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Resumo

O gene do Retardo Mental do X Fragil (FMR1) possui 17 éxons e seu transcrito
primario pode sofrer splicing alternativo, havendo, entre outros eventos, possibilidade
de exclusdo ou inclusdo do exon 12. O produto da expressdo do FMR1, a proteina do
retardo mental do X fragil (FMRP), possui papéis importantes no sistema nervoso
central, atuando como repressora da traducdo de RNAmM em espinhas dendriticas e
controlando a sintese de proteinas envolvidas na fungdo sinaptica. Entre dois dominios
centrais do tipo KH presentes na FMRP, o segundo (KH-2) é responsavel pela interacdo
da proteina aos polissomos. O dominio KH-2 é codificado pelos éxons 9 a 13 do FMR1
e possui a alca varidvel mais longa ja observada entre proteinas humanas, que €
codificada pelos éxons 11 e 12. A inclusdo do éxon 12 no RNAmM do FMR1 causa uma
extensdo em fase dessa alca varidvel do KH-2 da FMRP. Estas isoformas apresentam
expressao significativa em neurdnios cortico-cerebrais e cerebelares do rato, no
primeiro més pds-natal.

Este trabalho baseia-se em resultados prévios do grupo de pesquisa, em que se
identificaram sequéncias curtas no intron 12 do FMR1, com potencial para agir como
acentuadores de splicing. Baseando-nos na hipotese de que essas sequéncias constituem
elementos transcritos que se ligam a fatores proteicos do nucleo celular, potencialmente
reguladores do splicing do pré-RNAm do FMR1, realizamos ensaios de precipitacdo por
afinidade com extratos nucleares de cértex cerebral de rato e transcritos do loco,
biotinilados. Andlises por espectrometria de massas revelaram enriquecimento de
proteinas nucleares, contendo dominios de ligagdo a RNA, principalmente aquelas

relacionadas a regulacao e processamento de pré-RNAm, sobretudo o splicing.
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Abstract

Fragile X Mental Retardation 1 gene (FMR1) comprises 17 exons. Its primary
transcript is subject to alternative splicing, allowing for the possibility of exon 12
inclusion or skipping, among other events. The product of FMR1 gene expression,
fragile X mental retardation protein (FMRP), has important roles in the central nervous
system, acting as a translational repressor in dendritic spines, thus controlling the
synthesis of proteins involved in synaptic function. FMRP has two central KH domains.
One of them (KH-2) is responsible for its interaction with polysomes. The KH-2
domain is encoded by FMR1 exons 9 to 13. It contains the longest variable loop ever
observed among human KH-containing proteins, which is encoded by FMR1 exons 11
and 12. Exon-12 inclusion in FMR1 mRNA causes an in-frame extension of FMRP KH-
2 domain variable loop. These isoforms appear significantly expressed in cortico-

cerebral and cerebellar neurons of the rat in the first month after birth.

We have previously identified short sequences within FMR1 intron 12 that may
potentially act as splicing enhancers. Our study is based on the hypothesis that those
sequences when transcribed should bind to nuclear protein factors that may function as
FMR1 exon 12 pre-mRNA splicing regulators. To initiate an experimental approach to
test that hypothesis, we conducted affinity precipitation assays with rat cerebral cortex
nuclear extracts and biotinylated transcripts. Mass spectrometry analyses disclosed
proteins that have been described to be enriched in the cell nucleus, contain RNA-

binding domains, and be functionally related to pre-mRNA processing, notably splicing.
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. Introducéo

O splicing alternativo € um importante mecanismo gerador de diversidade do
transcriptoma e do proteoma em eucariotos. Com a capacidade de originar variantes de
RNAmM a partir da expressdo de um Unico gene, estima-se que o splicing alternativo
possa atuar em pelo menos 80% dos transcritos expressos no cérebro humano (Yeo e
col., 2004). Anélises mais recentes por sequenciamento massivo do transcriptoma de
tecidos humanos identificaram eventos de splicing alternativo em até 95% dos
transcritos analisados, com pelo menos 100.000 eventos de abundancia intermediaria a
elevada (Pan e col., 2008).

O gene do Retardo Mental do X Fragil (FMR1), localizado em Xq27.3, possui
17 éxons (Eichler e col., 1993). O produto de sua expressdo, a proteina do retardo
mental do X fragil (FMRP), tem papéis funcionais importantes no sistema nervoso
central (SNC). O transcrito primario do FMR1 pode sofrer splicing alternativo pela
exclusdo dos éxons 12 ou 14 ou escolha alternativa entre trés e dois sitios receptores de
splicing, respectivamente, nos éxons 15 e 17 (Verkerk e col., 1993). A isoforma mais
longa da FMRP, expressa por RNAmM com os 17 éxons em sua integridade, é
denominada ISO 1 e possui 632 aminoacidos, totalizando uma massa molecular
esperada de 71,1 kDa e observada apds eletroforese de gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE) de cerca de 80 kDa, diferenca atribuida a modificacdes pos-
traducionais (Ashley e col., 1993, Ceman e col., 2003).

O gene FMR1 tem em seu primeiro éxon uma serie de trinucleotideos CGG que
também fazem parte da regido 5’ ndo-traduzida do seu RNAm. Essas trincas exibem
polimorfismo de tamanho na populagéo geral, com alelos contendo de 6 a 44 repeticdes.
A expansdo de trinucleotideos CGG a mais de 200 repetices associa-se a

hipermetilacdo de citosinas da ilha CpG em que se encontram, abolindo a expressao do
12



gene FMR1 e levando a sindrome do X fragil (SXF), a causa mais comum de
deficiéncia intelectual hereditaria entre homens (Nussbaum e Ledbetter, 1986; Verkerk
e col., 1991).

Expansdes menores, ndo metiladas, denominadas pré-mutagdes (55-200 trincas),
foram associadas a insuficiéncia ovariana primaria associada ao X fragil (FXPOI) em
cerca de 25% das mulheres portadoras e a sindrome de tremor e ataxia associada ao X
fragil (FXTAS) em cerca de 30% dos homens portadores (Vianna-Morgante, 1999;
Sherman, 2000; Hagerman e col., 2001; Oostra e Willemsen, 2009). FXTAS é um
transtorno do movimento, caracterizado por inicio tardio, tremor de intencdo
progressivo, marcha atéxica, neuropatia periférica, além de declinio cognitivo e
disfuncdo autbnoma (Hagerman e Hagerman, 2001). Estudos in vitro revelaram que
alelos pré-mutados estdo associados a niveis aumentados de RNAm do FMR1, relativa
reducdo da expressdo da FMRP e formacéo de inclusGes nucleares que contém o0 RNAmM
do FMR1 (Greco e col., 2006; Tassone e col., 2007). Inclusdes nucleares neuronais
foram também identificadas em cérebro postmortem de pacientes com FXTAS (Tassone
e col., 2004). O modelo corrente sugere que 0 RNAmM do FMR1 contendo repeticdes
CGG expandidas (pré-mutacdes) inicie per se um processo de agregacdo
ribonucleoproteica no nacleo celular, causando disfuncGes em organelas onde essas
proteinas devem ser necessarias (Sellier e col., 2010). Estresse oxidativo e morte
neuronal sucedem aos eventos de maldobramento ribonucleoproteico (Tassone e col.,
2007; Ross-Inta e col., 2010).

As disfuncdes clinicas observadas em pacientes com SXF ou FXTAS, bem
como em seus modelos animais, tém auxiliado a elucidar as funcdes da FMRP e os
papéis das expansdes de trinucleotideos sobre 0 RNAmM do FMRL1 de alelos pré-mutados

(revisto por Hagerman e Hagerman, 2013). A importancia da proteina FMRP foi
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demonstrada na sinaptogénese de cortex cerebral, hipocampo e cerebelo, regides de
mais elevada expressdo do gene FMR1 no periodo pds-natal precoce de camundongo e
rato (Abtibol e col., 1993; Devys e col., 1993; Khandjian e col., 1995; Irwin e col.,
2000; Todd e Mack, 2000; Irwin e col.,, 2005). Os efeitos de expansdes de
trinucleotideos sobre 0 RNAmM em que residem foram estudados sobre as taxas de
transcricdo do gene (Tassone e col., 2007); a traducdo desse RNAm (Ludwig e col.,
2011; Todd e col., 2013; Ludwig e col., 2014); sua associacao a proteinas reguladoras
de splicing (Iwahashi e col., 2006; Jin e col., 2007; Sofola e col., 2007; Sellier e col.,
2010); e seu transporte e distribuicdo (Muslimov e col., 2011).

Os niveis da expressdo de transcritos alternativos do FMR1 tém sido analisados
(Eichler e col., 1993; Ashley e col., 1993; Verkerk e col., 1993; Huang e col., 1996;
Brackett e col., 2013). Nas isoformas da FMRP, segmentos codificados por éxons
alternativos do FMR1 mostraram ter relevancia funcional na metilacdo da proteina,
influenciando sua interagdo com outras moléculas (Dolzhanskaya e col., 2006) e no
enderecamento dela ao nucleo celular (Dury e col., 2013). O estudo de como o splicing
alternativo do FMR1 € regulado torna-se, portanto, importante para o entendimento da
geracgdo de isoformas da FMRP com funces diferencialmente reguladas, além de poder

produzir informacdes para estudos futuros sobre alelos pré-mutados do FMR1.

Funcbes da FMRP

A FMRP tem trés tipos distintos de dominios ligantes de RNA: um dominio N-
terminal com dois motivos Tudor (Ramos e col., 2006), dois dominios centrais do tipo
KH (KH-1 e KH-2, homdlogo a ribonucleoproteina heterogénea nuclear K, hnRNP K;
Siomi e col., 1993) e uma caixa RGG (dominio rico em arginina, R, e glicina, G) C-

terminal (Ramos e col., 2003). Apresenta papeis, sobretudo, repressores da tradugéo de
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RNAm em espinhas dendriticas, controlando a sintese de proteinas envolvidas na
funcgdo sinaptica. Possui também um sinal de localizagdo nuclear (NLS) e um sinal de
exportacdo nuclear (NES; Siomi e col., 1993; Eberhart e col., 1996).

Demonstrou-se que a FMRP possui afinidade por motivos especificos de
estrutura secundaria de RNA, como quartetos G e complexos em beijo (do inglés,
kissing complex), podendo se ligar tanto a RNA codificador para proteinas (Brown e
col., 2001; Darnell e col., 2001; Miyashiro e col., 2003) quanto n&o codificador como 0s
microRNAs (miRNA, Jin e col., 2004) e o RNA estrutural BC1 (do inglés, brain
cytoplasmic RNA1) e seu ortélogo em primatas, BC200 (Zalfa e col., 2005). Os RNAm
conhecidos até entdo que interagem in vivo com a FMRP parecem reconhecer
principalmente sua caixa RGG (Darnell e col., 2001; 2005; 2009). Por outro lado, o
dominio KH-2 demonstrou-se importante para a associa¢do da proteina aos polissomos
(Siomi e col., 1996) e a RNAs sintéticos que apresentavam a estrutura de complexo em
beijo (Darnell e col., 2005). A associa¢do da FMRP aos polissomos revelou-se essencial
a funcdo da proteina, uma vez que uma mutacdo dentro do dominio KH-2 (p.1304N,
substituicdo de uma isoleucina na posicdo 304 por uma asparagina) leva a seu
desligamento dos polissomos €, por consequéncia, a um fenétipo grave da SXF em
humanos e a disfuncdo em modelo de camundongo knock-in (Zang e col., 2009).

Propds-se que a FMRP, uma vez sintetizada, entre no ndcleo celular, onde se
associa a complexos ribonucleoproteicos, que deixam o nicleo e sdo transportados aos
dendritos, especificamente as suas espinhas. Estas sdo evaginagdes da membrana pos-
sinaptica de neurdnios excitatorios, que contém a densidade pds-sinaptica responsavel
pelo recebimento e transducdo do sinal proveniente do neurdnio pré-sinaptico (revisto
por Penzes e col., 2011). E nessas estruturas que a FMRP atua preponderantemente,

reprimindo RNAmM que s6 devera ter a sintese proteica ativada perante estimulo
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sindptico (revisto por Bhakar e col., 2012). Cérebros de pacientes com a SXF e de
camundongos nocautes do Fmrl apresentam espinhas dendriticas malformadas, sendo
mais longas, finas e densas do que em individuos sadios ou do tipo-selvagem, sugerindo
que a FMRP deva ter fun¢do na maturagdo sinaptica (Comery e col., 1997; Nimchinsky
e col., 2001).

Acredita-se que a interferéncia pelo RNA (RNAI) seja uma via importante para a
atuacdo da FMRP na regulacdo pds-transcricional da expressdo génica, uma vez que,
além de miRNAs, demonstrou-se que esta proteina interage com outros componentes do
complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC), em Drosophila e mamiferos
(Jin e col., 2004). Entre os miRNAs, encontra-se miR-125b, responsavel pela regulacéo
traducional da subunidade NR2A do receptor de glutamato NMDA (N-metil-D-
aspartato), cuja composicdo afeta profundamente a plasticidade sinaptica (Edbauer e
col., 2010). Produtos proteicos de muitos RNAm descritos como alvos da regulacdo da
FMRP estdo também envolvidos na funcdo sindptica, na sinalizacdo celular e no
desenvolvimento neuronal (Darnell e col.,, 2011). A Figura 1 apresenta uma
representacdo grafica da funcdo da FMRP nos dendritos.

FMRP faz parte de uma familia, que contém as pardlogas FXRP1 e FXRP2,
produtos da expressdo dos genes Relacionados ao X Fragil 1 (FXR1) e 2 (FXR2). As
trés proteinas tém capacidade de formar homo- e heterodimeros, que devem ser a
configuracdo enddgena natural para essas proteinas (Taminini e col., 1999). Diversos
experimentos revelaram que a FMRP se liga a proteinas de complexos
ribonucleoproteicos (Bardoni e col., 1999; Schenck e col., 2001; EI Fatimy e col.,
2012); proteinas motoras do citoesqueleto, como a miosina Va (Ohashi e col., 2002) e
as cadeias pesadas da dineina e cinesinas 1 e 3 (Kanai e col., 2004; Ling e col., 2004;

Davidovic e col., 2007), além de interagir, diretamente ou por intermédio de RNAm,
16



com proteinas envolvidas na exportacdo nuclear de RNAm, como a Tap/NXF1 (do
inglés, nuclear RNA export factor 1; Kim e col., 2008) e a proteina ligante da pequena
GTPase Ran (RANBP, Menon e col., 2004). Ha certa sobreposi¢do entre as associag¢des
proteicas, dominios e fungdes da FMRP e os das proteinas paralogas da familia, citadas
mais adiante (Bardoni e col., 2001).

a Normal b sindrome do X fragil

mGIuR AMPAR mGIuR AMPAR

o 90, g S0,
e I °9 |

B 3 g%f%;g
)\ é; 5 2 =) f?g&
. e

-
Py
o
GRNAm @ FMRP @Ribossomo P Fosfato %,/ Proteina nova

Figura 1: Modelo para a FMRP na regulagdo traducional em neurénios pés-sinépticos. (a) A FMRP se
liga a um RNAm alvo no ndcleo celular (ndo mostrado) e é cotransportada com ele aos dendritos,
reprimindo sua traducdo. Mediante ativacdo do receptor metabotrépico de glutamato (mGIuR) na espinha
dendritica (a), a FMRP ¢ desfosforilada, permitindo que se prossiga a tradugdo de mensagens a ela
associadas. Essa sintese proteica resulta na internalizacdo do receptor de &cido o-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propiénico (AMPAR) e em depressdo de longa duracdo (LTD). (b) Em neurdnios sem
expressdo da FMRP, um subgrupo de proteinas dendriticas é superexpresso constitutivamente mesmo na
auséncia de estimulacdo de mGIuR, resultando em internalizacdo excessiva de AMPAR e em LTD
exacerbada. LTD e LTP (potenciacdo de longa duragdo) sdo mecanismos opostos, determinantes da forga
sindptica, estando diretamente relacionados a eliminagdo e fortalecimento sindpticos, respectivamente

(revisto por Lischer e Huber, 2010). (Figura adaptada de Santoro e col., 2012)
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A alc¢a variavel do dominio KH-2 da FMRP

Dominios KH foram descritos como interfaces de interacdo a RNA ou
dimerizacdo proteica (Valverde e col., 2008). Eles sdo compostos por um motivo
minimo suficiente para ligacdo a RNA, que compreende uma folha-beta, seguido de
duas hélices-alfa e uma segunda folha-beta. Uma alca constante de quatro residuos
conecta as duas hélices-alfa. Em eucariotos, uma alga variavel liga 0 motivo minimo a
uma terceira folha-beta e outra hélice-alfa, formando o dominio KH candnico, que esta
presente em ambos 0s dominios KH da FMRP. O segundo dominio KH da FMRP (KH-
2) € codificado pelos éxons invariaveis 9, 10, 11, 12 e 13 do FMR1 (Fig. 2). Possui a
alca varidvel mais longa ja observada em humanos, que € codificada pelos éxons 11 e
12 do FMRL. Sabe-se que 0 éxon 12 do Fmrl esta sujeito a splicing alternativo (Ashley
e col., 1993; Eichler e col., 1993; Verheij e col., 1993; Verkerk e col., 1993) e que sua
inclusdo ndo altera o quadro de leitura para traducdo, levando a uma extensdo da alca
variavel do dominio KH-2 da FMRP de 44 para 65 residuos, modulando, assim, seu
comprimento. O segmento de sequéncia dos éxons 11 e 12 do Fmrl estd ausente nos
genes paralogos FXR1 e FXR2, implicando-o em um papel diferencial e especializado,
ainda desconhecido, para a FMRP.

Para analisar a distribuicdo do segmento génico que codifica para a forma longa
da alca variavel do KH-2 da FMRP entre espécies animais, recuperamos sequéncias da
FMRP de 51 espécies de vertebrados que possuiam genes ortélogos ao Fmrl na base de
dados EnsEMBL (junho de 2012, European Molecular Biology Laboratory,
http://www.ensembl.org). Sequéncias da FMRP provenientes de tradugdo in silico
foram alinhadas (Clustalw2, http://www.ebi.ac.uk/clustalw). A alca variavel estendida
foi observada no dominio KH-2 da FMRP de todos os ort6logos de mamiferos que ndo

possuiam sequéncias ambiguas. Nessas 31 espécies de mamiferos, a alca varidvel do
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KH-2 da FMRP era codificada pelos éxons 11 e 12 do Fmrl. Em 30 espécies, 0 exon 12
do Fmrl codificava para 21 aminoacidos. Além disso, a sequéncia codificada pelo éxon
12 foi observada em um ortdlogo de uma espécie de lagarto, Anolis carolinensis,
embora ndo tenha sido possivel concluir se isso representa um artefato do
sequenciamento. De forma geral, o0 KH-2 da FMRP apresentou alguma variacdo de
aminoacidos, que era aparentemente menor nas regides codificadas pelos limites a 5° ¢
3’ do éxon 12. O segmento codificado pela juncdo entre os éxons 11 e 12 apresentou 13
residuos totalmente conservados entre 15. Sete dos dez Gltimos amino&cidos codificados
pelo exon 12 do Fmrl estavam totalmente conservados entre as 31 espécies de
mamiferos. Esses blocos de identidade mantém aberta a possibilidade de interacdo
molecular mediada pela alga variavel do dominio KH-2 da FMRP em sua forma mais

extensa.
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Figura 2: Diagrama representando a estrutura gendémica do gene FMR1 (fora de escala) em que os 17
éxons estdo apresentados como retdngulos numerados e os introns como linhas. O éxon 12 estd
evidenciado na cor verde e sua excluséo do transcrito do FMR1 esta indicada abaixo deste éxon. Abaixo
da estrutura gendmica, setas, cilindros e linhas tracejadas indicam respectivamente folhas-beta, hélices-
alfa e a alca variavel do dominio KH-2 da FMRP. A posicdo de cada elemento correlaciona-se com o

éxon que o codifica.

Analises de etiquetas de sequéncias transcritas (EST) disponiveis na base de
dados de EST (junho de 2012, dbEST, http://www.ncbi.nih.nlm.gov/dbEST) indicaram

que a expressdo do exon 12 estd sujeita a splicing alternativo em pelo menos sete
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espécies (Ornithorhynchus anatinus, Rattus norvegicus, Mus musculus, Sus scrofa, Bos
taurus, Macaca fascicularis e Homo sapiens).

Como visto, no SNC de mamiferos, a expressdo do FMR1 é especialmente
elevada em neurbnios do hipocampo, cortex cerebral e cerebelo (Abtibol e col., 1993).
Nosso grupo demonstrou que h& aumento significativo dos niveis do éxon 12 em
transcritos do Fmrl de rato, em cdrtex cerebral e cerebelo, entre o décimo nono dia
embrionario (E19) e o segundo dia pos-natal (P2; Velloso, 2008). Os dados foram
corroborados por Western blotting e imunohistoquimica usando um anticorpo policlonal
(3460) desenvolvido em nosso laboratorio que detecta nas isoformas da FMRP o
segmento codificado pelo éxon 12 do Fmrl, e sua andlise estendida a periodos
embrionérios (E12-E18) e pos-natais (P2-P42). Além disso, os niveis das isoformas da
FMRP que expressam o éxon 12 do FMR1 mostraram-se baixos no embrido de rato e
em células ndo diferenciadas in vitro. A diferenciacdo neuronal in vitro aumentou os
niveis de expressdo dessas isoformas. Ao Western blotting, as isoformas da FMRP que
expressam o éxon 12 do Fmrl tiveram expressdo observada ao longo da janela pds-natal
avaliada em cortex cerebral e cerebelo, mas ndo no hipocampo (Velloso e col., em

preparacéo).

Splicing alternativo e sua regulagéo

A flexibilidade no uso preferencial de um ou outro sitio de splicing é mediada
por interacbes entre sequéncias especificas de nucleotideos (elementos em cis,
acentuadores ou silenciadores) e componentes proteicos diversos (elementos em trans,
ativadores ou repressores), que interagem entre si e acabam por alterar a afinidade entre
0 spliceossomo e sitios de splicing especificos (Blencowe, 2006; Sun e col., 1993).

Essas sequéncias acessorias de ribonucleotideos - elementos em cis - com seus fatores
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de regulacdo sdo essenciais ao splicing alternativo. Elementos em cis sdo sequéncias
curtas, com menos de dez bases, frequentemente degeneradas, que podem estar
localizadas em introns ou éxons e que sdo capazes de modular o splicing mesmo a
grandes distancias (até 1 kb). Essas sequéncias podem ser agrupadas em quatro classes:
acentuadores intronicos (intronic splicing enhancers, ISE), silenciadores intronicos
(intronic splicing silencers, ISS), acentuadores exonicos (exonic splicing enhancers,
ESE) e silenciadores exdnicos (exonic splicing silencers, ESS; Furdon e Kole, 1988;
Wang e Burge, 2008).

Os elementos em trans, por outro lado, sdo proteinas de diversas familias, com
dominios de ligacdo a RNA e dominios de interagdo proteica, através dos quais se
associam ao spliceossomo. Proteinas da familia SR (ricas em serina e arginina), por
exemplo, interagem com acentuadores exonicos, inclusive em éxons constitutivos.
Estudos com essas proteinas revelaram que sua interagdo com sequéncias internas aos
éxons serve como um sinalizador para a atuacdo do spliceossomo, mesmo no splicing
convencional, levando a conclusdo que a definicdo da sequéncia exdnica pela
maquinaria nuclear, a qual é importante para discriminar entre éxons e introns, ndo
depende apenas da presenca de sitios doadores ou receptores de splicing, mas também
de marcadores exonicos e intronicos auxiliando na determinagdo do produto final do
splicing (Zheng, 2004).

Silenciadores exo0nicos, por sua vez, sdo comumente reconhecidos por
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs), dentre as quais a hnRNP Al,
que age antagonicamente as proteinas SR, ou seja, sua interacdo predominante com um
éxon pode levar a exclusdo desse éxon do transcrito maduro (Mayeda e col., 1993).
Além disso, a existéncia de silenciadores, tanto intrénicos quanto exdnicos, parece estar

associada a supressdo da inclusdo de pseudo-éxons em transcritos maduros, sugerindo
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um papel central para essas sequéncias mesmo no splicing convencional (Pozzoli e
Sironi, 2005). Uma representacdo da interacdo entre componentes do spliceossomo e

elementos de regulagéo do splicing pode ser vista na Figura 3.

snRNP U2

snRNP Ul

complexo
regulatorio

e ISE ISE ISE
sitio de sitio3'e ESE ESS ESE
ramificagdo trato poli-Y

sitio 5'

Figura 3: Representagdo esquematica de componentes centrais do spliceossomo nas defini¢cdes exdnica e
intrbnica. S&o apresentados um éxon (retdngulo vermelho) e parte dos introns adjacentes. SnRNPs Ul e
U2 séo os complexos ribonucleoproteicos dos RNAs pequenos nucleares SnRNA Ul e U2. snRNP U1,
através do snRNA U1, é responsavel pela identificacdo do sitio doador de splicing (aqui, apresentado na
regido 5° do segundo intron). U2AF é o fator auxiliar de snRNP U2, composto pelas subunidades de 65
kDa (elipse amarela) e 35 kDa (circulo amarelo associado), responsaveis pela identificacdo do sitio
receptor de splicing do pré-RNAm (aqui apresentado no primeiro intron) e do trato de polipirimidina
(série de Ys). snRNP U2, através do snRNA U2, reconhece o ponto de ramificagdo (apresentado no
primeiro intron) para posterior formacéo do intermediario em lago (ndo representado na figura). Estes
elementos descritos sdo candnicos. Elementos regulatérios em cis (ESE, acentuador ex6nico; ESS,
silenciador exdnico; ISE, acentuador intrénico) e em trans (SR, proteina rica em serina e arginina;
hnRNP, ribonucleoproteina heterogénea nuclear) também estdo representados. Apesar de o diagrama
representar regulacéo positiva para proteinas SR e negativa para hnRNP, sua atuacdo local depende da

posicdo do elemento em cis ao qual se ligam. (Adaptado de Irimia & Blencowe, 2012)

Assim como 0s éxons, 0s introns tambeém séo alvos de proteinas reguladoras do
splicing. Acentuadores intrénicos, por exemplo, sdo reconhecidos por proteinas como
TIAL (do inglés, TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein) e CELF (do

inglés, CUG-binding protein and ETR-like factors), enquanto silenciadores localizados

nos introns se associam tanto as proteinas SR quanto a hnRNP Al, levando a inibicao
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do splicing. Assim, observa-se que a atuacdo de fatores em trans depende também da
localizagio dos fatores em cis com os quais eles interagem. E a combinagio de todos
esses fatores que determinara a forma madura dos transcritos provenientes do splicing
alternativo, tendo sido denominado efeito combinatério, de forma anéloga ao que ocorre
na transcrigdo génica de eucariotos (Black, 2003).

No cérebro de mamiferos, o splicing alternativo é responsavel por grande parte
da diversidade protedmica observada, estando envolvido na producéo de diversidade de
isoformas proteicas de diferentes receptores de neurotransmissores e proteinas de canal
ibnico. Podemos citar os exemplos seguintes: no RNAm para o receptor de &cido gama-
amino-butirico (GABA,, a inclusdo ou exclusdo de um exon-cassete por splicing é capaz
de mediar a afinidade de isoformas do receptor por agonistas benzodiazepinicos
(Quinlan e col., 2000). O receptor D2, um receptor de dopamina associado a proteina G,
tem sua expressdo modulada por splicing de seus transcritos, resultando em diferencas
na interacdo do receptor com a proteina G e na consequente atividade da adenilil ciclase
(Guiramand e col., 1995). O receptor NMDA R1, um canal catidnico e receptor de
glutamato, associado a plasticidade sinaptica e desenvolvimento neuronal, tem sua
presenca na membrana plasmatica dependente da inclusdo por splicing de um éxon
cassete, C1, no RNAm que codifica para essas isoformas (Ehlers e col., 1995; 1998).

A existéncia de uma gama de fatores em cis e em trans permite uma regulacao
fina dos niveis celulares dos transcritos sujeitos a esse processamento, possibilitando
assim alteragfes na composicdo do transcriptoma de determinado tipo celular ao longo
do desenvolvimento, como observado em nosso laboratorio para o éxon 12 do Fmrl.
Essa variacdo ao longo do tempo é observada em diversos transcritos de expressao
cerebral, inclusive naqueles relacionados a sinaptogénese, como os que codificam para a

glutamato descarboxilase (GAD), enzima responsavel pela sintese do neurotransmissor
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GABA (Popp e col., 2009), e a plasticidade sinaptica, como os que codificam para o
subtipo B da cadeia pesada da miosina ndo-muscular 11 (MHC-IIB), que atua na
regulacdo da morfologia de espinhas dendriticas (Miyazaki e col, 2000).

Além do efeito combinatério entre elementos em cis e em trans, o splicing
alternativo, assim como a definigcdo exdnica, pode ser modulado pelo tamanho de éxons
e introns e por alteragdes locais na cromatina. ObservacGes sugerem que nucleossomos
se encontram enriquecidos sobre sequéncias exonicas, principalmente aqueles
apresentando uma modificacdo especifica, como a trimetilacdo da lisina 36 da histona 3
(H3K36me3; Schwartz & Ast, 2010). Nesse caso especifico, a modificacdo é
reconhecida por uma proteina adaptadora, MRG15, que, por sua vez, facilita o
recrutamento da proteina repressora de splicing PTBP1 (Luco e col., 2010). Outra
modificagdo na histona 3, a trimetilacdo da lisina 9 (H3K9me3), acarreta a reducdo da
taxa de elongamento da polimerase Il de RNA (Saint-André e col., 2011). Dado que o
splicing é um evento co-transcricional (Beyer e Osheim, 1988), a taxa de elongamento
pode afetar o processamento do pré-RNAm pelo spliceossomo, influenciando, por
exemplo, a inclusdo de determinados éxons, principalmente aqueles a 3’ (Carrillo

Oesterreich e col., 2010).

Regulacédo do splicing alternativo do éxon 12 do Fmrl

Como mencionado, nossos dados indicam que a manuten¢do do éxon 12 no
RNAmM maduro do FMR1 é um evento funcionalmente relevante no cértex cerebral e
cerebelo do rato pds-natal. Buscando verificar como o splicing do éxon 12 do FMRL1 é
regulado, identificaram-se in silico alguns elementos candidatos a ISE no intron 12
deste gene (Velloso, 2008). Um mini-gene foi produzido contendo a sequéncia

genémica do éxon 11 ao éxon 13 do Fmrl em um vetor de expressdo para células de
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mamiferos. Em células C6 (linhagem imortalizada derivada de glioma de rato), o padrdo
de expressdo do mini-gene foi a inclusdo preferencial do éxon 12 do Fmrl nos
transcritos expressos pelo minigene a partir do promotor do vetor recombinante. A
delecdo do segmento do intron 12 contendo os elementos candidatos a ISE inverteu o
padrdo de splicing para exclusdo preferencial do éxon 12, corroborando o potencial de
que aquele segmento intronico abrigue elementos acentuadores de splicing do éxon 12
do Fmrl.

Como explicado, as definicBes exbnica e intrénica no transcrito primario sdo
feitas pela interacdo entre elementos transcritos (em cis) e proteicos (em trans). A
disponibilidade desses elementos em trans depende logicamente do padréo de expresséo
génica da celula. Baseando-nos em resultados de Western blotting obtidos em nosso
laboratério, temos a hipotese de que o cértex cerebral e o cerebelo, nos primeiros 42
dias de vida do rato, constituem-se tecidos e fase de desenvolvimento em que h&
expressdo de proteinas reguladoras (ativadoras) de splicing do éxon 12 do pré-RNAm
do Fmrl. Este trabalho apresenta resultados sobre a busca por proteinas do cortex
cerebral de rato que se ligam a elementos do intron 12 do Fmr1.

A estratégia experimental adotada foi a realizacdo de ensaios de precipitacdo por
afinidade entre RNA biotinilado, contas de estreptavidina e proteinas de extratos
nucleares de cortex cerebral de rato, entre os dias pos-natais 21 (P21) e 28 (P28). Os
resultados foram avaliados por espectrometria de massas. Neste contexto, os clones de
minigene, tipo-selvagem e deletado, produzidos em nosso laboratorio para avaliagcdo do
splicing do éxon 12 do Fmrl, constituiram ferramentas importantes para a geracdo de

transcritos-alvo, além do uso de oligorribonucleotideos biotinilados.
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Il. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral o levantamento de proteinas
candidatas a ativacdo do splicing do éxon 12 do gene Fmrl. Para isso, foram nossos
objetivos especificos:

1. a transcricdo e biotinilacdo de RNA in vitro a partir de DNA de clones tipo-
selvagem e deletado do mini-gene do éxon 12 do Fmr1,;

2. aobtencdo de extrato nuclear de cortex cerebral de ratos jovens (P21 a P28);

3. 0 desenvolvimento de ensaios de precipitacdo por afinidade entre proteinas do
extrato nuclear de cortex cerebral e RNA biotinilado contendo elementos
regulatérios em potencial da inclusdo do éxon 12 em transcritos do Fmr1;

4. aanalise comparativa dos resultados por espectrometria de massas.
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Material e métodos

Material

Clones de DNA

Os trés clones de DNA genémico utilizados estavam em vetor pcDNA3.1

(gentilmente cedido por Vijaya Ramesh, Massachusetts General Hospital, Boston MA),

cuja transcricdo € dirigida pelo promotor de citomegalovirus (CMV) a 5’ do sitio de

clonagem multipla, se usado em células de mamiferos. Na mesma regido, ha também o

promotor do bacteriofago T7 (T7) para expressdo in vitro com a polimerase de RNA T7.

O vetor contém um cddon de iniciacdo da traducao, seguido da regido codificadora para

0 marcador FLAG, o sitio de clonagem multipla, cdédons de parada de traducdo em

varias molduras de leitura e sitios de poliadenilacdo. Os trés clones utilizados foram:

Clone pcDNA3 ndo-recombinante (NR): vetor sem inserto..

Clone pcDNA3-FMR1 tipo-selvagem (WT), produzido por Velloso (2008):
vetor com inserto de segmento gendmico do Fmrl de rato abrangendo do
comeco do éxon 11 ao final do éxon 13. Os éxons 11, 12, e 13 contém
respectivamente 132, 63 e 87pb, enquanto os introns 11 e 12 apresentam 476 e

2.091pb. Isso contabiliza 2.849pb de inserto.

Clone pcDNA3-FMRL1 deletado (DEL), produzido por Velloso (2008): vetor
com inserto de segmento gendmico do Fmrl de rato abrangendo do comeco do
éxon 11 ao final do exon 13, apresentando delecdo de 160pb na porgdo 5’ do
intron 12 (Fig. 5). Este segmento de 160 pb abrange os elementos candidatos a
acentuadores de splicing identificados por Velloso (2008) com a ferramenta

AceScan?2 (http://genes.mit.edu/acescan2).
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Oligonucleotideos

Oligodesoxirribonucleotideos foram utilizados como adaptadores para clonagem

ou sequenciamento de Sanger (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos.

Oligonucleotideos para confec¢do de adaptador*

: 5°-Fosfato-GGCCGCAAAAAAAAAAAAAAA
Notl-oligo(dA)-Xhol-1S
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAC-3’
_ 5°-Fosfato-TCGAGTTTTTTTTTTTTTTT]
Xhol-oligo(dT)-NotI-1A
TTTTTTTTTTTTTTTITTITTITTITTTGC-3’
Oligonucleotideos para sequenciamento dos insertos
FRAX-18S 5’-GCGTTCAGGCTTCTGTGTTT-3’
FRAX-19S 5-TTCCTGCATTTGCCTTATCA-3’
FRAX-20S 5-TGATGTTCTTCAAATTCAGCCTA-3’
FRAX-21S 5’-CTCCTACACCTTGCCAATCA-3’
FRAX-22S 5-TTGAGTTTTTAGATTTGTATCCTTGG-3’
pcDNA-1S 5’-CACTATAGGGAGACCCATGGAC-3’
pcDNA-1A 5’-CTGATCAGCGAGCTCTAGCA-3’

* Os sitios de restricdo encontram-se sublinhados.

Oligorribonucleotideos biotinilados em 3’ foram usados como sondas para
ensaios de precipitacdo por afinidade (Tabela 2). Os quatro oligorribonucleotideos
apresentavam alguma sobreposicdo de sequéncia e, em conjunto, cobriam a maior parte
do segmento que estava deletado no clone mutado. Um oligorribonucleotideo com
sequéncia inespecifica (degenerado) foi tambeém utilizado. Todos os
oligodesoxirribonucleotideos e oligorribonucleotideos foram sintetizados pela IDT

(Coralville 1A, Estados Unidos).
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Anticorpos

Os anticorpos primarios utilizados em Western blotting foram adquiridos na
Abcam (Reino Unido) e consistiram de anti-histona H2B (diluicdo de 5.000 vezes),
anti-histona H4 (diluicdo de 5.000 vezes) e anti-Fox-3 (diluicdo de 2.500 vezes). O
anticorpo secundario para Western blotting foi adquirido da GE Healthcare (Reino

Unido) e consistiu de anti-IgG conjugado a peroxidase (dilui¢cdo de 80.000 vezes).

Tabela 2: Sequéncias de oligorribonucleotideos marcados com biotina.

5’-Fosfato-
FMR1112-1 | AUUCCUUGAAAAAUACAUUUUAAGUUGAUAUUUUAAUGUUUAUUCCCCUU-
Biotina-3’

5’-Fosfato-
FMR1112-2 | UUUAAGUUGAUAUUUUAAUGUUUAUUCCCCUUGUUAAGAAAGACUAAAAA-
Biotina-3’

5’-Fosfato-
FMR1112-3 | UUGUUAAGAAAGACUAAAAAUGAGCCUCAUGGUUGGGGGCUGGUGGAGGA-
Biotina-3’

5’-Fosfato-
FMR1112-4 | UGGGGGCUGGUGGAGGAGUGUUUGUGGGUAUUUGAAUCCACAGCCCUGAG-
Biotina-3’

5’-Fosfato-
FMRIDEG | NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-
Biotina-3’

Métodos

Sequenciamento de DNA plasmidial

De cada estoque em glicerol contendo as bactérias recombinantes para os clones
tipo-selvagem ou deletado, realizaram-se streaks em placas com LB-agar e ampicilina.
As col6nias resultantes foram cultivadas em meio LB liquido. De cada coldnia, 2uL
foram utilizados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR), cujos produtos foram
sequenciados pelo método de Sanger, com BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
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Kit (Applied Biosystems). Cada reacdo de sequenciamento continha 2uL de BigDye
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Ready Mix, 1uL de BigDye Terminator V3.1 5X
Sequencing Buffer, 1uL de oligonucleotideo para sequenciamento a 5uM (Tabela 1) e
4uL de agua deionizada, estéril. As reacfes foram submetidas, em termociclador, a um
passo inicial a 96°C por um minuto, seguido de 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C
por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. As amostras foram entdo aplicadas sobre placa
contendo Sephadex previamente hidratado e coletadas em placa coletora apos
centrifugagéo por 8 minutos a 2100 X g. A placa coletora foi entdo incubada a 95°C por
5 minutos para secagem e submetida a eletroforese capilar e leitura a laser pelo ABI

3730 DNA Analyzer. O programa BioEdit foi utilizado para anélise das sequéncias.

Subclonagem dos plasmideos

O DNA plasmidial dos clones apresentados na secdo de Material (pcDNAS3.1
ndo-recombinante, tipo-selvagem e deletado) serviriam de molde para transcri¢do in
vitro apos a linearizacdo do vetor. Como o kit de transcricdo in vitro com a polimerase
T7 utilizado ndo realiza poliadenilacdo do transcrito, optamos por inserir um adaptador
de poli(dA)/poli(dT) na extremidade 3’ do sitio de clonagem multipla do vetor
pcDNAS3.1 ndo recombinante e a 3’ do inserto dos clones recombinantes para viabilizar
a purificacdo dos transcritos que compreendem toda a extensdo do inserto.

Cinco microgramas de DNA de cada plasmideo recombinante e nédo
recombinante foram digeridos pelas enzimas de restricdo Notl e Xhol. A primeira reacao
foi realizada a 37°C por 16 horas em volume total de 100uL, em tampdo de reacdo a
10X e utilizando-se 2 pL da enzima de restrigdo Notl (aproximadamente 20U). Apos
precipitacdo em etanol, ressuspensdo em agua e checagem em gel de agarose, 0S
plasmideos foram entdo submetidos a digestdo por Xhol a 37°C por 16 horas, em
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volume total de 100uL, na presenca de tampao de reacdo a 10X e 2ulL da enzima
(aproximadamente 20U). O DNA foi precipitado em etanol absoluto, ressuspendido em
agua e uma aliquota foi submetida a eletroforese para verificacdo da qualidade do DNA.

O DNA dos plasmideos proveniente da digestdo dupla foi submetido a
desfosforilagdo por 2U de fosfatase alcalina de intestino bovino (do inglés, calf
intestinal alkaline phosphatase, CIAP, Invitrogen, Carlsbad, CA). Ao total de DNA
ressuspendido, adicionou-se tampdo de reacdo a 10X e a enzima (CIAP) diluida em
tampao de diluicdo a 10X, em volume total de 100uL. As reacdes foram incubadas a
37°C por 30 minutos e entdo a 55°C por 45 minutos. A enzima foi inativada por adigéo
de 1uL de EDTA a 0,5M e incubagéo a 65°C por 15 minutos. O DNA plasmidial foi
extraido com fenol:cloroférmio:&lcool isoamilico (25:24:1), precipitado em etanol
absoluto e ressuspendido em agua.

Os oligonucleotideos contendo dA4o e dT4o (Tabela 1) foram hibridados para a
formacéo de um adaptador de fita dupla Notl(dA4o/dT4g)Xhol, contendo overhangs a 5’
nas suas extremidades opostas, resultantes da digestdo dupla, a ser inserido nos
plasmideos. A reag¢do contendo 100uL de cada oligonucleotideo a 100nM foi aquecida a
cerca de 100°C e resfriada lentamente. O adaptador fita dupla obtido a 50nM foi
estocado a -20°C.

Os plasmideos digeridos e desfosforilados foram submetidos a ligagédo ao
adaptador Notl(dAo/dT4)Xhol. As reagdes foram realizadas em volume total de 20uL,
contendo tampao de ligagdo a 4X, 1uL de ligase de DNA de bacteriéfago T4
(Invitrogen, Carlsbad, CA) e, respectivamente, vetor e adaptador em propor¢do molar
de 1:3, 1:6 e 1:9. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 16 horas.

A subclonagem foi realizada em E. coli DH5a, competentes por cloreto de

calcio. O volume total de uma reacao de ligagao foi adicionado a 100uL de células
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competentes, em gelo. Apds incubacdo de 30 minutos, as células foram submetidas a
choque térmico a 37°C por 5 minutos e devolvidas imediatamente ao gelo, e entdo
plaqueadas em placas pré-aquecidas contendo meio LB-&gar e ampicilina. As placas
foram mantidas em estufa a 37°C por 16 horas. O DNA das coldnias obtidas foi testado
por PCR para a presenca do DNA plasmidial. Os plasmideos recombinantes apos a
subclonagem do adaptador Notl(dA4o/dT4)Xhol foram denominados NR-poli(dA),

WT-poli(dA) e DEL-poli(dA) (Fig. 4).
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Figura 4: Representagdo gréafica (fora de escala) dos trés clones, NR-poli(dA), WT-poli(dA) e DEL-
poli(dA), em vetor plasmidial pcDNA3.1 cujo DNA serviu como molde para transcricdo in vitro. Os
éxons 11, 12 e 13 do Fmr1 presentes no inserto (B e C) estdo em caixas. Os segmentos lineares entre as
caixas 11 e 12 ou entre as caixas 12 e 13 sdo respectivamente os introns 11 e 12 (B). No diagrama do
vetor ndo-recombinante (A), estd indicado o segmento para o 5° flag-tag (5°-flag) localizado a 3° do
promotor T7 (ndo mostrado) e a 5° do sitio de clonagem maltipla (MCS, ndo indicado). O segmento
indicado como 3°-UTR fica a 3’ do MCS e nao ficou no transcrito porque o vetor foi linearizado por
Xhol, cujo Unico sitio de restricdo encontra-se a 3” do sitio de Notl do MCS. O adaptador
Notl(dA4/dT4)Xhol contendo na fita codigo a sequéncia (dA,g) foi clonado entre os sitios de Notl e Xhol
do MCS. O clone tipo-selvagem (B) apresenta a sequéncia gendmica integral da primeira base do éxon 11
a ultima base do éxon 13 do gene Fmrl de rato. O clone com a delecéo (C) apresenta a mesma sequéncia,
porém com dele¢do de 160 pb no intron 12, realizada previamente por digestdo por Xmnl (os dois Unicos
sitios de restricdo estdo indicados). Os tamanhos dos éxons 11, 12 e 13 sdo respectivamente 132, 63 e 87

pb. Os tamanhos dos introns 11 e 12 do Fmr1 sdo respectivamente 476 e 2.091 pb.

32




Extrac@o de DNA de plasmideos

As colbnias obtidas foram crescidas sob agitacdo, a 37°C, por 16 horas, em meio
LB contendo ampicilina. Realizou-se a preparacdo em media escala (midiprep) de DNA
dos plasmideos (GenElute Plasmid Midiprep Kit, Sigma, St. Louis, MO). Cinquenta
mililitros de cada cultura foram centrifugados a 5.000 X g por 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 4mL de
solucdo de ressuspensdo gelada. Adicionaram-se 4mL de solucdo de lise e as reacdes
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Seguiu-se adicdo de 4mL de
solucdo de neutralizacdo e 3mL de solucdo de ligacdo e as amostras foram transferidas
para colunas e centrifugadas a 3.000 X g por 2 minutos. Adicionaram-se 4mL de
solucdo de lavagem 1 e seguiu-se centrifugacdo a 3.000 X g, por 2 minutos, adi¢do de
4mL de solucdo de lavagem 2 e nova centrifugacdo a 3.000 X g, por 5 minutos. As
colunas foram transferidas para novos tubos coletores e centrifugadas a 3.000 X g, por 5
minutos apds adicdo de 1mL de &gua ultrapura, obtendo-se a eluicdo do DNA

plasmidial, que foi estocado a -20°C.

Linearizacdo do vetor para transcri¢do in vitro

Os plasmideos extraidos por midiprep foram dosados em gel e 50ug do DNA de
cada clone foram digeridos por enzima de restricdo Xhol, que ndo apresenta sitio de
restricdo nos insertos e cujo uUnico sitio de restricdo no vetor localiza-se a 3’ dos
adaptadores. A reacéo foi realizada em um volume total de 1mL, em tampé&o de reacdo a
10X e com 20uL de enzima de restrigao Xhol (cerca de 200 U), por 16 horas a 37°C. Os
plasmideos foram entdo precipitados em etanol, ressuspendidos em agua e estocados a -

20°C.
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Transcrigéo in vitro

O DNA plasmidial, linearizado por Xhol, foi dosado em gel e submetido a
reacao de transcricdo in vitro pelo SP6/T7 Transcription Kit (Roche, Suica). As reactes
foram realizadas em um volume total de 20uL, contendo tampao de reacdo a 10X,
solucdo contendo ribonucleotideos, NTPs (ATP, CTP, GTP, TTP), a 2,5mM cada, 2U
de polimerase T7 de RNA ¢ DNA plasmidial (cerca de 1pg). Apds incubagdo por uma
hora a 37°C, adicionaram-se 2uL. de EDTA a 0,2M, pH 8,0. Os volumes de reacdo
foram estocados em etanol a -80°C.

Para biotinilacdo do transcrito durante a transcri¢do in vitro, uma mistura de
ribonucleotideos concentrados 10X (Biotin RNA Labeling Mix, Roche, Suica), composta
por cada ribonucleotideo ATP, CTP, GTP a 10 mM; UTP a 6.5 mM e Biotina-16-UTP a

3.5 mM, substituiu a mistura de ribonucleotideos ndo biotinilados.

Selecdo em celulose-oligo(dT)

Transcritos ndo biotinilados foram purificados por complementariedade entre o
poli(dA) de sua extremidade 3’ e oligonucleotideos (dT) conjugados a celulose. Esta
etapa visa capturar somente os transcritos sintetizados que cobrem toda a extenséo do
inserto do Fmrl. A celulose-oligo(dT) (tipo 7, GE Healthcare, Reino Unido) foi
suspensa em tampéo de eluicdo (Tris-HCl a 20mM e pH 7,5 e EDTA a 1mM) e lavada
cinco vezes no mesmo tampédo, com centrifugacdes a 14.000 X g, 60 segundos, entre
cada lavagem. Qutras trés lavagens foram realizadas com tampéo de lavagem (Tris-HCI
a 20mM e pH 7,5, NaCl a 0,5M e EDTA a 1mM) no qual a celulose-oligo(dT) foi
ressuspensa finalmente. A 450 pL de RNA ressuspenso em Aagua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, St. Louis, MO) foram adicionados 50 puL de NaCl a

5M e a solucéo foi aquecida a 65°C por cinco minutos e resfriada rapidamente em gelo
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por trés minutos. O volume total de solucdo foi adicionado a 200ulL de contas de
celulose e agitado manualmente por 5 minutos a temperatura ambiente. Ap6s uma curta
centrifugacdo (14.000 X g, 30 segundos), o sobrenadante foi transferido para novo tubo
e seguiu-se novo ciclo de ligacdo ao oligo(dT). Depois, a celulose foi lavada quatro
vezes com 400ul de tampao de lavagem e uma vez com 400 pL de tampao low-salt
(Tris-HCI a 10 mM, pH7,5, NaCl a 0,1 M e EDTA a 1 mM). O RNA foi eluido com
tampé&o de eluicdo (200 uL) a 70°C seguido de agitagdo por 2 minutos. A eluicéo foi
repetida da mesma forma e os eluidos combinados. Adicionaram-se 44 uL de acetato de

sodio a 3M e 1 mL de etanol a 95% gelado. Os volumes foram estocados a -20°C.

Ligacdo a nucleotideo biotinilado

O RNA néo biotinilado, purificado por complementariedade com oligo(dT) foi
submetido a ligagdo entre seu ribonucleotideo 3’-terminal e citidina bisfosfato
biotinilada (Jena Bioscience, Alemanha). A 50pmoles de RNA foram adicionados 3uL
de tampao de reagdo a 10X, 1uL de RNasin, 1uL de citidina bisfosfato biotinilada, 3uL
de agua ultrapura DEPC, 15uL de polietilenoglicol 6.000 a 30% e 2ulL de ligase de
RNA T4 (Clontech, TaKaRa, Japao). A reacdo foi incubada por 16 horas a 16°C, diluida
pela adi¢do de 70ulL de agua ultrapura e extraida com 100uL de cloroférmio:alcool
isoamilico (1:1). Foram adicionados entdo 10pL de NaCl a 5SM e 300 pL de etanol
absoluto gelado. Apos precipitacdo a -20°C, o RNA foi ressuspendido em 20uL de agua

ultrapura.

Dosagem por dot blotting

A verificagdo da biotinilacdo foi realizada por dot blotting em membrana de
nylon carregada positivamente Hybond-N+ (GE Healthcare, Reino Unido) através do

Bio-Dot Microfiltration Apparatus (Bio-Rad). A membrana previamente hidratada em
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tampdo SSC a 6X (NaCl a 3M, citrato de sédio a 0,3M) e imobilizada no aparato, foram
adicionadas as amostras de RNA biotinilado em agua tratada com DEPC em volume
final de 100 pL por pogo. A membrana foi reidratada em tampao SSC a 6X, removida
do aparato, submetida a crosslinking por luz ultravioleta por 60 segundos, transferida a
solucgéo de bloqueio (TBS-T com BSA a 5%) e incubada com agitagéo por 60 minutos.
Ela foi entdo incubada em TBS-T com estreptavidina conjugada a peroxidase de raiz
forte (Jackson ImmunoResearch, West Grove PA) a 0,05ug/mL ¢ BSA a 1%, por 60
minutos, sob agitacdo. Apés duas lavagens com TBS-T e uma com TBS por 5 minutos
cada, a membrana foi exposta por um minuto a solu¢cdo ECL Western Blotting Detection
Reagents (GE Healthcare, Reino Unido) e posteriormente exposta ao filme Kodak

Biomax XAR (Sigma, St. Louis, MO).

Extrato nuclear

Para a obtencdo de extrato nuclear de cortex cerebral de rato (de acordo com
Grabowski, 2005), foi realizada extracdo de tecido cortical de 20 ratos Wistar jovens
(entre P21 e P28). O tecido foi primeiramente acomodado em placas contendo PBS e
entdo transferido para dois homogeneizadores de vidro do tipo Potter-Elvehjem (55mL,
Thomas Scientific, Wedesboro, NJ) contendo 32,5mL de tampdo de homogeneizagédo
(HEPES a 10mM e pH 7,6, KCI a 15mM, EDTA a 1mM, sacarose a 2,2M, glicerol a
5%, espermidina a 0,5mM, espermina a 0,15mM) gelado e homogeneizado trés vezes
em velocidade maxima (400 RPM) em um homogeneizador Con-torque (Eberbach, Ann
Arbor MI). O tecido homogeneizado foi transferido para dois tubos de polipropileno
para ultracentrifuga (36mL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e centrifugado em
rotor AH-629 de centrifuga Sorvall Pro80 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) a

140.000 X g por uma hora a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e o0s precipitados

36



lavados duas vezes com 0,5mL de tampéo C (HEPES a 20mM, pH 7,6, KCIl a 20mM,
MgCl, a 1,5mM, glicerol a 25%, ditiotreitol a 0,5mM, EDTA a 0, 2mM) e
ressuspendidos em 600ul de tampao C gelado com KCI ajustado para 0,25M. A
suspensdo foi reunida em um microtubo e centrifugada a 16.000 X g por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi novamente ressuspendido em 1,2
mL de tampdo C gelado com KCI ajustado para 0,25M. Essa suspensdo foi transferida
para um homogeneizador de vidro do tipo Douncer (15mL, Kimble Chase, Vineland,
NJ), homogeneizada manualmente por 10 minutos em gelo e centrifugada a 16.000 X g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante (cerca de 1mL) foi ent&o estocado a -20°C. Para
controle da qualidade do extrato nuclear durante a padronizacdo do protocolo, as
aliquotas obtidas a cada passo do protocolo foram submetidas a coloracdo por azul de
tripano, Western blotting com anticorpos anti-histona H2B, anti-histona H4 e anti-Fox-3
(Abcam, Reino Unido). Como alternativa, o extrato nuclear sem imunocoloragéo foi

observado ao microscopio eletrdnico.

Tratamento com azul de tripano

Uma aliquota de 100uL coletada dos ntcleos em suspensdo em tampdo C foi
corada com 100uL de solucdo de azul de tripano em PBS, imobilizada em lamina de

vidro e visualizada ao microscépio dptico (Axiovert 4C, Zeiss, Alemanha).

Precipitacdo por &cido tricloroacético

A cada fracdo (extrato nuclear e controles) adicionou-se 10% em volume de
acido tricloroacético (TCA) absoluto. As fracdes foram incubadas em gelo por 30
minutos e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 12.000 X g. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com TCA a 10% e novamente centrifugado nas mesmas

condigdes. O sobrenadante foi novamente descartado e as fragdes foram lavadas duas
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vezes com acetona a -20°C e deixadas para secar por 20 minutos. Cada fragéo foi entéo
ressuspendida em 20uL de tampéo ureia (Tris a 45mM, pH 7,2, SDS a 0,9% e ureia a

32,4%) e estocada a -20°C.

Western blotting

As amostras precipitadas por acido tricloroacético foram adicionados 10uL de
tampdo GSD a 3X (glicerol a 10%, SDS a 1% e ditiotreitol a 1mM, azul de bromofenol
a 0,004%). As amostras foram fervidas a 95°C por 5 minutos e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 14% com SDS (SDS-PAGE). As
bandas proteicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada
em solucdo de bloqueio (caseina a 1% em TBS-T) por uma hora, em peroxido de
hidrogénio a 10 volumes por dez minutos, em solucdo contendo anticorpo primario anti-
H2B, anti-H4 ou anti-Fox-3 (Abcam, Reino Unido) em TBS-T e BSA a 1% por uma
hora, seguida de incubacdo em solucdo contendo anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (GE Healthcare, Reino Unido) a 1:80.000 em TBS-T e BSA a 1% por uma
hora. A membrana foi entdo incubada em solucdo ECL Prime Western Blotting
Detection Reagents (GE Healthcare, Reino Unido) e exposta ao filme Kodak Biomax

XAR (Sigma, St. Louis MO).

Preparo de material para microscopia eletrénica

O pellet obtido apds centrifugacdo da suspensdo nuclear em tampao C foi
incubado em solucdo de fixacdo 1 (glutaraldeido 3% em tampdo cacodilato 0,1M e
sacarose a 3,77%) por 2 horas a 4°C, lavado trés vezes em solucdo de lavagem (tampé&o
cacodilato a 0,1M e sacarose a 7,5%) por 10 minutos a 4°C, incubado em solucdo de
fixacdo 2 (6smio 1% em tampdo cacodilato 0,1M) por uma hora a 4°C e lavado

novamente trés vezes com solucdo de lavagem. O material foi entdo desidratado em
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temperatura ambiente por incubagdo em alcool 50% por 10 minutos, alcool 70% por 10
minutos, alcool 95% por 15 minutos e alcool 100% por duas vezes de 15 minutos, e
entdo embebido em solucdo de alcool 100% e resina em proporcao 2:1 por 30 minutos,
em proporgdo 1:1 por 60 minutos e em proporgédo 1:2 por 30 minutos, seguido de
embebicdo em resina pura trés vezes por 90 minutos. O material foi emblocado por 72
horas a 58°C e visualizado em microscopio eletrbnico de transmissdo (Zeiss,

Alemanha).

Precipitacdo por afinidade com contas de sefarose-estreptavidina

O ensaio de precipitacdo por afinidade foi baseado na afinidade entre a
estreptavidina das contas de sefarose e a biotina conjugada a ribonucleotideos do
transcrito. Como transcritos biotinilados, foram wusados oligorribonucleotideos
biotinilados em 3’ na primeira analise ou transcritos obtidos pela transcri¢@o in vitro dos
trés clones (ndo-recombinante, tipo-selvagem ou deletado). Os transcritos
apresentavam-se biotinilados em 3’ ou foram biotinilados durante a transcrigdo pela
incorporacdo de biotina-16-UTP.

Para o ensaio de precipitacdo por afinidade, 50uL de contas de estreptavidina-
sefarose (GE Healthcare, Reino Unido) foram lavadas trés vezes com 200uL de tampao
PBS gelado e uma vez com 200uL de tampao C gelado. Apos breve centrifugagdo e
descarte do sobrenadante, foram adicionados 200uL de extrato nuclear para pré-
clareamento, sob agitacdo, por 60 minutos a temperatura ambiente, visando & remogéo
de moléculas enddgenas com afinidade pela estreptavidina ou sefarose. O volume foi
centrifugado a 800 X g por dois minutos e o sobrenadante foi transferido para novos
tubos. Paralelamente, em um microtubo contendo 50uL de contas lavadas em

suspensao, foram adicionados 200ulL de tampdo C, 1uL. de RNasin e RNA marcado
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com biotina. Para oligorribonuleotideos biotinilados, foram usados 1, 2 e 5 nmoles nos
primeiros ensaios. Foram analisados o0s resultados obtidos com 5 nmoles de
oligorribonucleotideo. Para os transcritos longos, biotinilados a 3’ ou em sua extensao,
foram utilizados entre 10 e 200 pmoles em cada reagdo. Os tubos foram agitados a 4°C
por 30 minutos e centrifugados a 2.000 X g por 5 minutos. As contas ligadas ao RNA
marcado foram entdo lavadas trés vezes com 200uL de PBS contendo RNasin. Apos as
lavagens, foram adicionados as contas 200uL. de extrato nuclear pré-clareado, 1ulL de
RNasin e 5ug de RNAt. A reagdo foi incubada sob agitagéo, a 4°C por 16 horas, e entéo
centrifugada a 2.000 X g por 5 minutos. O sobrenadante foi estocado a -20°C para
controle. As contas foram lavadas trés vezes com 200ul. de PBS contendo RNasin,

ressuspendidas em 40uL de tampao GSD e estocadas a -20°C.

Analise do perfil proteico por SDS-PAGE

A ressuspensdo final das contas de estreptavidina do ensaio de precipitacdo por
afinidade foi submetida a SDS-PAGE (10%). O gel foi corado com azul de Coomassie
coloidal (Coomassie G-250 a 0,1%, sulfato de amé6nio a 10%, acido ortofosforico a 3%
e etanol a 20%, em agua destilada) a temperatura ambiente por 16 horas e mantida em
solucdo descorante (metanol a 20% e acido acético glacial a 8,5%, em agua destilada) a
temperatura ambiente também por 16 horas. O gel correspondente a cada canaleta foi
cortado em fatias para serem analisadas por espectrometria de massas Para as analises
com oligorribonucleotideos biotinilados, trés regides foram selecionadas e recortadas do
gel: a regido A, abrangendo bandas de massa estimada entre 144 e 174kDa; a regido B,
entre 56 e 70kDa; e a regido C, entre 40 e 50kDa. Para transcritos obtidos in vitro a
partir dos clones de DNA, cada danaleta foi inteiramente fatiada e teve todo seu

conteddo analisado por espectrometria de massas.
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Analise por espectrometria de massas

A andlise das proteinas por espectrometria de massas foi feita como prestacao de
servico no Centre de Recherche du Centre Hospitalier de I’Université Laval (Québec,
Canada). Fatias do gel em regides de interesse foram cortadas e suspensas em agua e, ja
no Canada, digeridas com tripsina, como descrito previamente (Jeronimo e col., 2007).
Os peptideos tripticos resultantes foram purificados e identificados por espectrometria
de massas (LC-MS/MS) com a seguinte configuracdo: microcapilares com colunas de
fase reversa e sob alta pressdo, acoplados a espectrémetro de massas com analisador do
tipo ion quadrupolo DecaXP LCQ (ThermoFinnigan) ou LTQ-LTQ Orbitrap
(ThermokElectron) e ionizador do tipo nanospray. Os resultados recebidos por correio

eletronico foram analisados com o Scaffold 4 proteomic software.

Anélises comparativas

Foram consideradas interacdes positivas aquelas com pelo menos dois peptideos
com probabilidade de identidade proteica maior que 95% pelo Scaffold 4 proteomic
software com base no SwissProt. Para os ensaios com oligorribonucleotideos, foram
consideradas as proteinas representadas mais significativamente associadas aos
oligorribonucleotideos em comparacdo ao controle negativo (degenerado). Para os
resultados dos ensaios que empregaram transcritos dos clones, foram consideradas as
proteinas presentes unicamente no grupo tipo-selvagem, i.e., ausentes ou representadas
sem atingir os critérios acima nos grupos ndo-recombinante ou delecdo. As proteinas
restantes foram avaliadas quanto a distribuigdo nuclear,, a ontologia génica, a presenca
de dominios de ligacdo a RNA (http://www.uniprot.org) e aos relatos na literatura

cientifica de funcéo ativadora de splicing.
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IVV. Resultados
Producéo de iscas de RNA biotinilado

Este trabalho baseou-se em dois clones de DNA gendmico, gerados em nosso
laboratorio, como reagentes para a analise de elementos transcritos e proteinas
ativadoras do splicing do éxon 12 do gene Fmrl. O primeiro clone constitui o tipo-
selvagem e contém a sequéncia gendmica do Fmrl de rato desde a primeira base do
éxon 11 até a ultima base do éxon 13, inserida em vetor plasmidial pcDNA3.1 .O
segundo clone consiste na mesma sequéncia que o tipo-selvagem, no vetor pcDNA3.1,
porém com uma delecdo de 160pb na sequéncia do intron 12 (bases 11 a 170), gerada a
partir da digestdo do clone original por Xmnl e exclusdo de segmento disposto entre
dois sitios de restricdo para essa enzima (Fig. 4, Velloso, 2008). O segmento deletado
contém elementos em cis identificados in silico como ISE em camundongo. Estas
analises foram revistas e sdo apresentadas na Figura 5. Analise prévia de expresséo do
clone deletado em células C6 mostrou reducdo da inclusdo do éxon 12 no RNAmM em
relacdo ao tipo-selvagem (Velloso, 2008), sugerindo que o segmento deletado contenha
acentuador(es) em potencial do splicing do éxon 12 do Fmr1 in vivo.

Os clones ndo-recombinante, tipo-selvagem e deletado, disponiveis em nosso
laboratorio, tiveram o DNA analisado por sequenciamento de Sanger para confirmagao
da integridade de suas sequéncias (dados ndo mostrados). Apos o preparo do DNA
plasmidial de cada clone por restricdo e desfosforilacdo, eles foram submetidos a
subclonagem com o adaptador Notl(dA4o/dT40)Xhol e os clones obtidos foram triados
pela PCR para identifica¢do das coldnias recombinantes (Fig. 6A e B).

Sete, cinco e quatro colbnias triadas foram identificadas como recombinantes
respectivamente para os clones inicialmente n&o-recombinante, tipo-selvagem e
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deletado, tendo sido denominados NR-poli(dA), WT-poli(dA) e DEL-poli(dA). Uma
vez devidamente dosados, os clones recombinantes poli(dA) foram submetidos a
digestdo pela enzima de restricdo Xhol para linearizacdo, um passo necessario a

transcricdo in vitro (dados ndo mostrados).

CCCTTG
CCCCTT
TTCCCC
TATTCC
TTATTC
TTTATT
GTTTAT
TGTTTA
ATGTTT GGCTGG
AATGTT GGGCTG
TAATGT GGGGCT
TTTAAT GGGGGC
TTTTAA TGGGGG
ATTTTA TTGGGG
AAAATA TTTTAA TATTTT AAAATG GTTGGG
AAMAMAT ATTTTA ATATTT AARAAT GGTTGG
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Figura 5: Representacdo grafica do segmento deletado do intron 12 (sublinhado) e dos elementos
candidatos a acentuadores de splicing (ISE) contidos nele, identificados pela ferramenta Acescan2
(http://genes.mit.edu/acescan2/index.html). Encontram-se representadas somente as 200 bases iniciais

deste intron.

Os produtos da transcricdo in vitro sem biotina foram verificados em gel (Fig. 7)
antes de serem capturados por contas de celulose-oligo(dT) por afinidade a poli(dA) e

biotinilados em 3°.
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Figura 6: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio em que foram submetidas a eletroforese:
(a) padréo de peso molecular Low Mass DNA Ladder com bandas correspondentes a 100pb, 200pb, 400pb
e 800pb indicadas, 2uL; (b) produtos amplificados por PCR a partir de DNA de colbnias de E. coli
transformadas com DNA ligado em propor¢do molar de 1:3 de vetor e inserto; (c) produtos amplificados
por PCR a partir de DNA de coldnias transformadas com DNA ligado em propor¢do molar de 1:6 de
vetor e inserto; (d) produtos amplificados por PCR a partir de DNA de col6nias transformadas com DNA
ligado em proporcéo de 1:9 de vetor e inserto. Para os clones tipo-selvagem e deletado (A), utilizaram-se
iniciador senso hibridando a 5° do éxon 13 do Fmrl do inserto (veja Figura 4) e iniciador anti-senso
hibridando no vetor, com bandas de tamanho esperado de 565pb para colénias positivas. Para o vetor ndo-
recombinante (B), utilizaram-se iniciadores senso e anti-senso hibridando no vetor, com bandas de
tamanho esperado de 224pb para colbnias positivas. A composi¢do das bandas obtidas est4 indicada a
direita de acordo com o diagrama dos clones representado na Figura 4 (secdo de Material e Métodos).
Algumas bandas obtidas na triagem do clone deletado, de tamanho menor que o esperado e também
esquematizadas acima, provavelmente representam coldnias portando vetor sem o inserto (tamanho

aproximado de banda de 525pb).
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Os transcritos produzidos pela transcricdo in vitro com marcacdo interna por

biotina e aqueles obtidos ap6s passos consecutivos de transcrigdo, sele¢cdo em matriz de

celulose-oligo(dT) e biotinilagdo terminal foram submetidos a dot blotting, com

diluicdes seriadas, em membrana de nylon e deteccdo por estreptavidina conjugada a

peroxidase. (Fig. 8).

vetor linearizado

2000pb —> e
1200pb —> s
800pb —> e

200pb —>

400pb —> '
b ;

populagédo de transcritos

Figura 7: Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio em que foram submetidas & eletroforese:

() padrdo de peso molecular Low Mass DNA Ladder, com bandas correspondentes a 200pb, 400pb,

800pb, 1200pb e 2000pb indicadas; (b - d) produtos da reacdo de transcrigdo in vitro sem marcagdo com

biotina, sendo (b) clone ndo-recombinante, (c) clone tipo-selvagem e (d) clone mutado. Embora a

populacgdo de transcritos, marcada a direita, pareca ter extensdes médias entre 200 a 800 bases, 0 padrdo

de tamanho de DNA é para fita dupla e ndo se adequa a estimativa de bases da fita simples do RNA neste

gel ndo-desnaturante.
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Figura 8: Dot blotting para dosagem de RNA biotinilado, com dilui¢des seriadas marcadas a esquerda,
inciadas a partir de 10uL de RNA ndo dosado. As amostras correspondem a: (a) transcri¢do in vitro com
marcacao interna do clone ndo-recombinante, (b) transcricdo in vitro com marcacéo interna do clone tipo-
selvagem, (c) transcri¢do in vitro com marcagdo interna do clone deletado, (d) controle positivo do kit de
biotinilagdo em 3°, (e) biotinilagdo terminal (3”) de produtos de transcri¢cdo do clone ndo-recombinante,
(f) biotinilacdo terminal (3”) de produtos de transcri¢do do clone tipo-selvagem e (g) biotinilacdo terminal

(3°) de produtos de transcri¢do do clone deletado.

Extratos nucleares

Baseando-nos no protocolo estabelecido por Grabowski (2005), padronizamos o
protocolo para obtencdo de extratos nucleares. Os extratos, assim como os controles
coletados durante o procedimento, foram submetidos a Western blotting com anticorpos
para proteinas nucleares para analise de sua integridade e sua composi¢do (Fig. 9). Uma
vez que se verificou que o extrato continha ndcleos integros, sem contaminagao
aparente por outras organelas, procedeu-se & lise mecénica dos nucleos através de
homogeneizadores de vidro do tipo Douncer, liberando assim as proteinas nucleares ao

extrato (dados ndo mostrados).
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Figura 9: Andlise de integridade nuclear e composicao proteica de extratos nucleares de cortex cerebral
de ratos Wistar em P21-P28. (A) e (B) Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de nicleos
integros obtidos dos extratos. (C) Western blot realizado com anticorpo policlonal de coelho especifico
para histona H4 (1:1.000). As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE a 14%, na seguinte ordem: (a)
extrato nuclear, (b) tecido cortical ndo-homogeneizado, (c) tecido cortical homogeneizado, (d)
sobrenadante apds ultracentrifugacdo a 140.000 X g, (e) pellet apds ultracentrifugacdo a 140.000 X g, (f)
camada superior ap6s ultracentrifugacdo a 140.000 X g, (g) pellet apds centrifugacdo a 14.000 X g.
Bandas de massas moleculares relevantes, indicadas pelo padrdo (ndo mostrado), estdo marcadas a
esquerda da figura. A banda correspondente as histonas H4, de cerca de 14KDa, esté indicada pela seta a
direita da figura. (D) Western blot realizado com anticorpo policlonal de coelho especifico para Fox-3
(1:2.500), com amostras aplicadas em gel SDS-PAGE a 14%: (a) pellet ap6s centrifugacdo a 14.000 X g,
(b) sobrenadante da mesma centrifugacdo. Bandas de massas moleculares relevantes, indicadas pelo
padrdo (ndo mostrado), estdo marcadas a esquerda da figura. A banda correspondente a proteina Fox-3, de
cerca de 36 kDa, estd indicada pela seta a direita da figura. (E) NUcleos ap6s ressuspensdo em tampéao C

corados com azul de tripano.
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Analises por espectrometria de massas: oligorribonucleotideos biotinilados

Os resultados de espectrometria de massas dos géis de produtos de ensaios de
precipitacdo por afinidade (Fig. 10) foram considerados significativos se houvesse pelo

menos dois peptideos com 95% de identidade a proteina.
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Figura 10: Anélise dos perfis eletroforéticos (SDS-PAGE a 10%, corado com azul de Coomassie) dos
produtos de ensaios de precipitacdo por afinidade entre extrato nuclear de cértex cerebral de rato e sondas
de RNA, sendo (A) oligorribonucleotideos biotinilados, como indicados; e (B) transcritos da expressao
dos clones, como indicado. Em (B), ha resultados de transcritos que foram biotinilados em sua extensdo
durante a transcri¢@o in vitro e transcritos biotinilados em 3°. O padrdo de massa molecular na primeira
canaleta de cada gel corresponde ao Kaleidoscope (Bio-Rad). Os controles negativos em cada ensaio séo
a auséncia de lisado (nenhum lisado) ou de isca (nenhuma isca). Em (A), regibes A, B e C do gel
correspondem & localizacdo das bandas que foram retiradas das canaletas de cada um dos cinco
oligorribonucleotideos. Em (B), cada canaleta de resultado de clones foi fatiada e teve todo seu contetido

submetido a analise por espectrometria de massas.

Foram identificadas 40, 53 e 28 proteinas para respectivamente as regies A, B e
C do gel de produtos dos ensaios de precipitacdo por afinidade aos

oligorribonucleotideos biotinilados. Apo6s descartarem-se 0s contaminantes conhecidos
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para esse tipo de analise, como queratinas e componentes da reacdo de digestdo das
bandas (tripsina, aloumina, inibidores de nucleases e proteases), 0 nimero de proteinas
Unicas ficou reduzido para 18, 23 e 11 para as respectivas regides A, B e C. Estas, por
sua vez, foram triadas e agrupadas de acordo com os critérios: (a) localizagdo
subcelular; (b) compatibilidade entre massa estimada e massa observada; (c) presenca
de dominios de ligacdo a RNA,; e (d) ligacdo mais significativa as sondas especificas do
que a do controle negativo (sonda degenerada). A Figura 11 ilustra as proteinas de

acordo com sua distribuicdo subcelular entre o ndcleo e/ou citoplasma.

Nucleo Citoplasma

SAFB

SF3B2
hnRNP U-like 1 SFPQ
hnRNP U-like 2 Nucleolin
Histone 1.4
EFTUD2 RNA helicase A
THRAP3 hnRNP A2/B1 CaMK-Il subunit alpha
TIF1-beta ILF3 Endoplasmin
hnRNP A3 hnRNP A1 Beta-actin
hnRNP C DAZAP1 Desmoplakin
hhnnF:{IT\l Ppl-(i;?, PABP-2 ATP-synthase subunit beta
hnRNP DO
SF3B4 elF-4A-lIl
TDP-43 hnRNP A/B
hnRNP H hnRNP D-like
MyEF-2 GAPDH

H/ACA subunit 4

FUS
HMG20A

Figura 11: Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo nuclear e/ou citoplasmatica para as proteinas
identificadas por espectrometria de massas para as reagdes de precipitacdo por afinidade entre extrato
nuclear e oligorribonucleotideos biotinilados em 3’. As cores representam sua classificagéo ap0s triagem
(verde: preenchem todos os critérios da andlise; amarelo: massa observada difere ligeiramente da
estimada; vermelho: massa observada difere significativamente da estimada ou ligagdo inespecifica as
sondas; preto: localizagdo exclusivamente citoplasmatica, ou ndo possui dominio descrito de ligacdo a

RNA.
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Descartando-se as proteinas sem dominios descritos de ligacdo a RNA ou
aquelas exclusivamente citoplasmaticas, obtivemos 28 proteinas candidatas a
interagirem in vivo com a regido do intron 12 do Fmrl coberta pelos
oligorribonucleotideos (Tabela 3).

Tabela 3: Proteinas identificadas em ensaios com oligorribonucleotideos e seus
respectivos dominios de ligacdo a RNA.

Proteina*/Numero de acesso Tipo de dominio** | Ontologia génica
ATP-dependent RNA helicase A/ID4A9D6 DSRM Processamento de RNAm
DAZ-associated protein 1/Q4KLZ3 RRM Splicing de pré-RNAm
Eukaryotic initiation factor 4A-111/Q3B8Q2 N.D.*** Splicing de pré-RNAm
H/ACA ribonucleoprotein subunit 4/P40615 RRM Processamento de RNAr
hnRNP A1/P04256 RRM/RGG Splicing de pré-RNAm
hnRNP A3/Q6URK4 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP A/B/Q9QX81 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP A2/B1/A7VIC2 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP C/P17132 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP D0/Q9JJ54 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP D-like/Q3SWU3 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP G/Q4V898 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP H/Q8VHV7 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP H3/D4ABK7 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP U/Q6IMY8 RGG Splicing de pré&-RNAm
hnRNP U-like 1/D4A962 SAP Splicing de pré&-RNAm
hnRNP U-like 2/D4ABT8 SAP N.D.***

Interleukin enhancer-binding factor 3/Q9JIL3 DSRM Regulacéo transcricional
Lupus La protein homolog/P38656 LA/RRM Processamento de RNAmM
Matrin-3/P43244 RRM Matriz nuclear

Myelin expression factor 2/D4AEIS RRM Regulacéo transcricional
Nucleolin/P13383 RRM Processamento de RNAr
Polyadenylate-binding protein 2/G3V7Z8 RRM Processamento de RNAm
RNA-binding protein FUS/Q5PQK?2 RRM Splicing de pré-RNAm
Scaffold attachment factor B1/088453 RRM Organizacdo da cromatina
Splicing factor 3B subunit 4/Q6AYL5 RRM Splicing de pré-RNAm
Splicing factor proline-glutamine-rich/Q4KM71 | RRM Splicing de pré-RNAm
TAR DNA-binding protein 43/16L9G6 RRM Splicing de pré-RNAm

*Proteinas listadas em inglés de acordo com a descri¢do no banco UniProt (http://www.uniprot.org).
**Dominios: DSRM (double-stranded RNA binding motif); RRM (RNA recognition motif); RGG
(arginine and glicine rich); SAP (SAF-A/B, Acinus and PIAS DNA/RNA binding motif); LA (La RNA-
binding protein domain). ***N.D.: ndo determinado.
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Das 28 proteinas listadas na Tabela 3, 18 possuem atuagdo descrita no splicing
de pré-RNAm, trés no processamento de RNAm e duas na regulagdo da transcri¢do
génica (Tabela 3). Entre essas 18 proteinas, sete mostraram-se negativas no controle
com oligorribonucleotideo degenerado, ao contrario das demais que apresentaram um
peptidio identificado ou mais do que um peptidio por proteina embora com uma
diferenga grande para 0s grupos-teste. As sete proteinas ausentes no controle negativo
sdo hnRNPs. Cinco delas, hnRNPU-like 1, hnRNP P2, hnRNP H3, hnRNP Al e hnRNP
U, foram detectadas somente por um dos quatro oligorribonucleotideos-teste. Duas
hnRNPs (D e A3) foram identificadas por trés e dois oligorribonucleotideos,

respectivamente (Fig. 12).

Analises por espectrometria de massas: transcritos biotinilados

Considerando-se apenas os resultados com pelo menos dois peptideos com 95%
de identidade ou mais, foram identificadas 591 e 687 proteinas para 0s ensaios de
precipitacdo por afinidade aos transcritos biotinilados em toda sua extenséo e apenas a
3’, respectivamente. Apds descartarem-se 0S contaminantes e as proteinas com ligagédo
inespecifica, i.e., aquelas que também interagiram com o controle negativo ndo-
recombinante, esse nimero foi reduzido para 18 e 14, respectivamente. Assim como no
caso dos ensaios com oligorribonucleotideos, foi possivel identificar enriquecimento de
proteinas nucleares (dados ndo mostrados). A Tabela 4 enumera, entre as proteinas
identificadas, as que possuem dominios descritos de ligacdo a RNA. Dessas 14
proteinas, dez estdo descritas na literatura como atuando no splicing de pré-RNAm, trés
no processamento de RNAmM e uma na regulacdo da transcricdo génica. Uma das

proteinas com funcédo de splicing de pré-RNAm (hnRNP U-like 1, Tabelas 3 e 4) havia
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sido identificada pela estratégia de precipitacdo por afinidade com
oligorribonucleotideo biotinilado.
ceccttg
ccectt
ttcecee
tattce
ttattc
tttatt
gtttat
tgttta
atgttt ggctgg tatttg
aatgtt gggctg gtattt
taatgt ggggct gggtat
tttaat g9ggggc tgggta
ttttaa tggggy grgggt
atttta ttgggg Tgtgey
azsaata ttttaaz tatttt aaaatg gttgog tgtttg
aaaaat atttta atattt aaaaat ggttgy gtgttt
attccttgaaaaatacattttaagttgatattttaatgtttattecocttgttaagaaagactaaaaatgagectoatggttgggggotygtggaggagtgtttgtgggtatttgaatccacagecctgag
attccttgaaaaatacattttaagttgatattttaatgtttattecccoctt
gg tggt
TGIIgICTIIT qrgog G
hnRNP D hnRNP D hnRNP D
hnRNPA3
hnRNP U-like1
Fus (hnRNP P2)
hnRNP U

Figura 12: llustragdo do segmento do intron 12 do FMR1 e os candidatos a ISE previamente

identificados in silico (painel superior). Abaixo desta sequéncia, encontram-se 0s quatro
oligorribonucleotideos (em amarelo, verde, cinza ou azul) cujas sequéncias se sobrepdem. Acrénimos
isolados dispostos abaixo dos oligorribonucleotideos identificam as proteinas nucleares, com dominios de
ligacdo a RNA e funcdo em potencial de regulacdo do splicing do pré-RNAm, que foram capturadas por
cada um dos oligorribonucleotideos identificados pela mesma cor e alinhados a elas. Acrdnimos repetidos
na mesma linha correspondem a proteinas identificadas por diferentes oligorribonucleotideos. Estdo
representadas aqui somente aquelas proteinas cujo resultado foi negativo para o oligorribonucleotideo

degenerado.

Em resumo, em relacdo as trés estratégias utilizadas para geracéo de transcritos
biotinilados compreendendo parte ou todo intron 12 do Fmrl, os resultados revelaram
um total de 27 proteinas ndo-redundantes, contendo dominios de ligagdo a RNA,
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distribuicdo nucear e funcdo atribuida de regulacdo de splicing de pré-RNAm, que se

tornaram candidatas a regulacao do splicing do éxon 12 do Fmr1.

Tabela 4: Proteinas identificadas em ensaios

respectivos dominios de ligacdo a RNA.

com transcritos biotinilados e seus

Proteina*/ NUumero de acesso Tipo de : :
Ontologia génica
Biotinilag&o integral dominio**
Far upstream element-binding protein 1/Q32PX7 KH Regulacéo transcricional
Far upstream element-binding protein 2/Q99PF5 KH Splicing de pré-RNAm
hnRNP AO/F1IM3H8 RRM Splicing de pré-RNAm
hnRNP U-like 1/ D4A962 SAP Splicing de pré-RNAm
RNA-binding protein 6/D4ACWO0 RRM Processamento de RNAm
RNA binding protein fox-1 homolog 2/A1A5R1 RRM Splicing de pré-RNAm
Serine/arginine-rich splicing factor 4/G3V798 RRM Splicing de pré-RNAm
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit/F2Z3T9 RRM Splicing de pré-RNAm
U1 small nuclear ribonucleoprotein A/Q5U214 RRM Splicing de pré-RNAm
U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa/B2RZ74 RRM Splicing de pré-RNAm
U2-associated SURP-containing protein/D3ZAI0 RRM Processamento de RNAmM
Biotinilacao a 3’
Cleavage stimulation factor subunit 3/F1IM4W7 HAT Processamento de RNAm
Sam68-like mammalian protein 1/Q920F3 KH Splicing de pré&-RNAm
Protein Son/FIMAQ7 G-patch Splicing de pré-RNAm

*Proteinas listadas em inglés de acordo com a descrigdo no banco UniProt (http://www.uniprot.org).
**Dominios: KH (hnRNP K-homology domain); RRM (RNA recognition motif); SAP (SAF-A/B, Acinus
and PIAS DNA/RNA binding motif); HAT (Half a TPR); G-patch (glycine patch).
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V. Discussao

O presente trabalho teve como objetivo o levantamento de proteinas candidatas a
ativacdo do splicing do éxon 12 do gene Fmrl, tendo como alvo um segmento de 160
bases do intron 12 do Fmrl (bases 11 — 170), o qual apresenta sequéncias curtas que,
quando transcritas, constituem candidatas a acentuadoras de splicing. Este segmento
alvo foi, desde o inicio, devido a seu tamanho, um impedimento para a sintese de um
unico oligorribonucleotideo biotinilado. Por isso, optamos pela sintese de quatro
oligorribonucleotideos cobrindo quase toda a extensdo do segmento deletado e
apresentando certa sobreposicédo de sequéncia, além de um oligonucleotideo degenerado
como controle negativo (Fig. 12). Apesar de se tratar de uma estratégia com certo viés,
uma vez que as sondas sintetizadas provavelmente ndo possuem a estrutura secundaria
da regido intrbnica in vivo, acreditamos que ainda seria factivel analisar sua interacédo
com elementos em trans de regulacdo do splicing, que podem ser guiados mais por
reconhecimento de sequéncia do que de estrutura.

Como estratégia paralela, utilizamos produtos da transcri¢do in vitro de DNA de
clones de segmento gendmico do Fmrl. Esta estratégia, por sua vez, contava com a
dificuldade de se tratar de um segmento genémico longo gerando um transcrito de cerca
de 3kb, o que poderia levar a um baixo rendimento na reacdo de transcrigédo in vitro,
assim como a producdo de transcritos incompletos. A questdo do rendimento foi
razoavelmente resolvida pela transcricdo em massa dos clones, chegando a quantidades
finais de até 200 pmoles, a qual se revelou satisfatdria, dada a alta sensibilidade das
analises por espectrometria de massas. Tentou-se contornar a questdo da producao de
transcritos incompletos pela adicdo do adaptador poli(dA) nos vetores, aumentando a

probabilidade de captura de apenas transcritos em sua integridade. Entretanto, o baixo
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rendimento de RNA pds-captura permite concluir que havia elevada quantidade de
transcritos parciais, obtidos in vitro. Esse rendimento ndo permitiu a observagdo dos
produtos capturados em gel. Assim, ndo podemos excluir a possibilidade de captura de
transcritos por afinidade com segmentos internos ricos em adenina. Ambas as
estratégias de biotinilagdo dos transcritos - ao longo de sua extensdo, durante a
transcricdo in vitro ou na extremidade 3°, apds transcrigdo in vitro - mostraram-se
satisfatorias ao se verificar o sinal por dot blotting (Fig. 8).

O protocolo no qual nos baseamos para a obtencdo de extratos nucleares,
estabelecido pela Profa. Paula Grabowski (University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA),
consiste em um fluxo de trabalho relativamente simplificado se comparado a protocolos
anteriores a este. A etapa de padronizagédo deste protocolo (Fig. 13) constituiu um passo
fundamental no projeto de pesquisa porque, além de propiciar um enriquecimento
consideravel de proteinas nucleares no extrato, as condi¢cfes estabelecidas permitem a
realizacdo de splicing in vitro no futuro (Grabowski et al., 2005).

O sucesso na obtencdo de um extrato enriquecido em proteinas nucleares pode
ser avaliado por microscopia Gtica e eletrnica de transmissdo e por Western blotting
com anticorpo anti-Fox-3, uma proteina de expressdo neuronal, localizada
majoritariamente no ndcleo celular e utilizada como marcador de neurbnios pds-
mitoticos (Kim e col., 2009; Fig. 9), além da analise das proteinas identificadas por
espectrometria de massas (Fig. 11 e Tabelas 3 e 4). A correspondéncia com a Profa
Grabowski foi essencial ao entendimento da correta ressuspensdo dos nucleos celulares
presentes no precipitado apos a centrifugacdo a 16.000 X g (Fig. 13, P16a), pela
homogeneiza¢do manual com homogeneizador de vidro do tipo Douncer, permitindo a
lise dos nucleos e a solubilizacdo das proteinas do seu conteudo, as quais entdo se

apresentaram no sobrenadante (Fig. 13, S16b).
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Figura 13: Esquematizagdo do protocolo para obtencdo de extrato nuclear de cdrtex cerebral de rato
(P21-P28). A homogeneizacao do tecido em tampdo de homogeneizagdo, através de homogeneizador do
tipo Con-torque, a 400 RPM, e frascos Potter-Elvehjem, com movimentos verticais do pistilo, é seguida
por centrifugacdo a 140,000 X g. O precipitado obtido (P140) é ressuspendido em tampdo C com KCI
ajustado para 250mM e submetido a nova centrifugagdo a 16.000 X g. O precipitado obtido (P16a) é
novamente ressuspendido em tampdo C com KCI a 250mM e homogeneizado manualmente, com
homogeneizador de vidro do tipo Douncer, por 10 minutos, e entdo centrifugado a 16.000 X ¢g. O

sobrenadante obtido (S16b) contém as protéinas nucleares em suspensao.

Os esforgos do grupo da Profa Grabowski (Univ. Pittsburgh) em padronizar o
protocolo de extrato nuclear de tecido cortico-cerebral de rato (P21-P28) foram muito
importantes a area de estudo do splicing do prée-RNAm. Extratos realizados
anteriormente eram baseados nos protocolos para analise de transcrigdo génica, os quais
rendiam produtos mais ricos em nucleases que impossibilitavam a realiza¢do de splicing
in vitro. A diminuicdo da concentracdo de ions monovalentes reduziu a possibilidade de
lise nuclear. Outro aspecto fundamental é a presenca de substancia branca em excesso, a
qual prende os ndcleos em sua trama, como 0 que Se observou no material aplicado na

canaleta f do gel da Figura 9C, que corresponde a coleta do que fica no topo do tubo
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apos centrifugacdo a 140.000 X g. Para minimizar a contaminag&o de substancia branca
nos extratos nucleares, ndo se utilizam ratos mais velhos, mas somente até o final do
primeiro més pos-natal. No nosso caso, essa observacdo foi conveniente porque se
observa nessa idade (P21-P28) bons niveis de isoformas da FMRP que expressam o
éxon 12 do FMRL. Por outro lado, ratos mais jovens ndo sdo recomendados porque
apresentam um rendimento muito baixo, impondo-se o uso de um nUmero

excessivamente alto de animais (revisto por Grabowski, 2005).

Proteinas identificadas em ensaios com oligorribonucleotideos

Para os ensaios com oligorribonucleotideos biotinilados, 0 nimero de proteinas
identificadas para cada regido do gel foi relativamente baixo, ficando entre 20 e 50 por
regido do gel (A, B ou C). Apos o descarte de proteinas contaminantes, obtivemos um
total de 40 proteinas Unicas com pelo menos 95% de similaridade com as sequéncias de
referéncia e dois ou mais peptideos identificados. Desse total, aquelas que estavam
descritas como sendo exclusivamente citoplasmaticas, assim como aquelas sem
dominios descritos de ligacdo a RNA, foram descartadas, resultando em uma lista de 28
proteinas com possibilidade de interacdo direta com RNAmM in vivo. A triagem que se
seguiu levou em consideracdo dois fatores: se a massa esperada para a proteina
correspondia a regido do gel na qual ela foi observada, e se essa proteina interagia mais
significativamente com as sondas de RNA contendo sequéncias gendmicas internas a
delecdo no intron 12 do que com a sonda de RNA degenerado. Esses critérios, no
entanto, sdo flexiveis. Primeiramente, a concentracdo do gel SDS-PAGE utilizada
(10%) possui resolucdo satisfatoria apenas em uma faixa definida; assim, pode haver
distorcdo entre a marcagéo observada no padrdo de peso molecular e a real massa de

uma proteina da amostra.
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Além disso, a utilizagdo de uma sonda de RNA degenerado como controle
negativo exige cautela. A opgéo por utilizar uma sonda degenerada se deu por receio de
escolhermos, por exemplo, uma sequéncia anti-senso como controle negativo que
acidentalmente tivesse sitios para interacdo com elementos regulatérios. Uma sonda
degenerada, no entanto, € uma populacdo de sondas com sequéncias possivelmente
aleatorias. Ainda que dentro dessa populagdo possa haver RNAs com sitios para
interacdo com elementos em trans, eles estardo sub-representados em relagdo ao total,
entdo a alternativa nos pareceu viavel. Os vieses dessa op¢do de controle negativo
seriam tanto discriminar entre o ruido basal de interacGes verdadeiramente positivas e
especificas, quanto analisar a interacdo com proteinas que, por sua vez, também
apresentam dominios de ligacdo a sequéncias degeneradas como 0s elementos em cis

reguladores do splicing e seus fatores em trans.

Apobs triarmos as proteinas identificadas através desse ensaio, foi possivel
classifica-las qualitativamente em relacéo a sua probabilidade de interagir in vivo com a
regido do intron 12 do Fmrl com potenciais acentuadores do splicing (Fig. 11). Das 28
proteinas consideradas, 18 possuem atuacdo descrita no splicing de pré-RNAm, trés no
processamento de RNAm e duas na regulacdo da transcricdo. Das proteinas com
envolvimento no splicing, trés ja foram descritas como ativadoras: DAZAP1
(Choudhury e col., 2014), hnRNP A/B (Martinez-Contreras e col., 2006) e hnRNP G
(Nasim e col., 2003). Outras, inclusive algumas hnRNPs, ndo parecem ter sido
estudadas extensivamente, deixando aberta a possibilidade de atuarem como ativadoras

do splicing do exon 12 do Fmr1.
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Proteinas identificadas em ensaios com transcritos biotinilados

No caso dos transcritos biotinilados, uma vez que as canaletas foram submetidas
para analise em sua integridade, o nimero de proteinas identificadas foi bem maior: 591
para 0s transcritos com biotina em sua extensdo e 687 para aqueles marcados com
biotina na sua regido 3’. Apés descarte dos contaminantes, fez-se necessaria uma
triagem robusta, a fim de filtrar proteinas interagindo inespecificamente com o0s
transcritos. A estratégia adotada foi subtrair aquelas proteinas que se encontravam
interagindo com transcritos do clone ndo-recombinante em proporcao igual ou maior do
que em relacdo aos outros clones, e em seguida, analisar, entre as proteinas restantes,
quais interagiam em maior propor¢do com transcritos do clone tipo-selvagem e do que
em relacdo ao clone mutado, resultando em uma lista com 11 proteinas para transcritos

com biotina em sua extensao e 3 proteinas para transcritos biotinilados a 3°.

Nas nossas analises, ndo foi realizado tratamento estatistico para proteinas que,
nos ensaios com transcritos longos, apresentaram mais de dois peptideos com
sensibilidade maior que 95% nas trés amostras (ndo recombinante, tipo-selvagem e
deletado). Uma vez que os transcritos eram longos, a representacdo de proteinas que
definam o éxon ou o intron ira diferir ligeiramente entre as amostras, sobretudo entre o
tipo-selvagem e o clone que sofreu delecdo. E possivel que o tratamento estatistico seja
realizado futuramente como teste para alguma proteina antes de iniciarmos estudos

experimentais para comprovacao da interacdo ribonucleoproteica.

Das 14 proteinas identificadas na segunda etapa do estudo, dez possuem papeéis
no splicing de pré-RNAm, trés sdo responsaveis pelo processamento de RNAmM e uma
estd envolvida na regulacdo da transcricdo. Observamos somente uma redundanica

(hnRNP U-like 1) entre as duas listas de proteinas totalizando 27 proteinas néo-
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redundantes, ao invés de 28. Como a hnRNP U-like 1 foi detectada a partir de duas
estratégias diferentes, é possivel que ela seja uma forte candidata. Além desse critério,
outro importante é a auséncia na fracdo do controle negativo, como as sete proteinas
hnRNPs (Al, A3, D, H3, P2, U, U-like 1) apresentadas na Figura 12. Com esse critério

a proteina hnRNP U-like 1 esta novamente presente.

Analise geral das 27 proteinas candidatas

A classificacdo por ontologia génica das 27 proteinas com envolvimento
funcional no splicing do pré-RNAm ndo significa necessariamente uma especificdade
de funclo em relacdo a transcritos, tecido ou fase do desenvolvimento. E sabido que
algumas das proteinas capturadas em nossos ensaios fazem parte de por¢des constantes
e vitais do spliceossomo. Séo elas: U2AF (65 kDa), a subunidade 4 do fator de splicing
3B, as proteinas A e de 70 kDa de snRNP U1 e a proteina com dominio SURP de
snRNP U2 (http://ncbi.nih.gov/gene). E possivel que essas cinco proteinas tenham sido
co-precipitadas com o RNA de modo indireto pela sua associacdo a fatores ligados
diretamente ao transcrito. Por outro lado, fungdes reguladoras especificas tém sido
atribuidas a proteinas tdo centrais no processo de splicing quanto U2AF65. Desta forma,
pode ser prematura a exclusdo de proteinas como esta da lista de candidatas a regulacao
do splicing do FMR1. Uma situacéo, porém, é o caso de proteinas como elF-4A-I11, que
¢ um fator de iniciacdo da traducdo com fungdo de helicase, devendo ndo ter uma
funcdo essencial na definicdo exbnica ou intrénica para o splicing do pré-RNAm, mas
na formacdo do complexo juncional de éxons (Zhang e Krainer, 2007). Com essa
analise, elF-4A-111 deixa de ser boa candidata a regular o splicing do éxon 12 do Fmrl e

a lista passa a ter 26 proteinas.
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Proteinas da lista ja foram descritas no mesmo complexo macromolecular.
Embora ndo se possa excluir, por exemplo, a proteina 43 ligante de TAR (TDP-43)
como candidata a interagir diretamente com o transcrito do FMR1, essa proteina foi
relatada como ligante do grupo A e B de proteinas hnRNPs (Romano e col., 2014).
Outra analise a coloca no mesmo complexo que varias proteinas capturadas em nossos
ensaios: hnRNPs (A0, Al, A2/B1, A3, G, H, U, U-like 1), além da helicase A de RNA
dependente de ATP (DHX9, Tabela 3, Freibaum e col., 2010). A proteina 3 ligante de
acentuador de interleucina, um fator transcricional (Tabela 3), foi demonstrada no
mesmo complexo que outras proteinas observadas aqui, como o fator de splicing rico
em prolina e glutamina, também denominado PSF, fator de splicing associado a PTB
(do inglés, pyrimidine tract binding protein), hnRNP D, fus (hnRNP P2), hnRNP A3,
A2/B1 e Al (Chaumet e col., 2013). E possivel que os fatores transcricionais ou de
processamento de cauda poli-A ou de RNAr tenham sido identificados nos ensaios de

precipitacdo por afinidade por sua relacdo indireta com o transcrito.

Outra situacdo possivel € a participacdo de duas ou mais proteinas na regulacao
do splicing, de forma direta ou indireta. A proteina hnRNP G interage diretamente com
o fator de splicing 4 rico em serina e arginina, o qual neste heterodimero apresenta um
efeito repressor sobre o splicing do éxon 10 de transcritos de Tau (Wang e col., 2011).
Por outro lado, U2AF65 e hnRNP H foram demonstradas a agir sinergisticamente de
forma direta a ativar o splicing de um éxon de RNAm para um fator transcricional

(Ortufio-Pineda e col., 2012).

Outras proteinas listadas aqui (Tabelas 3 e 4) foram descritas como ativadoras da
inclusdo exdnica em transcritos maduros: Fox-2 (Zhang e col., 2008; Welzel e col.,

2012), Son (Sharma e col., 2011), DAZAP1 (Pastor e Pagani, 2011), PSF (Kim e col.,
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2011; Cho e col., 2014), Sam68-like 1 (Stoss e col., 2004), hnRNP G (Heinrich e col.,
2009) e hnRNP H (Chou e col., 1999), a maioria delas com expressdo no sistema

nervoso central de mamiferos.

Diante dessa situacdo em que é dificil identificar entre 26 proteinas aquela(s)
que poderia(m) participar diretamente da interagdo com o transcrito do Fmrl, torna-se
necessario avaliar na literatura cientifica os elementos em cis detectados por essas
proteinas candidatas, sobretudo aquelas que foram demonstradas por ativar o splicing
do pré-RNAm. Como observado na Tabela 5, alguns elementos em cis foram
identificados em transcritos alvo da regulacdo pelas proteinas descritas como ativadoras
do splicing do pré-RNAm. A atividade de Son parece ser indireta (Sharma et al., 2011).
A andlise na sequéncia do FMR1 permite a identificacdo de elementos com potencial
para 0 reconhecimento por quatro proteinas listadas na Tabela 5. Observa-se que 0s
curtos elementos em cis podem ser identificados nas primeiras 200 bases do intron 12
do Fmrl (Tabela 5) e para um deles (hnRNP H), as oito bases estdo conservadas e
fazem parte de um ISE identificado previamente por ferramenta computacional (Fig. 5).
O ISE identificado para as proteinas FOX (FOX1, FOX2 e FOX3) foi detectado no
segmento do intron 12 analisado, com quatro ou cinco bases conservadas de um total de
seis. Entre as seis sequéncias acentuadoras da Tabela 5, duas identificaram ISEs (FOX2
e hnRNP H). Os elementos com similariadade a esses no intron 12 do Fmrldevem ser
testados prioritariamente como alvo respectivamente para as proteinas FOX2 e hnRNP

H.

Em relacdo ao envolvimento funcional com o sistema nervoso central, foi
relatado recentemente que as proteinas FOX regulam o splicing alternativo de

mensagens cujos produtos sao funcionalmente relacionados a funcao sinéptica e quando
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deficientes associam-se ao autismo (Weyn-Vanhentenryck e col., 2014). As proteinas
hnRNP A2/B1 e hnRNP G foram identificadas nas inclusdes intracelulares de tecido
cerebral ou cerebelar de pacientes com FXTAS (lwahashi e col., 2006) ou associadas a
longos tratos de repeticbes CGG do RNAmM do FMR1 (Sellier e col., 2010).
Curiosamente, duas proteinas listadas aqui sdo produtos de genes, FUS e TARDBP,
cujas mutacBes podem causar dois fendtipos — as patologias esclerose lateral
amiotrofica ou deméncia frontotemporal (Sreedharan e col., 2008; Kwiatkowski e col.,

2009).

Tabela 5: Elementos em cis de proteinas ativadoras do splicing de pré-RNAm

Proteina candidata/ Elemento em cis descrito/ | Possibilidade de elemento

Referéncia bibliogréafica ISE ou ESE em cis no intron 12 do
Fmrl*

DAZAP1 ISE derivado de sequéncia N&o identificado

Pastor e Pagani, 2011 Alu

FOX2 UGCAUG UGguuG**

Kim e col., 2010 (ISE) 88-93

UGuuUG**
110-115
UaCAUG***

178-183

hnRNP G CCA/C CCA

Heinrich e col., 2009 (ESE) 129-131
158-160

hnRNP H GGGGGCUG GGGGGCUG**

Chou e col., 1999 (ISE) 93-100

PSF GGAGCA GGAGCA

Cho e col., 2014 (ESE) 113-118

Sam68-like 1 ATGAAGAGGA N&o identificado

Stoss e col., 2004 (ESE)

*Em relacdo a numeragdo da Figura 5. Letras mindsculas ndo coincidem com o consenso proposto pelo
artigo cientifico.

**Coincide com candidato a ISE previamente identificado in silico

***Imediatamente a 3’ do segmento deletado

As 26 proteinas identificadas aqui como reguladoras em potencial do splicing do
éxon 12 do Fmr1, sobretudo FOX2 e hnRNP H, apresentam-se como fortes candidatas a

terem sua interacdo com o segmento do transcrito-alvo testada experimentalmente,
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através de métodos bioquimicos, de forma especifica, pelo emprego de anticorpos

dirigidos a elas e analises mutacionais do elemento em cis.

V1. Conclusoes

1) A partir de extratos nucleares de cértex cerebral de ratos entre P21 e P28 e
transcritos de RNA biotinilados, contendo pelo menos parte da porcédo 5° do
intron 12 do Fmr1, foram identificadas em ensaios de precipitacdo por afinidade

26 proteinas candidatas a interagir com esse segmento de RNA.

2) As proteinas candidatas foram selecionadas por ndo se apresentarem de forma
significativa no controle negativo do ensaio e porgue suas analises em bancos de
dados indicaram distribuicdo nuclear, presenca de dominios de ligacdo a RNA e

potencial para atuacdo como fatores de splicing.
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VIII. Lista de acronimos
pL - microlitro
puM - micromolar
AMPA - 4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico
BC1 - brain cytoplasmic RNA1
BSA - bovine serum albumin
C6 - linhagem cellular derivada de glioma de rato
CELF - CUG-binding protein and ETR-like factors
CIAP - calf intestinal alkaline phosphatase
CMV - promotor de citomegalovirus
DEPC - dietilpirocarbonato
DNA - &cido desoxirribonucleico
E(n) - dia de vida embrionéria
E. coli - Escherichia coli
EDTA - &cido etilenodiaminotetraacético
ESE - exonic splicing enhancer
ESS - exonic splicing silencer
FMR1 - gene do Retardo Mental do X Fragil
FMRP - proteina do retardo mental do X fragil
FXPOI - insuficiéncia ovariana primaria associada ao X fragil
FXR1/2 - genes relacionados ao X fragil
FXTAS - sindrome de tremor e ataxia associada ao X fragil
GABA - 4cido gama-amino-butirico
GAD - glutamato descarboxilase

H2B - histona H2B



H4 - histona H4

hnRNP - ribonucleoproteina heterogénea nuclear
IgG - imunoglobulina G

ISE - intronic splicing enhancer

ISO - isoforma

ISS - intronic splicing silencer

kDa - kilodalton

KH - dominio homélogo a ribonucleoproteina heterogénea nuclear K
LTD - depressdo de longa duracéo

LTP - potenciacao de longa duragao

MCS - sitio de clonagem multipla

MGIUR - receptor de glutamato metabotropico
mMIiRNA - microRNA

NES - sinal de exportacdo nuclear

NLS - sinal de localizag&o nuclear

NMDA - N-metil-D-aspartato

NR - ndo-recombinante

°C - grau Celsius

P(n) - dia de vida pos-natal

pb - pares de base

pcDNA3.1 - vetor plasmidial de expressdo em mamiferos
PCR - reacdo em cadeia da polimerase

pmol - picomol

PTBP1 - polypyrimidine tract-binding protein 1
RANBP - proteina ligante da pequena GTPase Ran

RGG - dominio rico em arginina e glicina
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RISC - complexo de silenciamento induzido pelo RNA

RNA - &cido ribonucleico

RNA. - interferéncia pelo RNA

RNAmM - RNA mensageiro

RNasin - inibidor de ribonuclease

RPM - rotagGes por minuto

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis
SNC - sistema nervoso central

SnRNP - ribonucleoproteina pequena nuclear

SR - proteinas ricas em serina e arginine

SXF - sindrome do X fragil

T7 - promotor do bacteriéfago T7

Tap/NXF1 - nuclear RNA export factor 1

TCA - &cido tricloroacético

TIAL - TIAL cytotoxic granule-associated RNA binding protein
U - unidade de enzima

U2AF - fator auxiliar de snRNP U2

UTR - regido néo traduzida

WT - wild-type, tipo-selvagem
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