bioquímica desta mutação 

mostra que interação do domínio com ácidos nucleicos perde a estabilidade 

(Marino and Achsel, 2013). O estudo do modelo animal, assim como da 

isoforma mutada in vitro, mostrou que a FMRP contendo a mutação p.I304N 

perde a capacidade de interagir com polirribossomos, tanto in vitro (Siomi et al., 

1994) quanto em células do modelo animal e de um paciente com mutação 

p.I304N espontânea (Feng, Gutekunst, et al., 1997; Mazroui et al., 2003). Na 

presença desta mutação, a FMRP não interage a ribossomos. A presença 

desta mutação impede ainda a interação da FMRP com os complexos 

ribonucleoprotéicos de grande massa com os quais ela é normalmente 

observada no citoplasma. Por outro lado, a mutaçãp p.I304N não interfere com 

o transporte ativo dependente de microtúbulos da FMRP para os neuritos. As 

isoformas contendo a p.I304N são observadas nos neuritos isolados (Schrier et 

al., 2004) ou associadas a grânulos pequenos(Wang, H. et al., 2008), enquanto 

a isoforma da FMRP tipo-selvagem pode ser observada associada a grânulos 

grandes contendo RNAms. A presença da mutação impede a interação da 

FMRP com RNAs contendo kcRNA, o que pode explicar a ausência de 

interação com polirribossomos (Darnell and Fraser, 2005). O modelo murino 

para p.I304N exibe ainda alterações na plasticidade sináptica do hipocampo 

durante o desenvolvimento neuronal semelhantes as observadas nas ausência 

da FMRP, sugerindo que estas sejam primárias no desenvolvimento da SXF, e 

evidenciando a importância das interações mediadas pelo KH-2 em processos 

fisiológicos. 

Um estudo que empregou sequenciamento em larga escala para 

identificar RNAms que interagem com diferentes isoformas da FMRP detectou 
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transcritos de mais de 6.000 genes (Ascano et al., 2012). Mais da metade 

destes transcritos interagiam com a FMRP principalmente em motivos 

conservados, identificados como ACUK e WGGA. A FMRP contendo a 

mutação p.I304N, neste estudo, mostrou interação com uma população de 

RNAms mais restrita do que a de isoformas do tipo-selvagem. Os transcritos 

ausentes na população de interações da FMRP mutada eram principalmente 

aqueles contendo a sequência conservada ACUK, indicando que este motivo 

deva ser um alvo do domínio KH-2 da FMRP. Foram também comparadas 

isoformas da FMRP que diferiam pela presença da região codificada pelo éxon 

12 do FMR1 no domínio KH-2. A população de transcritos que interagiu com a 

isoforma completa, que expressa esse éxon, era semelhante àquela que 

interagiu com a isoforma que não o expressava, mas portava a mutação 

p.I304N. Estes dados indicam que o aumento da alça variável no domínio KH-2 

da FMRP, causado pela inclusão do éxon 12 em transcritos do FMR1, deva 

alterar o padrão de interação deste domínio com RNAm (Ascano et al., 2012). 

1.4 FMRP em células progenitoras 

Nos últimos anos, a FMRP vem sendo estudada em modelos diferentes 

de células-tronco e progenitoras, permitindo a avaliação dos efeitos da 

ausência da FMRP durante a diferenciação neuronal. Em Drosophila, a perda 

do ortólogo do FMR1 (dFmr1) causa depleção das células progenitoras, devido 

ao descontrole no início da diferenciação e da capacidade proliferativa, tanto na 

linha germinativa (Yang et al., 2007) quanto em neurônios (Callan et al., 2010), 

de forma dependente de RNAs reguladores (Yang et al., 2009). 

O impacto da depleção da FMRP foi também observado em células 

humanas progenitoras neurais (hNPCs) derivadas de cérebros fetais. Ao longo 
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da diferenciação neuronal, a FMRP é altamente expressa em células 

progenitoras comprometidas às linhagens neuronais e gliais, onde regula vários 

transcritos (Bhattacharyya et al., 2008; Pacey and Doering, 2007). No entanto, 

os efeitos sobre a neurogênese ainda são um assunto controverso. As células-

tronco neurais do adulto, provenientes dos ventrículos laterais, e células-tronco 

pluripotentes induzidas (iPSC), sem expressão da FMRP, parecem ter mais 

células em diferenciação, a maioria delas com alterações morfológicas 

características de neurônios sem expressão do FMR1 (Castrén et al., 2005; 

Sheridan et al., 2011). Por outro lado, as células-tronco neurais do adulto, 

derivadas de córtex cerebral, apresentaram proliferação e neurogênese 

normais. As diferenças observadas em cada modelo podem corresponder à 

regulação específica da FMRP em diferentes áreas cerebrais e estágios de 

desenvolvimento (Bhattacharyya et al., 2008). Células de neonatos de dois 

modelos de camundongo (KO e KI do Fmr1) parecem acumular-se na zona 

subventricular em desenvolvimento do neocórtex (Castrén et al., 2005; 

Cunningham et al., 2010). 

1.5 Variabilidade de tamanho da alça variável do domínio KH-2 da 

FMRP 

A alça variável do domínio KH-2 da FMRP tem sua extensão modificada 

pela inclusão condicional do éxon 12 em transcritos do FMR1, regulada por 

splicing alternativo. A sequência do éxon 12 do FMR1 está ausente nos genes 

parálogos FXR1 e FXR2 e em ortólogos de invertebrados (Kirkpatrick, McIlwain 

and Nelson, 2001) (Fig. 4).  
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uso de repressores da tradução, que resgatam fenótipo de perda de memória 

apresentado pelo modelo KO (Bolduc et al., 2008) . 

O primeiro mês de vida em camundongos representa o período mais 

importante da plasticidade sináptica. A formação dos novos circuitos é em 

grande parte dirigida pelos estímulos sensoriais que são apresentados logo 

após o nascimento. Estímulos óticos desencadeiam plasticidade no córtex 

cerebral em área visual dependente de sinalização glutamatérgica (Fagiolini 

and Hensch, 2000; Hensch et al., 1998), enquanto estímulos tácteis iniciam a 

formação de circuitos no córtex somatosensorial antes mesmo da abertura dos 

olhos (Hensch, 2005; Sadaka et al., 2003), estímulos sonoros ativam a área 

auditiva cortical (Villers-Sidani, de et al., 2007), bem como aqueles olfativos 

alcançando o córtex piriforme (Larson et al., 2005). Estímulos motores atingem 

o córtex motor, bem como o cerebelo (Hoellinger et al., 2013).  

As vesículas telencefálicas em E14 são sítio de neurogênese ativa no 

embrião do rato (Saffary and Xie, 2011). Nestas, os níveis da expressão do 

éxon 12 nos transcritos do Fmr1, aferidos por qRT-PCR, mantiveram-se 

estatisticamente semelhante aos níveis em córtex cerebral em E19, os quais, 

em estudo anterior, mostraram-se significativamente inferiores aos da mesma 

estrutura em P2 (Anexo 1). Ao nível proteico, as FMRP+12ISO mostraram-se 

mais elevadas entre E16 e E20 do que entre E12 e E14 (Fig. 26). Estes dados 

correlacionaram-se aos de imunoistoquímica de embriões com a mesma idade 

gestacional (Fig. 27). Por outro lado, quando se observa o encéfalo de rato em 

P12, a marcação com ambos, o anticorpo 7G1-1 ou soro imune 3460, torna-se 

bem mais evidente e frequente, sobretudo no córtex cerebral (Figs. 6 a 22). De 

fato, foi relatado por diferentes grupos que, ao longo das duas primeiras 



!124!

semanas pós-natais em ratos, as expressões do RNAm do FMR1 e da proteína 

FMRP se elevam (Akins et al., 2012; Christie et al., 2009; Irwin et al., 2000, 

2005; Todd and Mack, 2000; Todd, Malter and Mack, 2003), de forma 

concordante com o período em que a sinaptogênese e a plasticidade neuronal 

se encontram em seu ápice (Fiala and Feinberg, 1998; Harris, Jensen and 

Tsao, 1992). A expressão da FMRP aumenta no córtex occipital após 

exposição do animal a ambientes complexos por 20 dias a partir de 30 dias de 

idade (Irwin et al., 2005); no córtex somatosensorial, após estimulação de 

vibrissas com um pincel por 15 minutos (Todd and Mack, 2000; Todd, Malter 

and Mack, 2003); em espinhas dendríticas em resposta à função sináptica 

glutamatérgica (Weiler et al., 1997). Este perfil de expressão gênica relaciona-

se ao período crítico para a sinaptogênese. No caso da estimulação do córtex 

sensorial, como relatado, o aumento da expressão da FMRP é dependente da 

tradução e não da transcrição do gene (Todd, Malter and Mack, 2003). 

O nascimento define o início de um período crítico, quando propriedades 

neuronais são particularmente suscetíveis à modificação pela experiência. Este 

período crítico de sensibilidade mais generalizada descreve um intervalo no 

qual a presença de estímulos específicos internos e externos são necessários 

para o desenvolvimento normal do cérebro. Períodos críticos são 

caracterizados por competição funcional entre estímulos (genéticos e 

ambientais) e modificações estruturais como desenvolvimento e maturação de 

espinhas dendriticas. Períodos críticos têm início e duração específicos para 

cada sistema. Mesmo dentro do córtex cerebral, áreas altamente 

especializadas como o córtex visual, o córtex auditivo e o córtex neurosensorial 
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têm janelas distintas dentro do desenvolvimento pós-natal, criticas para 

promover a plasticidade sináptica. 

Assim, nove facetas do período crítico podem ser distinguidas: (i) 

competição funcional entre estímulos genéticos e ambientais; (ii) a atividade 

elétrica tem um papel particular, sendo a maioria dos modelos celulares de 

plasticidade baseados na habilidade de potencializar ou reprimir a transmissão 

em sinapses individuais através de seus padrões de ativação; (iii) um período 

crítico pode ser definido por seus sistemas onde modificações estruturais se 

tornam essencialmente irreversíveis além de certa idade; (iv) a continuação do 

crescimento mantém a sensibilidade à influencia do ambiente durante toda a 

vida; (v) o início e duração de um período crítico são definidos não apenas pela 

idade, mas pela experiência; (vi) períodos críticos têm tempo de início e 

duração únicos para cada sistema; (vii) há uma diversidade de mecanismos 

moleculares nos diferentes sistemas ou até mesmo estágios da mesma via; 

(viii) circuitos inibitórios exercem um papel especial no sistema nervoso central; 

(ix) atenção e motivação (excitação) têm poderosa influência nos períodos 

críticos. 

A regulação da função da FMRP, no SNC, está também diretamente 

relacionada ao seu estado de fosforilação. Quando desfosforilada, a FMRP se 

associa a polirribossomos ativos, permitindo a tradução de seus RNAms-alvo. 

Por outro lado, a sua fosforilação leva à inibição da atividade traducional destas 

mensagens (Ceman et al., 2003). Nesta via de regulação, a FMRP é alvo da 

fosfatase 2A (PP2A) (Narayanan et al., 2007), enquanto sua fosforilação é feita 

pela kinase S6K1, integrante da via de sinalização regulada pelo mTOR 

(Narayanan et al., 2008). A ativação de receptores glutamatérgicos causa 
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desfosforilação e degradação da FMRP na região pós-sinaptica, permitindo a 

tradução dos transcritos alvo da FMRP. Esta maior taxa de tradução induz a 

internalização dos receptores AMPA e LTD. A redução de receptores AMPA da 

superfície celular causa uma inabilidade de a espinha responder a estímulos 

sinápticos, interferindo na sua maturação morfo-funcional e resultando no 

fenótipo dismórfico observado em pacientes com SXF e animais KO.  

 

 

Figura 39: Esquema demostrando a regulação por fosforilação da FMRP na repressão 
traducional. (A) Na espinha dendrítica , a  fosforilação da FMRP pela quinase S6K leva 
a inibição da síntese proteica e mantém os níveis de internalização dos receptores do 
tipo AMPA . A desfosforilação da FMRP pela fosfatase PP2A permite o aumento dos 
níveis de síntese proteica. (B) Na ausência de FMRP não há repressão traducional 
levando ao aumento dos níveis de síntese proteica e internalização dos receptores do 
tipo AMPA, caracterizando o processo de LTD. Fonte: Modificado de de Oostra & 
Willemsen, 2008 

 

De fato, estudos de plasticidade sináptica revelaram algumas das 

estratégias utilizadas para alterar a função sináptica em diversas regiões do 

cérebro. A plasticidade comportamental requer alterações sinápticas 
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dependentes de atividade na organização de neurônios interconectados. Estas 

mudanças de circuitos são a base não apenas do aprendizado e formação de 

memória e outras formas de plasticidade, mas também de algumas patologias 

como a SXF e outras deficiências intelectuais. Atividade sináptica que induz 

LTP pode deflagrar respostas pós-sinápticas mediadas por receptores AMPA. 

O aparecimento de respostas mediadas por receptores AMPA ocorre 

provavelmente pela inserção destes na membrana pós-sináptica. Seguindo a 

adição de novos receptores AMPA, a resposta da célula pós-sináptica a sinais 

glutamatérgicos deve aumentar. De fato, tal aumento é uma possível 

explicação para o fortalecimento da transmissão sináptica durante a LTP. 

Inversamente, a depressão ao longo prazo (LTD) da transmissão sináptica é 

comumente associada com a perda de receptores AMPA na membrana pós-

sináptica, provavelmente devido à internalização desses receptores na célula 

pós-sináptica. Portanto, neurônios podem fortalecer ou reprimir a transmissão 

sináptica regulando o número de receptores AMPA na membrana pós-

sináptica. Tais alterações na eficiência sináptica são importantes na LTP e 

LTD, assim como na maturação de sinapses glutamatérgicas. 

Se as sinapses continuarem a aumentar em potência, como resultado da 

LTP, elas poderiam atingir eventualmente um máximo de eficiência, tornando 

difícil a codificação de novas informações. Desta forma, para tornar o reforço 

sináptico útil, outros processos devem seletivamente enfraquecer grupos 

específicos de sinapses. A LTD é este processo. LTP e LTD requerem ativação 

de receptores de glutamato do tipo NMDA e resultam na entrada de Ca+2 na 

célula pós-sináptica. O maior determinante para o desenvolvimento de LTP ou 

LTD parece ser a quantidade de Ca+2 na célula pós-sináptica. Um incremento 
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pequeno no Ca+2 leva à depressão, enquanto doses maiores desencadeiam a 

potencialização. LTP é parcialmente devida à ativação de CaMKII, que fosforila 

proteínas-alvo. LTD, por outro lado, parece resultar da ativação de fosfatases 

dependentes de Ca+2. Os diferentes efeitos do Ca+2 durante a LTP ou LTD 

podem surgir da ativação seletiva de cinases ou fosfatases pelos altos ou 

baixos níveis de Ca+2, respectivamente. É possível que haja fosforilação e 

desfosforilação do mesmo conjunto de proteínas regulatórias, respectivamente 

na LTP e LTD, a fim de controlar a eficiência da transmissão sináptica. A 

relação de FMRP na regulação desses mecanismosatraves de síntese protéica 

está diretamente relacionada ao aumento de sua expressão logo após o 

nascimento do animal.  

5.2 A FMRP e o córtex cerebral 

À IHQ, o soro imune 3460 apresentou um padrão de marcação no córtex 

cerebral com sinal restrito às camadas corticais I (camada molecular), II 

(camada granular externa) e III (camada piramidal externa), algumas vezes 

chegando à região superficial da camada IV (camada granular interna). Na 

região mais rostral do encéfalo do rato, a primeira região cortical onde 

identificamos sinal com o soro imune 3460 foi no córtex motor, inicialmente no 

córtex motor primário e a partir de regiões pouco mais caudais no córtex motor 

secundário. A presença da FMRP no córtex motor já foi descrita anteriormente 

e é condizente com sinais apresentados pelos animais KO e pacientes 

afetados pelas síndromes relacionadas a FMRP, SXF e FXTAS, que mostram a 

habilidade motora diminuída na ausência da FMRP. Pacientes com a SXF 

exibem comportamentos estereotipados típicos do autismo, assim como atraso 

no desenvolvimento do controle motor fino (Largo and Schinzel, 1985; Roberts 
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et al., 2009; Zingerevich <i>et al.</i>, 2009). Estes sintomas motores começam 

a se apresentar na infância (Baranek et al., 2008a). Além disso, pacientes com 

SXF exibem dificuldade de coordenação motora em idades mais avançadas 

(Kau, Meyer and Kaufmann, 2002). Camundongos KO para o Fmr1 exibem 

alterações temporais em comportamento oromotor (Roy et al., 2011). No córtex 

motor, a FMRP foi observada como integrante de grânulos ribonucleoproteicos 

(RNP) citoplasmáticos, os quais são imprescindíveis para que a FMRP exerça 

suas atividades de regulação traducional e transporte de RNP (Barbee et al., 

2006; Fatimy, El et al., 2012). A FMRP é uma integrante crucial destes 

grânulos, sem a qual a sua regulação é perdida (Christie et al., 2009). Os 

grânulos contendo FMRP apresentaram padrões de expressão pré e pós-

sinápticos, sugerindo que, além das funções pós-sinápticas mais bem 

estabelecidas, a FMRP deva ter um papel na regulação pré-sináptica 

(Suvrathan et al., 2010; Zhang et al., 2009). Atuando nestes dois 

compartimentos, a FMRP deve estar intimamente relacionada com a formação 

de circuitos que controlam atividades motoras. Além do córtex motor, estes 

grânulos estão também enriquecidos em outras regiões relacionadas ao 

controle motor como cerebelo, formação reticular e tálamo (Christie et al., 

2009) (Akins et al., 2012). A distribuição destes grânulos foi estudada em 

animais juvenis (P15), com idades próximas às dos que compuseram nosso 

estudo (P12), período do desenvolvimento em que se encontram no pico da 

sinaptogênese e plasticidade neuronal (Fiala and Feinberg, 1998; Harris, 

Jensen and Tsao, 1992). Após esse período, a expressão da FMRP diminui 

rapidamente, tendo expressão muito baixa em animais senis (P60) (Christie et 

al., 2009). 
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Além das áreas de planejamento motor, os grânulos contendo FMRP se 

encontram enriquecidos em estruturas responsáveis pelo processamento de 

sinais sensoriais (Akins et al., 2012). Nossas observações no córtex cerebral 

mostraram intensa marcação com o soro imune 3460 em regiões do córtex 

somatossensorial, córtex visual e córtex auditivo, indicando a presença das 

isoformas FMRP+12ISO nas regiões de processamento sensorial. A ausência da 

FMRP leva a alterações sensoriais tanto em humanos quanto em 

camundongos. Pacientes afetados pela SXF apresentam hipersensibilidade a 

estímulo sensorial, enquanto animais KO podem ter convulsões quando 

expostos a estímulo auditivo intenso (Baranek et al., 2008b; Chen and Toth, 

2001; Miller et al., 1999). Outros estudos também mostraram expressão alta 

dos grânulos contendo FMRP em sistemas somatosensoriais (Price, Verne and 

Schwartz, 2006) e mais especificamente no córtex visual (Christie et al., 2009). 

A FMRP apresenta expressão alta em regiões importantes no processamento 

auditivo ao longo do tronco encefálico, tálamo e formação reticular (Akins et al., 

2012). Nestas regiões, a FMRP também se associa com canais de potássio na 

região pre-sináptica, importantes na sinalização que codifica estes sinais 

(Brown et al., 2010). 

Mostramos com o soro imune 3460 marcação em diversas seções do 

córtex cingulado, com a mesma distribuição que o sinal para o anticorpo 7G1-1. 

A disfunção nesta região causada pela ausência da expressão da FMRP e 

suas isoformas FMRP+12ISO é condizente com os fenótipos sensoriais 

apresentados pelos pacientes SXF e modelos animais KO e KI. O córtex 

cingulado é uma região importante na formação de memória e recebe estímulo 

de regiões sensoriais, tendo sido implicado na formação de memória olfativa 
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reforçada por correlação emocional (Matsunaga et al., 2013) e na coordenação 

auditivo-motora (Pecenka, Engel and Keller, 2013). Mostramos que as 

isoformas FMRP+12ISO se expressam nos animais em P12 em diversas áreas 

relacionadas ao processamento sensorial, sugerindo uma possível função da 

alça variável mais longa de KH-2 nestes processos. Paralelamente, mostramos 

que a FMRP tem um aumento de expressão no início do período pós-natal, 

fase em que foi demonstrado que a FMRP tem sua expressão aumentada em 

resposta a grande riqueza de estímulos apresentados e a formação de 

processos cognitivos (Gabel et al., 2004; Irwin et al., 2005; Todd and Mack, 

2000). 

Em animais em P15, a FMRP foi observada no córtex cerebral se 

estendendo da camada I a camada IV do córtex cerebral, muitas vezes em 

segmentos esparsos, mas com marcação muito forte no hipocampo. Neste 

estudo, a ausência da FMRP causou defeitos de maturação e proliferação 

neuronal e dismorfismo de espinhas dendríticas, especificamente no córtex 

cerebral somatosensorial primário (Till et al., 2012). Embora a maturação 

neuronal ainda tenha ocorrido no córtex somatosensorial, sua capacidade de 

formar circuitos sinápticos foi perdida, o que foi atribuído à redução da 

plasticidade neuronal.  

Em contraste com nossas observações, Till e colaboradores (Till et al., 

2012) não observaram nenhuma marcação em células da glia. Enquanto a IHQ 

não permite uma discriminação inequívoca entre células neuronais ou gliais, a 

maioria das nossas observações ao microscópio em regiões corticais e 

hipocampais mostrou células com morfologia indicativa de neurônios, enquanto 
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na região do corpo caloso, observamos marcação que é sugestiva de 

expressão da FMRP e FMRP+12ISO nas fibras de oligodendrócitos (dados não 

mostrados), que deve ser um achado inespecífico. Nas regiões dos ventrículos 

laterais observamos ainda marcação exclusiva para o anticorpo 7G1-1 no 

epêndima, epitélio cuboide simples, e plexo coroide, que representa uma 

continuação deste epitélio, sobre uma lâmina basal, altamente vascularizada 

que se projeta à luz dos ventrículos (Fig. 12). Essas marcações são 

reminiscentes da expressão da FMRP em outros tecidos epiteliais, bem como 

da possibilidade de marcação de célula epitelial da meninge, como descrito 

(Fig. 6). Descreveu-se a expressão da FMRP em células da glia (Mientjes et 

al., 2006; Pacey and Doering, 2007) e que transcritos de origem glial podem 

ser transportados ativamente para neurônios (Giuditta et al., 2008), levantando-

se a dúvida sobre a origem dos transcritos que traduzem para a FMRP 

encontrada em neurônios. Em estudo recente investigou-se a questão, 

demonstrando-se que a FMRP detectada na região pré-sinaptica é de fato de 

origem neuronal (Akins et al., 2012; Till et al., 2012) e que o aumento da 

síntese proteica advindo da ausência da FMRP no modelo KO é mais 

acentuada em áreas com maior densidade neuronal (Qin et al., 2005). 

Nossas observações sobre a presença da FMRP (E18 a E20) e 

FMRP+12ISO (E20) na camada mais superficial da placa cortical de forma 

uniforme, levou-nos a indagar se células do tipo Cajal-Retzius poderiam 

expressar a FMRP, aspecto não relatado na literatura científica. No entanto, as 

condições para estudos morfológicos empregadas no presente estudo são 

insatisfatórias para esclarecer esta questão. Para tal, a marcação dupla com 

anticorpo anti-reelina ou a imunomarcação com ouro e observação à 
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microscopia eletrônica de neurônios bipolares ou multipolares na camada I 

seria necessário. A reelina (RELN) é uma glicoproteína muito importante no 

SNC, tanto no desenvolvimento, quanto na vida adulta. Diversas doenças 

neuropsiquiátricas compartilham uma desregulação no gene RELN como 

autismo, mal de Alzheimer (Botella-López et al., 2006), esquizofrenia (Geyer et 

al., 1999; McAlonan et al., 2002; Turetsky et al., 2007). Esta proteína é 

normalmente expressa durante o desenvolvimento em celulas de Cajal-Retzius 

temporárias da camada I do córtex cerebral, além do hipocampo, córtex 

entorrinal e cerebelo no adulto (Abraham and Meyer, 2003; Alcántara et al., 

1998; Chin et al., 2007; Doehner and Knuesel, 2010; Lacor et al., 2000). A 

reelina atua na manutenção da plasticidade sináptica através de receptores 

NMDA (Beffert et al., 2005; Groc et al., 2007; Herz and Chen, 2006; Qiu and 

Weeber, 2007; Ventruti et al., 2011). Transcritos do gene RELN foram 

identificados como alvo da regulação pela proteína FMRP (Darnell et al., 2011). 

FMRP tem expressão baixa em neurônios de pacientes com diversos 

transtornos psiquiátricos como autismo (Fatemi, Folsom and Thuras, 2011; 

Fatemi and Folsom, 2010, 2011) esquizofrenia e transtorno bipolar (Fatemi et 

al., 2010). A ausência da repressão traducional da FMRP sobre RELN pode ser 

um dos mecanismos importantes na patologia da SXF e de condições 

psiquiátricas. Neste caso, a marcação dupla com o anticorpo anti-reelina e anti-

FMRP será importante para esclarecer esta questão. 

5.3 A FMRP e o cerebelo 

O cerebelo é uma importante estrutura nas patologias SXF e, 

principalmente, FXTAS, visto que pacientes apresentam importantes sintomas 

motores, além de sinais à ressonância magnética do crânio em FXTAS (Berry-
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Kravis et al., 2007). Os estudos de localização de transcritos do gene FMR1 

humano identificaram diversas variantes destes RNAms no cerebelo, 

principalmente células de Purkinje (Abitbol et al., 1993). Ao nível proteico, os 

grânulos de RNP contendo FMRP foram observados por todo o cerebelo, com 

maior expressão na camada molecular superficial e vermis. (Akins et al., 2012; 

Devys et al., 1993). Estes grânulos foram também observados no cerebelo de 

animais em P15, estendendo-se até a camada granular externa (Christie et al., 

2009), uma região onde novos neurônios estão se diferenciando e formando 

sinapses (Landis, 1987). Os grânulos com FMRP são observados em 

projeções de células de Purkinje em idades a partir de P6 até P20. A marcação 

em todo o cerebelo desaparece de P30 a P60 (Christie et al., 2009). O soro 

imune 3460 apresentou sinal positivo para os animais em P12 no cerebelo, nas 

células de Purkinje e camada granular, além de sugestiva marcação na 

camada molecular (a mais externa). Além de recorrentes observações de 

expressão da FMRP nas células de Purkinje (Mientjes et al., 2006), estas 

apresentam espinhas dendriticas alongadas e indução de LTD aumentada em 

estudos eletrofisiológicos e de comportamento nos KO. As alterações motoras, 

causadas pela ausência da FMRP foram ainda demonstradas no modelo 

condicional de KO do Fmr1, cuja deleção estava restrita às células de Purkinje. 

Estes animais apresentaram déficit em testes de condicionamento de piscar 

olhos (Koekkoek et al., 2005). A marcação com o anticorpo 7G1-1 em nosso 

estudo acompanhou padrão semelhante ao apresentado pelo soro imune 3460, 

embora com intensidade mais alta na camada granular do que em células de 

Purkinje. Porém, o forte sinal visto nessas células pelo soro imune 3460 pode 



!135!

ser, em parte, decorrente de clones de anticorpos presentes no soro pré-imune 

(Fig. 19).  

5.4 A FMRP e o hipocampo 

A plasticidade sináptica do hipocampo é crucial para mecanismos de 

aprendizado e memória, potencializando ou reprimindo sinais sinápticos 

(Armano et al., 2000; Beggs, 2001). Em roedores, o hipocampo se forma por 

volta do décimo quinto dia embrionário (E15), inicialmente por interneurônios 

produtores de GABA e, em seguida, pela gênese dos neurônios piramidais 

glutamatérgicos no hipocampo (Soriano, Cobas and Fairén, 1986). Estes dois 

tipos celulares tem origens distintas. Progenitoes de neurônios GABAérgicos 

têm origem na eminência gangliônica medial e migram tangencialmente no 

curso migratório hipocampal para formar o neuroepitélio denteado(Pleasure, 

Collins and Lowenstein, 2000). Neurônios glutamatérgicos têm origem no 

neuroepitélio de Ammon e migram por curtas distâncias radialmente para 

formar as camadas piramidais do hipocampo (Altman & Bayer, 1990). 

No desenvolvimento, a última estrutura hipocampal a ser formada é o 

giro denteado. Esta é uma região de muito interesse por formar novos 

neurônios durante a idade adulta. No embrião, progenitores de neurônios 

granulares expressando o marcador pro-neurogênico mash-1, migram ao giro 

denteado em desenvolvimento por volta de E18 (Pleasure, Collins and 

Lowenstein, 2000). Esta corrente migratória coloniza a matriz terciária e a 

camada granular na embriogênese tardia e principalmente no período pós-natal 

precoce. De fato, a maioria dos neurônios no giro denteado de roedores 

aparece no período pós-natal (Altman and Das, 1965; Bayer and Altman, 1991) 

com o período de pico da gênese de células granulares ocorrendo entre cinco e 
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sete dias depois do nascimento do rato (Schlessinger, Cowan and Gottlieb, 

1975). Neurônios granulares surgem de progenitores que inicialmente residem 

em uma zona proliferativa ectópica no hilo denteado, que progressivamente 

retrai e origina a camada subgranular do giro denteado (Altman and Das, 1965; 

Bayer and Altman, 1991). 

Diversos estudos sugerem que receptores ionotrópicos GABAA, NMDA e 

AMPA apresentam uma participação sequencial na excitação neuronal durante 

a formação sináptica (Ben-Ari et al., 1989; Garaschuk, Hanse and Konnerth, 

1998). No hipocampo neonatal, assim como em outras estruturas cerebrais 

imaturas, GABA, o principal transmissor de sinais inibitórios no sistemas 

nervoso central adulto, provê a maior parte dos sinais excitatórios (Cherubini, 

Gaiarsa and Ben-Ari, 1991; Leinekugel et al., 1997). A mudança de 

despolarização para hiperpolarização pela ação de GABA é mediada pela 

variação de concentração interna de Cl- (Owens and Kriegstein, 2002; Rivera et 

al., 1999), a qual ocorre no hipocampo no final da primeira semana pós natal 

do rato (Ben-Ari et al., 1989). 

O desenvolvimento da transmissão sináptica glutamatérgica é 

caracterizado pela participação precoce de receptores NMDA e depois AMPA. 

Portanto, no hipocampo em P1-P2, estímulos elétricos evocam em células 

piramidais uma corrente pós-sináptica bloqueada apenas por antagonistas de 

receptores NMDA (Ben-Ari et al., 1989; Duran et al., 1995). Devido ao bloqueio 

de canais NMDA por Mg+2 de forma dependente de voltagem, essas sinapses 

são silenciosas em potenciais de membrana de repouso. Estudos com 

microscopia eletrônica forneceram evidências diretas de que, após o 

nascimento, sinapses glutamatérgicas têm uma maioria de receptores NMDA 
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(Petralia et al., 1999). O percentual de sinapses silenciosas diminui durante o 

desenvolvimento com progressiva colocalização de receptores AMPA e NMDA 

para o sítio sináptico (Duran et al., 1995; Hsia, Malenka and Nicoll, 1998; 

Petralia et al., 1999), como explicado anteriormene para a maturação sináptica 

com formação de LTP e LTD. 

 

Figura 40: Esquema demostrando a maturação das espinhas dendríticas e a formação 
de sinapses. A formação sináptica inicia-se com o encontro de dois neurônios através 
de interações heterotípicas entre moléculas de adesão. Com isso, ha formação de 
filopódios e uma reestruturação do citoesqueleto para se estabelecer o contato entre 2 
celulas. As primeiras sinapses são elétricas e se dão provavelmente pelo auxilio de 
=outras celulas como gliais e formação de junções do tipo fenda. A partir do momento 
que as celulas se tornam excitáveis, as sinapses com neurotransmissor são 
inicialmente GABAergicas, porem excitatórias, ate o nascimento do animal em que ha 
uma inversão com a concentração de cloretos. A partir dai, ha a expressão dos 
receptores glutamatergicos NMDA e se observa maior remodelamento do 
citoesqueleto de actina. As protuberâncias da membrana do dendrito do neurônio pós-
sináptico já se mostram mais volumosas, com formato de espinhos ou cogumelo. A 
LTP já esta presente. A maturação sinaptica só acontecera após a expressão de 
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receptores do tipo AMPA, também inotrópicos, cuja internalização irá culminar com o 
aparecimento da LTD e eliminação sinaptica. 

 

A função de regulação da tradução de alvos de RNAm pela FMRP está 

intimamente relacionada a sua capacidade de interagir com grânulos 

ribonucleoproteicos (RNP) nos quais estes transcritos estão sendo reprimidos. 

Em animais em P15, apesar de a FMRP isolada ser identificada em todas as 

regiões do hipocampo, a presença destes grânulos contendo FMRP foi 

detectada apenas no giro denteado e área CA3 do hipocampo, especificamente 

na região sináptica (Christie et al., 2009). A deleção do Fmr1 especificamente 

em células destas áreas causou aumento no número destes grânulos, 

sugerindo que a FMRP é importante na regulação, mas não na localização 

destes complexos (Akins et al., 2012). Em animais senis (P60), a expressão da 

FMRP nessas áreas tornou-se desprezível (Christie et al., 2009) (Akins et al., 

2012). 

Nossas observações em ratos P12 da expressão da FMRP+12ISO no giro 

denteado e CA3 do hipocampo são concordantes com os relatos anteriores 

para a FMRP. Como relatado, há neurogênese no giro denteado no período 

pós-natal precoce. A expressão das FMRP+12ISO neste local e período pode se 

relacionar a alguma etapa importante da diferenciação neuronal, antes do 

amadurecimento sináptico. Tanto o anticorpo 7G1-1 quanto o soro imune 3460 

apresentarou sinal no hipocampo, que foi mais intenso no giro denteado e área 

CA3, podendo ser observado também na fímbria do hipocampo e nas 

adjacências no córtex parahipocampal com o anticorpo 7G1-1 (Figs. 17 e 21). 

Esta distribuição sugere que as isoformas FMRP+12ISO podem ter um papel 

nas funções de memória e aprendizado, exercidas também pelas demais 
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isoformas da FMRP no hipocampo. A presença da FMRP e de suas isoformas 

FMRP+12ISO na área CA3 do hipocampo é coerente com a observação de que 

a FMRP está expressa na formação reticular, região que regula sinais de 

diversas fontes sensoriais, inclusive de dor (Mason, 2001). Como já 

mostramos, as isoformas da FMRP, que expressam ou não a sequência do 

éxon 12, estão presentes em áreas do córtex sensorial. Estes e vários outros 

estudos indicam que a FMRP participa da transmissão sensorial de diversas 

modalidades de estímulos. Estes estímulos passam em enervações pelo septo 

lateral, no núcleo septal, ligando as regiões de processamento sensorial à área 

CA3 do hipocampo. Estas enervações ligam a região CA3 ao córtex piriforme 

responsável pela discriminação olfativa (Staubli and Lynch, 1987). A região do 

córtex piriforme tem resposta sináptica mediada por receptores NMDA, que se 

encontra alterada nos animais Fmr1 KO (Gocel and Larson, 2012). Estes 

mesmos animais apresentam ainda um déficit no LTP, específico no córtex 

piriforme (Larson et al., 2005). Nosso estudo com o soro imune 3460 mostrou 

um sinal intenso no córtex piriforme e no núcleo endopiriforme em diferentes 

coordenadas estereotáxicas, sempre acompanhado de marcação com o 

anticorpo 7G1-1 (Figs. 14 e 15). Estas marcações reforçam a hipótese de que 

as isoformas FMRP+12ISO podem exercer funções específicas durante o 

processamento sensorial relacionado a diversos estímulos. 

5.5 A FMRP e células-tronco neurais pós-natais 

Detectamos com o soro imune 3460 e anticorpo 7G1-1 marcação na 

região periventricular em P12 de ambos os ventrículos laterais em porção mais 

rostral, com distribuição tanto dorsal quanto ventral. A região periventricular é 

uma das poucas áreas no encéfalo onde ocorre neurogênese durante a fase 
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adulta (Pencea et al., 2001; Tervonen, T. A. et al., 2009). De forma semelhante, 

encontramos sinal com o soro imune 3460 e 7G1-1 no giro denteado do 

hipocampo e na camada granular externa do cerebelo  (Fig.17), regiões do 

encéfalo que são neurogênicas durante a fase adulta (Landis, 1987). Além 

dessas, neurogênese foi também documentada no animal adulto no bulbo 

olfatório (Lötsch et al., 2013), embora esta estrutura não tenha sido analisada 

no presente estudo. A FMRP é importante no processo de diferenciação de 

células progenitoras neuronais, tanto na linhagem germinativa (Yang et al., 

2007) quanto em células progenitoras pós-natais em cérebro de Drosophila 

(Callan et al., 2010; Luo et al., 2010) e na região subventricular de 

camundongos (Scotto-Lomassese et al., 2011). Células de camundongos 

neonatos KO para o Fmr1 parecem acumular-se na zona subventricular em 

desenvolvimento do neocórtex (Tervonen, T. a et al., 2009). Em modelos 

celulares com abolição da expressão da FMRP, células-tronco neurais do 

adulto, provenientes dos ventrículos laterais e células-tronco pluripotentes 

induzidas (iPSC) apresentam um aumento no número de células em 

diferenciação, a maioria destas com alterações morfológicas características de 

neurônios dos modelos KO do Fmr1 (Castrén et al., 2005; Sheridan et al., 

2011). Por outro lado, em células-tronco neurais do adulto (P28) derivadas de 

córtex cerebral, a proliferação celular e a neurogênese encontram-se normais 

(Galvez and Greenough, 2005b). Esta diferença pode ser atribuída à menor 

expressão da FMRP no córtex cerebral do adulto (Bhattacharyya et al., 2008), 

sugerindo que a função da FMRP nos progenitores neuronais seja mais 

importante no período crítico para a sinaptogênese, no fim da segunda semana 
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de vida. Nossos dados sugerem que as isoformas FMRP+12ISO podem ter um 

papel em ambos os processos.  

Para averiguar mais especificamente a função das isoformas 

FMRP+12ISO nos progenitores neuronais, estabelecemos culturas de 

neuroesferas que foram diferenciadas em cultivo. Confirmamos que a 

expressão da FMRP nestas progenitoras é bastante elevada (FIG. 33, B) e 

mostramos que a expressão das isoformas FMRP+12ISO é muito baixa nestes 

progenitores em seu estado indiferenciado. Entretanto, durante o processo de 

diferenciação neuronal, a expressão destas isoformas aumenta rapidamente, 

se tornando equiparável ao das isoformas mais abundantes da FMRP (FIG. 33, 

B). Nossos dados sugerem que as isoformas com a alça variável em 

configuração mais longa no KH-2 da FMRP tem sua função regulada e 

exercem uma função específica, ainda desconhecida, durante a diferenciação 

neuronal. 

No embrião, a proliferação de células precursoras e a diferenciação e 

migração de novos neurônios e células da glia são essenciais para o 

estabelecimento da arquitetura cortical (Costa et al., 2009). Durante a 

embriogênese, a FMRP é altamente expressa em regiões que contêm células 

progenitoras e neurônios recém-diferenciados (Castrén et al., 2005; Schrier et 

al., 2004). Embora a ausência da FMRP pareça não afetar a proliferação de 

progenitores, estudos de células-tronco neuronais em cultura sugerem que a 

ausência desta proteína leva ao aumento da produção de células expressando 

marcadores neuronais (Castrén et al., 2005). 

5.6 A FMRP no envelhecimento cerebral 
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Não observamos expressão significativa do éxon 12 do FMR1 humano 

em córtex cerebral frontal, humano, em envelhecimento. Nas mesmas 

amostras, a expressão dos íntrons 1, 7 e 15 foi desprezível. Desta forma, 

concluímos não haver retenção intrônica nessas amostras, bem como não ser 

relevante a contribuição da configuração longa da alça variável ao domínio KH2 

da FMRP em córtex cerebral, frontal, humano, em envelhecimento saudável. 

Pacientes com FXTAS e camundongos knock-in (KI), cuja curta 

sequência de trinucleotídeos CGG foi substituída por trato repetitivo CGG do 

tamanho de pré-mutações na região 5’-UTR do Fmr1, apresentam inclusões 

intranucleares positivas para ubiquitina em neurônios e glia (Greco et al., 2006; 

Hagerman et al., 2001; Schluter et al., 2012). Estas inclusões contêm os 

transcritos do gene FMR1 com expansão de trinucleotídeos CGG e diversas 

proteínas, incluindo muitas com função de ligação a RNA e relacionadas ao 

estresse oxidativo (Iwahashi et al., 2006), levando à proposição de que a 

superexpressão destes transcritos pode sequestrar proteínas reguladoras de 

RNA ao núcleo e, consequentemente desencadeando uma resposta ao 

estresse e o disfunção neuronal. As regiões encefálicas onde estas inclusões 

são identificadas devem representar aquelas com maior expressão do gene 

FMR1. Estas regiões são concordantes com nossas observações sobre a 

localização das isoformas FMRP+12ISO. Em pacientes FXTAS e camundongos 

modelo KI, as inclusões intranucleares foram observadas no córtex cerebral 

frontal nas camadas I (camada molecular), II (camada granular externa) e III 

(camada piramidal externa) e também no córtex entorrinal e córtex motor. No 

hipocampo, estas inclusões são identificadas no hilu e giro denteado e na área 
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CA1. No cerebelo, as inclusões estão presentes na camada granular e nas 

células de Purkinje (Wenzel et al., 2010). 

De forma consistente com o modelo de toxicidade pelo RNAm do FMR1 

na fisiopatologia de FXTAS, observou-se uma redução de complexidade 

dendrítica e viabilidade em neurônios cultivados por 21 DIV, a partir da 

dissociação de hipocampo de fêmeas de camundongo KI (Chen et al., 2010). 

No mesmo modelo animal KI, verificaram-se defeitos de migração e 

diferenciação neuronal na formação do córtex cerebral. Esses dados indicam 

que, embora com níveis regulares de FMRP, os elevados níveis de RNAm do 

Fmr1 expresso a partir de alelos pré-mutados podem causar um déficit precoce 

durante a diferenciação neuronal. Uma vez que as FMRP+12ISO devem ser 

funcionalmente relevantes ao processo de diferenciação neuronal normal 

durante a embriogênese, este modelo KI, em que há problemas nesse 

desenvolvimento, deve ser interessante para análise dessas isoformas. Outro 

aspecto interessante é que, sendo o splicing do pré-RNAm um evento 

cotranscricional (Almeida, de and Carmo-Fonseca, 2008), expansões de 

tripletos CGG, presentes na região 5’ do transcrito do FMR1 podem ter um 

efeito direto sobre a taxa de inclusão do éxon 12 no RNAm do FMR1. Se esse 

efeito for negativo, através da exclusão do éxon 12 do Fmr1, em um período 

em que as FMRP+12ISO devem ser necessárias para a diferenciação neuronal, 

a falta da configuração longa da alça variável do domínio KH-2 da FMRP 

poderá ter um efeito deletério.  

5.7 A configuração longa da alça variável do domínio KH-2 da FMRP 

Sabe-se que o domínio KH-2 da FMRP se liga a RNAms em motivos 

com sequências definidas (Ascano et al., 2012; Corbin et al., 1997). Além 
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disso, demostrou-se que o domínio KH-2 da FMRP liga-se in vitro a uma 

estrutura secundária de RNA, denominada kissing complex (KcRNA) (Darnell 

and Fraser, 2005). A competição in vitro por KcRNA em excesso ou a presença 

da mutação p.I304N, que desestabiliza o domínio KH-2, faz com que a FMRP 

perca a capacidade de interagir com polirribossomos (Feng, Gutekunst, et al., 

1997; Mazroui et al., 2003; Siomi et al., 1994). Esta mutação também impede 

que a FMRP forme dímeros (Feng, Absher, et al., 1997). A alça variável mais 

longa do KH-2 da FMRP mantém a especificidade de ligação aos KcRNAs; no 

entanto, esta ligação perde a estabilidade in vitro mais rapidamente do que a 

alça curta (Darnell et al., 2009). Isto sugere que a presença do éxon 12 pode 

diminuir a estabilidade de todo domínio KH-2, fazendo com que a inclusão 

regulada deste éxon represente um efeito supressor nas interações da FMRP, 

pelo menos as associações a RNA. A fim de verificar se as isoformas 

FMRP+12ISO mantêm uma interação com polirribossomos similar às demais 

isoformas da FMRP in vivo, geramos lisados de córtex cerebral de animais em 

P12, em condições que favorecem a manutenção dos complexos 

polirribossomais. O perfil cromatográfico mostrou distribuição das FMRP+12ISO 

a complexos com massa em cerca de 1000 kDa, que devem ser 

representativos dos complexos polirribossômicos, embora não tenhamos 

avaliado o conteúdo de RNAr nessas frações. Essas isoformas distribuíram-se 

também a frações de massa molecular baixa (160 a 40 kDa), representando 

agrupamentos pequenos ou proteínas isoladas (Fig. 24). Esta distribuição 

sugere que in vivo, as isoformas que expressam a sequência do éxon 12 do 

Fmr1 não perdem a capacidade de se ligar a polirribossomos. No entanto, a 

presença pronunciada das isoformas FMRP+12ISO nas frações com peptídeos 
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entre 160 e 40 kDa não descarta a hipótese de que a alça variável maior 

produza uma modulação de interação que desloque apenas parte das 

moléculas de FMRP para estas frações. O peptídeo de 28kDa, reconhecido 

pelo soro imune 3460, não foi observado nas frações correspondentes aos 

complexos polirribossomais. Tal fato sugere que esta proteína não possui 

capacidade de associação a RNA, e não possui relação com as isoformas da 

FMRP. 

Como apresentado, o segmento codificado pelo éxon 12 do FMR1 tem 

extensão constante (20 a 21 aminoácidos entre mamíferos). Este módulo e a 

sugestão de que a alça variável adote uma estrutura desordenada (Sjekloća et 

al., 2009) indicam que a alça possa funcionar como uma plataforma para 

interações com outras proteínas que a estabilizem e que, dependentemente 

destas, duas configurações, aberta ou fechada, seriam possíveis, conferindo 

uma mudança conformacional sobre o dímero FXR. No cenário de um efeito 

supressor da interação com RNAs, a longa alça poderia dificultar o acesso 

tanto do próprio KH-2 quanto do domínio vizinho, RGG, aos seus alvos de 

RNA. Isso pode ser importante, por exemplo, às funções de transporte da 

FMRP, processo no qual se acredita que o complexo RNP da FMRP não esteja 

em contato com subunidades de ribossomo (Wang, H. et al., 2008). Nos 

complexos macromoleculares, a FMRP+12ISO poderia formar homodímero, 

homotípico, i.e, com outra molécula FMRP+12ISO, situação em que o acesso a 

RNA seria ainda mais difícil; ou homodímero, heterotípico, por exemplo, com 

uma molécula FMRP-12ISO. A terceira alternativa seria a formação de 

heterodímero com FXR1P ou FXR2P. Uma vez demonstrado, no presente 

estudo, que as FMRP+12ISO endógenas têm uma expressão significativa in 
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vivo, sugerindo relevância funcional, ensaios in vitro com FXR recombinantes 

serão necessários para se testar as hipóteses discutidas aqui.  
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