
Marcelo Valpeteris de Campos 

 

 

 

 

 

 

 

Levantamento de proteínas candidatas a 

ativadoras do splicing do éxon 12 do gene FMR1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2014 



1 

 

Marcelo Valpeteris de Campos 

 

 

 

 

 

 

 

Levantamento de proteínas candidatas a 

ativadoras do splicing do éxon 12 do gene FMR1 

 

 

 

Dissertação apesentada ao Instituto de Biociências da Universidade de São 

Paulo, para a obtenção do título de Mestre em ciências, na Área de 

Biologia/Genética. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad 

 

 

 

 

São Paulo 

2014 



2 

 

VALPETERIS, MARCELO 

 

Levantamento de proteínas candidatas a ativadoras do splicing do éxon 12 

do gene FMR1 

 

 

Dissertação (Mestrado) - Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo. 

Departamento de Genética e Biologia Evolutiva. 

 

1. Splicing alternativo 2. FMR1 3. Regulação pós-transcricional 4. Elementos em trans          

5. Precipitação por afinidade 

 

Universidade de São Paulo. Instituto de Biociências. Departamento de Genética e 

Biologia Evolutiva. 

 

 

 

Comissão Julgadora 

 

 

 

________________________________       ________________________________ 

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

 

 

 

_________________________ 

Orientadora 

Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esse trabalho foi realizado com auxílios financeiros da Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo à orientadora (FAPESP Proc. 

2011/14329-9) e ao aluno (FAPESP Proc. 2011/03964-5) e do Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico ao aluno (CNPq 

Proc. 130154/2011-3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

Agradecimentos 

À minha família, principalmente. À minha mãe, Marcia, por me mostrar que a 

vida é uma batalha que se vence com coragem, sabedoria e determinação. À minha 

irmã, Marília, por compartilhar comigo há 25 anos desse longo caminho que é tornar-se 

alguém. À minha avó, Cida, pelo amor incondicional. E aos que já se foram também, 

por terem me ajudado a ser quem sou. 

À minha orientadora, Profa. Dra. Luciana Amaral Haddad, por ter guiado minha 

transformação de graduando a cientista ao longo desses seis frutíferos anos. 

Aos meus colegas do Laboratório de Genômica Funcional, Juliana, Fernando, 

Ana Carla, Gustavo, e também à Deborah, pelo convívio, pelos conselhos, pela ajuda 

em experimentos e na vida e pelo brainstorming ocasional, indispensável à nossa 

profissão. 

Aos professores Dr. Luís Eduardo Soares Netto, Dra. Regina Célia Mingroni, 

Dra. Ângela Vianna-Morgante, Dr. Eduardo Gorab, Dr. Paulo Otto (Genética - IBUSP) 

e a seus alunos, pelo apoio e pelo uso das instalações de seus laboratórios. 

Ao Prof. Dr. Alberto Ribeiro e ao biólogo Waldir Caldeira (Genética - IBUSP), 

pela realização das análises de microscopia confocal. 

À Profa. Dra. Marie-Anne Van Sluys e à técnica Tatiana Corrêa (Botânica - 

IBUSP), pelo apoio e pelo uso dos equipamentos de seu laboratório. 

Aos demais funcionários do Departamento de Genética. À Fátima, pela 

solicitude e eterno otimismo. À Helenice, por sempre estar disposta a me ajudar. E 

também à Mara, ao Paulo Rogério, à Maraisa e à Deisy. 



5 

 

À Profa. Dra. Paula Grabowski (University of Pittsburgh, Pittsburgh, Estados 

Unidos) pela colaboração por correio eletrônico e pela elucidação do protocolo para 

preparo de extrato nuclear. 

Aos meus grandes amigos da graduação, Juliano, Diego, Yve, Laís, Carol, Ivan, 

Paulo, Fernanda, Dani e Marcela, cujo carinho nem o tempo nem a distância 

conseguiram erodir. 

Aos meus amigos da HGF, Vitor, Gutto e André, pelas noites (e dias, e noites, e 

dias...) de pizza, videogame e alegria. 

Aos muitos amigos do uXXXp, pelas risadas, pela descontração e 

principalmente pelas festas, que muitas vezes foram o clímax de semanas pesadas de 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 Índice geral 

 

Resumo.......................................................................................................8 

Abstract......................................................................................................9 

I. Introdução...........................................................................................10 

 Funções da FMRP................................................................................12 

 A alça variável do domínio KH-2 da FMRP...........................................16 

 Splicing alternativo e sua regulação.......................................................18 

 Regulação do splicing alternativo do éxon 12 do Fmr1.............................22 

II. Objetivos............................................................................................24 

VI. Conclusões........................................................................................24 

VII. Referências bibliográficas.........................................................25 

VIII. Lista de acrônimos.....................................................................34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

 Índice de figuras 

 

Figura 1: FMRP na regulação traducional...........................................................15 

Figura 2: Estrutura genômica do gene FMR1.......................................................17 

Figura 3: Representação esquemática de componentes centrais do spliceossomo.......20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

Resumo 

O gene do Retardo Mental do X Frágil (FMR1) possui 17 éxons e seu transcrito 

primário pode sofrer splicing alternativo, havendo, entre outros eventos, possibilidade 

de exclusão ou inclusão do éxon 12. O produto da expressão do FMR1, a proteína do 

retardo mental do X frágil (FMRP), possui papéis importantes no sistema nervoso 

central, atuando como repressora da tradução de RNAm em espinhas dendríticas e 

controlando a síntese de proteínas envolvidas na função sináptica. Entre dois domínios 

centrais do tipo KH presentes na FMRP, o segundo (KH-2) é responsável pela interação 

da proteína aos polissomos. O domínio KH-2 é codificado pelos éxons 9 a 13 do FMR1 

e possui a alça variável mais longa já observada entre proteínas humanas, que é 

codificada pelos éxons 11 e 12. A inclusão do éxon 12 no RNAm do FMR1 causa uma 

extensão em fase dessa alça variável do KH-2 da FMRP. Estas isoformas apresentam 

expressão significativa em neurônios cortico-cerebrais e cerebelares do rato, no 

primeiro mês pós-natal.  

Este trabalho baseia-se em resultados prévios do grupo de pesquisa, em que se 

identificaram sequências curtas no íntron 12 do FMR1, com potencial para agir como 

acentuadores de splicing. Baseando-nos na hipótese de que essas sequências constituem 

elementos transcritos que se ligam a fatores proteicos do núcleo celular, potencialmente 

reguladores do splicing do pré-RNAm do FMR1, realizamos ensaios de precipitação por 

afinidade com extratos nucleares de córtex cerebral de rato e transcritos do loco, 

biotinilados. Análises por espectrometria de massas revelaram enriquecimento de 

proteínas nucleares, contendo domínios de ligação a RNA, principalmente aquelas 

relacionadas à regulação 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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I. Introdução 

O splicing alternativo é um importante mecanismo gerador de diversidade do 

transcriptoma e do proteoma em eucariotos. Com a capacidade de originar variantes de 

RNAm a partir da expressão de um único gene, estima-se que o splicing alternativo 

possa atuar em pelo menos 80% dos transcritos expressos no cérebro humano (Yeo e 

col., 2004). Análises 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 abundância intermediária a 

elevada (Pan e col., 2008). 

O gene do Retardo Mental do X Frágil (FMR1), localizado em Xq27.3, possui 

17 éxons (Eichler e col., 1993). O produto de sua expressão, a proteína do retardo 

mental do X frágil (FMRP), tem papéis funcionais importantes no sistema nervoso 

central (SNC). O transcrito primário do FMR1 pode sofrer splicing alternativo pela 

exclusão dos éxons 12 ou 14 ou escolha alternativa entre três e dois sítios receptores de 

splicing, respectivamente, nos éxons 15 e 17 (Verkerk e col., 1993). A isoforma mais 

longa da FMRP, expressa por RNAm com os 17 éxons em sua integridade, é 

denominada ISO 1 e possui 632 aminoácidos, totalizando uma massa molecular 

esperada de 71,1 kDa e observada após eletroforese de gel de poliacrilamida 

desnaturante (SDS-PAGE) de cerca de 80 kDa, diferença atribuída a modificações pós-

traducionais (Ashley e col., 1993, Ceman e col., 2003). 

O gene FMR1 tem em seu primeiro éxon uma série de trinucleotídeos CGG que 

também fazem parte da região 5’ não-traduzida do seu RNAm. Essas trincas exibem 

polimorfismo de tamanho na população geral, com alelos contendo de 6 a 44 repetições. 

A expansão de trinucleotídeos CGG a mais de 200 repetições associa-se à 

hipermetilação de citosinas da ilha CpG em que se encontram, abolindo a expressão do 
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gene FMR1 e levando à síndrome do X frágil (SXF), a causa mais comum de 

deficiência intelectual hereditária entre homens (Nussbaum e Ledbetter, 1986; Verkerk 

e col., 1991). 

Expansões menores, não metiladas, denominadas pré-mutações (55-200 trincas), 

foram associadas à insuficiência ovariana primária associada ao X frágil (FXPOI) em 

cerca de 25% das mulheres portadoras e à síndrome de tremor e ataxia associada ao X 

frágil (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 início tardio, tremor de intenção 

progressivo, marcha atáxica, neuropatia periférica, além de declínio cognitivo e 

disfunção autônoma (Hagerman e Hagerman, 2001). Estudos in vitro revelaram que 

alelos pré-mutados estão associados a níveis aumentados de RNAm do FMR1, relativa 

redução da expressão da FMRP e formação de inclusões nucleares que contêm o RNAm 

do FMR1 (Greco e col., 2006; Tassone e col., 2007). Inclusões nucleares neuronais 

foram também identificadas em cérebro postmortem de pacientes com FXTAS (Tassone 

e col., 2004). O modelo corrente sugere que o RNAm do FMR1 contendo repetições 

CGG expandidas (pré-mutações) inicie per se um processo de agregação 

ribonucleoproteica no núcleo celular, causando disfunções em organelas onde essas 

proteínas devem ser necessárias (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 disfunções clínicas observadas em pacientes com SXF ou FXTAS, bem 

como em seus modelos animais, têm auxiliado a elucidar as funções da FMRP e os 

papéis das expansões de trinucleotídeos sobre o RNAm do FMR1 de alelos pré-mutados 

(revisto por Hagerman e Hagerman, 2013). A importância da proteína FMRP foi 
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demonstrada na sinaptogênese de córtex cerebral, hipocampo e cerebelo, regiões de 

mais elevada expressão do gene FMR1 no período pós-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 expansões de 

trinucleotídeos sobre o RNAm em que residem foram estudados sobre as taxas de 

transcrição do gene (Tassone e col., 2007); a tradução desse RNAm (Ludwig e col., 

2011; Todd e col., 2013; Ludwig e col., 2014); sua associação a proteínas reguladoras 

de splicing (Iwahashi e col., 2006; Jin e col., 2007; Sofola e col., 2007; Sellier e col., 

2010); e seu transporte e distribuição (Muslimov e col., 2011).  

Os níveis da expressão de transcritos alternativos do FMR1 têm 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 relevância funcional na metilação da proteína, 

influenciando sua interação com outras moléculas (Dolzhanskaya e col., 2006) e no 

endereçamento dela ao núcleo celular (Dury e col., 2013). O estudo de como o splicing 

alternativo do FMR1 é regulado torna-se, portanto, importante para o entendimento da 

geração de isoformas da FMRP com funções diferencialmente reguladas, além de poder 

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

Funções da FMRP 

A FMRP tem três tipos distintos de domínios ligantes de RNA: um domínio N-

terminal com dois motivos Tudor (Ramos e col., 2006), dois domínios centrais do tipo 

KH (KH-1 e KH-2, homólogo à ribonucleoproteína heterogênea nuclear K, hnRNP K; 

Siomi e col., 1993) e uma caixa RGG (domínio rico em arginina, R, e glicina, G) C-

terminal (Ramos e col., 2003). Apresenta papéis, sobretudo, repressores da tradução de 
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RNAm em espinhas dendríticas, controlando a síntese de proteínas envolvidas na 

função sináptica. Possui também um sinal de localização nuclear (NLS) e um sinal de 

exportação nuclear (NES; Siomi e col., 1993; Eberhart e col., 1996).  

Demonstrou-se que a FMRP possui afinidade por motivos específicos de 

estrutura secundária de RNA, como quartetos G e complexos em beijo (do inglês, 

kissing complex), podendo se ligar tanto a RNA codificador para proteínas (Brown e 

col., 2001; Darnell e col., 2001; Miyashiro e col., 2003) quanto não codificador como os 

microRNAs (miRNA, Jin e col., 2004) e o RNA estrutural BC1 (do inglês, brain 

cytoplasmic RNA1) e seu ortólogo em primatas, BC200 (Zalfa e col., 2005). Os RNAm 

conhecidos até então que interagem in vivo com a FMRP parecem reconhecer 

principalmente sua caixa RGG (Darnell e col., 2001; 2005; 2009). Por outro lado, o 

domínio KH-2 demonstrou-se importante para a associação da proteína aos polissomos 

(Siomi e col., 1996) e a RNAs sintéticos que apresentavam a estrutura de complexo em 

beijo (Darnell e col., 2005). A associação da FMRP aos polissomos revelou-se essencial 

à função da proteína, uma vez que uma mutação dentro do domínio KH-2 (p.I304N, 

substituição de uma isoleucina na posição 304 por uma asparagina) leva a seu 

desligamento dos polissomos e, por consequência, a um fenótipo grave da SXF em 

humanos e a disfunção em modelo de camundongo knock-in (Zang e col., 2009). 

Propôs-se que a FMRP, uma vez sintetizada, entre no núcleo celular, onde se 

associa a complexos ribonucleoproteicos, que deixam o núcleo e são transportados aos 

dendritos, especificamente às suas espinhas. Estas são evaginações da membrana pós-

sináptica de neurônios excitatórios, que contêm a densidade pós-sináptica responsável 

pelo recebimento e transdução do sinal proveniente do neurônio pré-sináptico (revisto 

por Penzes e col., 2011). É nessas estruturas que a FMRP atua preponderantemente, 

reprimindo RNAm que só deverá ter a síntese proteica ativada perante estímulo 
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sináptico (revisto por Bhakar e col., 2012). Cérebros de pacientes com a SXF e de 

camundongos nocautes do Fmr1 apresentam espinhas dendríticas malformadas, sendo 

mais longas, finas e densas do que em indivíduos sadios ou do tipo-selvagem, sugerindo 

que a FMRP deva ter função na maturação sináptica (Comery e col., 1997; Nimchinsky 

e col., 2001). 

Acredita-se que a interferência pelo RNA (RNAi) seja uma via importante para a 

atuação da FMRP na regulação pós-transcricional da expressão gênica, uma vez que, 

além de miRNAs, demonstrou-se que esta proteína interage com outros componentes do 

complexo de silenciamento induzido pelo RNA (RISC), em Drosophila e mamíferos 

(Jin e col., 2004). Entre os miRNAs, encontra-se miR-125b, responsável pela regulação 

traducional da subunidade NR2A do receptor de glutamato NMDA (N-metil-D-

aspartato), cuja composição afeta profundamente a plasticidade sináptica (Edbauer e 

col., 2010). Produtos proteicos de muitos RNAm descritos como alvos da regulação da 

FMRP estão também envolvidos na função sináptica, na sinalização celular e no 

desenvolvimento neuronal (Darnell e col., 2011). A Figura 1 apresenta uma 

representação gráfica da função da FMRP nos dendritos. 

FMRP faz parte de uma família, que contém as parálogas FXRP1 e FXRP2, 

produtos da expressão dos genes Relacionados ao X Frágil 1 (FXR1) e 2 (FXR2). As 

três proteínas têm capacidade de formar homo- e heterodímeros, que devem ser a 

configuração endógena natural para essas proteínas (Taminini e col., 1999). Diversos 

experimentos revelaram que a FMRP se liga a proteínas de complexos 

ribonucleoproteicos (Bardoni e col., 1999; Schenck e col., 2001; El Fatimy e col., 

2012); proteínas motoras do citoesqueleto, como a miosina Va (Ohashi e col., 2002) e 

as cadeias pesadas da dineína 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, 
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com proteínas envolvidas na exportação nuclear de RNAm, como a Tap/NXF1 (do 

inglês, nuclear RNA export factor 1; Kim e col., 2008) e a proteína ligante da pequena 

GTPase Ran (RANBP, Menon e col., 2004). Há certa sobreposição entre as associações 

proteicas, domínios e funções da FMRP e os das proteínas parálogas da família, citadas 

mais adiante (Bardoni e col., 2001). 

 

Figura 1: Modelo para a FMRP na regulação traducional em neurônios pós-sinápticos. (a) A FMRP se 

liga a um RNAm alvo no núcleo celular (não mostrado) e é cotransportada com ele aos dendritos, 

reprimindo sua tradução. Mediante ativação do receptor metabotrópico de glutamato (mGluR) na espinha 

dendrítica (a), a FMRP é desfosforilada, permitindo que se prossiga a tradução de mensagens a ela 

associadas. Essa síntese proteica resulta na internalização do receptor de ácido -amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol propiônico (AMPAR) e em depressão de longa duração (LTD). (b) Em neurônios sem 

expressão da FMRP, um subgrupo de proteínas dendríticas é superexpresso constitutivamente mesmo na 

ausência de estimulação de mGluR, resultando em internalização excessiva de AMPAR e em LTD 

exacerbada. LTD e LTP (potenciação de longa duração) são mecanismos opostos, determinantes da força 

sináptica, estando diretamente relacionados à eliminação e fortalecimento sinápticos, respectivamente 

(revisto por Lüscher e Huber, 2010). (Figura adaptada de Santoro e col., 2012) 
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A alça variável do domínio KH-2 da FMRP 

Domínios KH foram descritos como interfaces de interação a RNA ou 

dimerização proteica (Valverde e col., 2008). Eles são compostos por um motivo 

mínimo suficiente para ligação a RNA, que compreende uma folha-beta, seguido de 

duas hélices-alfa e uma segunda folha-beta. Uma alça constante de quatro resíduos 

conecta as duas hélices-alfa. Em eucariotos, uma alça variável liga o motivo mínimo a 

uma terceira folha-beta e outra hélice-alfa, formando o domínio KH canônico, que está 

presente em ambos os domínios KH da FMRP. O segundo domínio KH da FMRP (KH-

2) é codificado pelos éxons invariáveis 9, 10, 11, 12 e 13 do FMR1 (Fig. 2). Possui a 

alça variável mais longa já observada em humanos, que é codificada pelos éxons 11 e 

12 do FMR1. Sabe-se que o éxon 12 do Fmr1 está sujeito a splicing alternativo (Ashley 

e col., 1993; Eichler e col., 1993; Verheij e col., 1993; Verkerk e col., 1993) e que sua 

inclusão não altera o quadro de leitura para tradução, levando a uma extensão da alça 

variável do domínio KH-2 da FMRP de 44 para 65 resíduos, modulando, assim, seu 

comprimento. O segmento de sequência dos éxons 11 e 12 do Fmr1 está ausente nos 

genes parálogos FXR1 e FXR2, implicando-o em um papel diferencial e especializado, 

ainda desconhecido, para a FMRP. 

Para analisar a distribuição do segmento gênico que codifica para a forma longa 

da alça variável do KH-2 da FMRP entre espécies animais, recuperamos sequências da 

FMRP de 51 espécies de vertebrados que possuíam genes ortólogos ao Fmr1 na base de 

dados EnsEMBL (junho de 2012, European Molecular Biology Laboratory, 

http://www.ensembl.org). Sequências da FMRP provenientes de tradução in silico 

foram alinhadas (Clustalw2, http://www.ebi.ac.uk/clustalw). A alça variável estendida 

foi observada no domínio KH-2 da FMRP de todos os ortólogos de mamíferos que não 

possuíam sequências ambíguas. Nessas 31 espécies de mamíferos, a alça variável do 
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KH-2 da FMRP era codificada pelos éxons 11 e 12 do Fmr1. Em 30 espécies, o exon 12 

do Fmr1 codificava para 21 aminoácidos. Além disso, a sequência codificada pelo éxon 

12 foi observada em um ortólogo de uma espécie de lagarto, Anolis carolinensis, 

embora não tenha sido possível concluir se isso representa um artefato do 

sequenciamento. De forma geral, o KH-2 da FMRP apresentou alguma variação de 

aminoácidos, que era aparentemente menor nas regiões codificadas pelos limites a 5’ e 

3’ do éxon 12. O segmento codificado pela junção entre os éxons 11 e 12 apresentou 13 

resíduos totalmente conservados entre 15. Sete dos dez últimos aminoácidos codificados 

pelo exon 12 do Fmr1 estavam totalmente conservados entre as 31 espécies de 

mamíferos. Esses blocos de identidade mantêm aberta a possibilidade de interação 

molecular mediada pela alça variável do domínio KH-2 da FMRP em sua forma mais 

extensa. 

 

 

Figura 2: Diagrama representando a estrutura genômica do gene FMR1 (fora de escala) em que os 17 

éxons estão apresentados como retângulos numerados e os íntrons como linhas. O éxon 12 está 

evidenciado na cor verde e sua exclusão do transcrito do FMR1 está indicada abaixo deste éxon. Abaixo 

da estrutura genômica, setas, cilindros e linhas tracejadas indicam respectivamente folhas-beta, hélices-

alfa e a alça variável do domínio KH-2 da FMRP. A posição de cada elemento correlaciona-se com o 

éxon que o codifica. 

 

 

Análises de etiquetas de sequências transcritas (EST) disponíveis na base de 

dados de EST (junho de 2012, dbEST, http://www.ncbi.nih.nlm.gov/dbEST) indicaram 

que a expressão do éxon 12 está 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 mamíferos, a expressão do FMR1 é especialmente 

elevada em neurônios do hipocampo, córtex cerebral e cerebelo (Abtibol e col., 1993). 

Nosso grupo demonstrou que há aumento significativo dos níveis do éxon 12 em 

transcritos do Fmr1 de rato, em córtex cerebral e cerebelo, entre o décimo nono dia 

embrionário (E19) e o segundo dia pós-natal (P2; Velloso, 2008). Os dados foram 

corroborados por Western blotting e imunohistoquímica usando um anticorpo policlonal 

(3460) desenvolvido em nosso laboratório que detecta nas isoformas da FMRP o 

segmento codificado pelo éxon 12 do Fmr1, e sua análise estendida a períodos 

embrionários (E12-E18) e pós-natais (P2-P42). Além disso, os níveis das isoformas da 

FMRP que expressam o éxon 12 do FMR1 mostraram-se baixos no embrião de rato e 

em células não diferenciadas in vitro. A diferenciação neuronal in vitro aumentou os 

níveis de expressão dessas isoformas. Ao Western blotting, as isoformas da FMRP que 

expressam o éxon 12 do Fmr1 tiveram expressão observada ao longo da janela pós-natal 

avaliada em córtex cerebral e cerebelo, mas não no hipocampo (Velloso e col., em 

preparação). 

Splicing alternativo e sua regulação 

A flexibilidade no uso preferencial de um ou outro sítio de splicing é mediada 

por interações entre sequências específicas de nucleotídeos (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 

o spliceossomo e sítios de splicing específicos (Blencowe, 2006; Sun e col., 1993). 

Essas sequências acessórias de ribonucleotídeos - elementos em cis - com seus fatores 
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de regulação são essenciais ao splicing alternativo. Elementos em cis são sequências 

curtas, com menos de dez bases, frequentemente degeneradas, que podem estar 

localizadas em íntrons ou éxons e que são capazes de modular o splicing mesmo a 

grandes distâncias (até 1 kb). Essas sequências podem ser agrupadas em quatro classes: 

acentuadores intrônicos (intronic splicing enhancers, ISE), silenciadores intrônicos 

(intronic splicing silencers, ISS), acentuadores exônicos (exonic splicing enhancers, 

ESE) e silenciadores exônicos (exonic splicing silencers, ESS; Furdon e Kole, 1988; 

Wang e Burge, 2008). 

Os elementos em trans, por outro lado, são proteínas de diversas famílias, com 

domínios de ligação a RNA e domínios de interação proteica, através dos quais se 

associam ao spliceossomo. Proteínas da família SR (ricas em serina e arginina), por 

exemplo, interagem com acentuadores exônicos, inclusive em éxons constitutivos. 

Estudos com essas proteínas revelaram que sua interação com sequências internas aos 

éxons serve como um sinalizador para a atuação do spliceossomo, mesmo no splicing 

convencional, levando à conclusão que a definição da sequência exônica pela 

maquinaria nuclear, a qual é importante para discriminar entre éxons e íntrons, não 

depende apenas da presença de sítios doadores ou receptores de splicing, mas também 

de marcadores exônicos e intrônicos auxiliando na determinação do produto final do 

splicing (Zheng, 2004). 

Silenciadores exônicos, por sua vez, são comumente reconhecidos por 

ribonucleoproteínas heterogêneas nucleares (hnRNPs), dentre as quais a hnRNP A1, 

que age antagonicamente às proteínas SR, ou seja, sua interação predominante com um 

éxon pode levar à exclusão desse éxon do transcrito maduro (Mayeda e col., 1993). 

Além disso, a existência de silenciadores, tanto intrônicos quanto exônicos, parece estar 

associada à supressão da inclusão de pseudo-éxons em transcritos maduros, sugerindo 
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um papel central para essas sequências mesmo no splicing convencional (Pozzoli e 

Sironi, 2005). Uma representação da interação entre componentes do spliceossomo e 

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

 

Figura 3: Representação esquemática de componentes centrais do spliceossomo nas definições exônica e 

intrônica. São apresentados um éxon (retângulo vermelho) e parte dos íntrons adjacentes. snRNPs U1 e 

U2 são os complexos ribonucleoproteicos dos RNAs pequenos nucleares snRNA U1 e U2. snRNP U1, 

através do snRNA U1, é responsável pela identificação do sítio doador de splicing (aqui, apresentado na 

região 5’ do segundo íntron). U2AF é o fator auxiliar de snRNP U2, composto pelas subunidades de 65 

kDa (elipse amarela) e 35 kDa (círculo amarelo associado), responsáveis pela identificação do sítio 

receptor de splicing do pré-RNAm (aqui apresentado no primeiro íntron) e do trato de polipirimidina 

(série de Ys). snRNP U2, através do snRNA U2, reconhece o ponto de ramificação (apresentado no 

primeiro íntron) para posterior formação do intermediário em laço (não representado na figura). Estes 

elementos descritos são canônicos. Elementos regulatórios em cis (ESE, acentuador exônico; ESS, 

silenciador exônico; ISE, acentuador intrônico) e em trans (SR, proteína rica em serina e arginina; 

hnRNP, ribonucleoproteína heterogênea nuclear) também estão representados. Apesar de o diagrama 

representar regulação positiva para proteínas SR e negativa para hnRNP, sua atuação local depende da 

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

 

Assim como os éxons, os íntrons também são alvos de proteínas reguladoras do 

splicing. Acentuadores intrônicos, por exemplo, são reconhecidos por proteínas como 

TIA1 (do inglês, TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein) e CELF (do 

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

nos íntrons se associam tanto às proteínas SR quanto a hnRNP A1, levando à inibição 
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do splicing. Assim, observa-se que a atuação de fatores em trans depende também da 

localização dos fatores em cis com os quais eles interagem. É a combinação de todos 

esses fatores que determinará a forma madura dos transcritos provenientes do splicing 

alternativo, tendo sido denominado efeito combinatório, de forma análoga ao que ocorre 

na transcrição gênica de eucariotos (Black, 2003). 

No cérebro de mamíferos, o splicing alternativo é responsável por grande parte 

da diversidade proteômica observada, estando envolvido na produção de diversidade de 

isoformas proteicas de diferentes receptores de neurotransmissores e proteínas de canal 

iônico. Podemos citar os exemplos seguintes: no RNAm para o receptor de ácido gama-

amino-butírico (GABA), a inclusão ou exclusão de um éxon-cassete por splicing é capaz 

de mediar a afinidade de isoformas do receptor por agonistas benzodiazepínicos 

(Quinlan e col., 2000). O receptor D2, um receptor de dopamina associado à proteína G, 

tem sua expressão modulada por splicing de seus transcritos, resultando em diferenças 

na interação do receptor com a proteína G e na consequente atividade da adenilil ciclase 

(Guiramand e col., 1995). O receptor NMDA R1, um canal catiônico e receptor de 

glutamato, associado à plasticidade sináptica e desenvolvimento neuronal, tem sua 

presença na membrana plasmática dependente da inclusão por splicing de um éxon 

cassete, C1, no RNAm que codifica para essas isoformas (Ehlers e col., 1995; 1998). 

A existência de uma gama de fatores em cis e em trans permite uma regulação 

fina dos níveis celulares dos transcritos sujeitos a esse processamento, possibilitando 

assim alterações na composição do transcriptoma de determinado tipo celular ao longo 

do desenvolvimento, como observado em nosso laboratório para o éxon 12 do Fmr1. 

Essa variação ao longo do tempo é observada em diversos transcritos de expressão 

cerebral, inclusive naqueles relacionados à sinaptogênese, como os que codificam para a 

glutamato descarboxilase (GAD), enzima responsável pela síntese do neurotransmissor 
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GABA (Popp e col., 2009), e à plasticidade sináptica, como os que codificam para o 

subtipo B da cadeia pesada da miosina não-muscular II (MHC-IIB), que atua na 

regulação da morfologia de espinhas dendríticas (Miyazaki e col, 2000). 

Além do efeito combinatório entre elementos em cis e em trans, o splicing 

alternativo, assim como a definição exônica, pode ser modulado pelo tamanho de éxons 

e íntrons e por alterações locais na cromatina. Observações sugerem que nucleossomos 

se encontram enriquecidos sobre sequências exônicas, principalmente aqueles 

apresentando uma modificação específica, como a trimetilação da lisina 36 da histona 3 

(H3K36me3; Schwartz & Ast, 2010). Nesse caso específico, a modificação é 

reconhecida por uma proteína adaptadora, MRG15, que, por sua vez, facilita o 

recrutamento da proteína repressora de splicing PTBP1 (Luco e col., 2010). Outra 

modificação na histona 3, a trimetilação da lisina 9 (H3K9me3), acarreta a redução da 

taxa de elongamento da polimerase II 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 inclusão de determinados éxons, principalmente aqueles a 3’ (Carrillo 

Oesterreich e col., 2010). 

Regulação do splicing alternativo do éxon 12 do Fmr1 

Como mencionado, nossos dados indicam que a manutenção do éxon 12 no 

RNAm maduro do FMR1 é um evento funcionalmente relevante no córtex cerebral e 

cerebelo do rato pós-natal. Buscando verificar como o splicing do éxon 12 do FMR1 é 

regulado, identificaram-se in silico alguns elementos candidatos a ISE no íntron 12 

deste gene (Velloso, 2008). Um mini-gene foi produzido contendo a sequência 

genômica do éxon 11 ao éxon 13 do Fmr1 em um vetor de expressão para células de 
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mamíferos. Em células C6 (linhagem imortalizada derivada de glioma de rato), o padrão 

de expressão do mini-gene foi a inclusão preferencial do éxon 12 do Fmr1 nos 

transcritos expressos pelo minigene a partir do promotor do vetor recombinante. A 

deleção do segmento do íntron 12 contendo os elementos candidatos a ISE inverteu o 

padrão de splicing para exclusão preferencial do éxon 12, corroborando o potencial de 

que aquele segmento intrônico abrigue elementos acentuadores de splicing do éxon 12 

do Fmr1.  

Como explicado, as definições exônica e intrônica no transcrito primário são 

feitas pela interação entre elementos transcritos (em cis) e proteicos (em trans). A 

disponibilidade desses elementos em trans depende logicamente do padrão de expressão 

gênica da célula. Baseando-nos em resultados de Western blotting obtidos em nosso 

laboratório, temos a hipótese de que o córtex cerebral e o cerebelo, nos primeiros 42 

dias de vida do rato, constituem-se tecidos e fase de desenvolvimento em que há 

expressão de proteínas reguladoras (ativadoras) de splicing do éxon 12 do pré-RNAm 

do Fmr1. Este trabalho apresenta resultados sobre a busca por proteínas do córtex 

cerebral de rato que se ligam a elementos do íntron 12 do Fmr1. 

A estratégia experimental adotada foi a realização de ensaios de precipitação por 

afinidade entre RNA biotinilado, contas de estreptavidina e proteínas de extratos 

nucleares de córtex cerebral de rato, entre os dias pós-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 laboratório para avaliação do 

splicing do éxon 12 do Fmr1, constituíram ferramentas importantes para a geração de 

transcritos-alvo, além do uso de oligorribonucleotídeos biotinilados. 
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II. Objetivos 

 Este trabalho teve como objetivo geral o levantamento de proteínas 

candidatas à ativação do splicing do éxon 12 do gene Fmr1. Para isso, foram nossos 

objetivos específicos: 

1. a transcrição e biotinilação de RNA in vitro a partir de DNA de clones tipo-

selvagem e deletado do mini-gene do éxon 12 do Fmr1; 

2. a obtenção de extrato nuclear de córtex cerebral de ratos jovens (P21 a P28); 

3. o desenvolvimento de ensaios de precipitação por afinidade entre proteínas do 

extrato nuclear de córtex cerebral e RNA biotinilado contendo elementos 

regulatórios em potencial da inclusão do éxon 12 em transcritos do Fmr1; 

4. a análise comparativa dos resultados por espectrometria de massas. 

 

III. Conclusões 

1) A partir de extratos nucleares de córtex cerebral de ratos entre P21 e P28 e 

transcritos de RNA biotinilados, contendo pelo menos parte da porção 5’ do 

íntron 12 do Fmr1, foram identificadas em ensaios de precipitação por afinidade 

26 proteínas candidatas a interagir com esse segmento de RNA. 

2) As proteínas candidatas foram selecionadas por não se apresentarem de forma 

significativa no controle negativo do ensaio e porque suas análises em bancos de 
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dados indicaram distribuição nuclear, presença de domínios de ligação a RNA e 

potencial para atuação como fatores de splicing. 
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V. Lista de acrônimos 

L - microlitro 

M - micromolar 

AMPA - ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico 

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 citomegalovírus 

DEPC - dietilpirocarbonato 

DNA - ácido desoxirribonucleico 

E(n) - dia de vida embrionária 

E. coli - Escherichia coli 

EDTA - ácido etilenodiaminotetraacético 

ESE - exonic splicing enhancer 

ESS - exonic splicing silencer 

FMR1 - gene do Retardo Mental do X Frágil 

FMRP - proteína do retardo mental do X frágil 

FXPOI - insuficiência ovariana primária associada ao X frágil 

FXR1/2 - genes relacionados ao X frágil 

FXTAS - síndrome de tremor e ataxia associada ao X frágil 

GABA - ácido gama-amino-butírico 

GAD - glutamato descarboxilase 

H2B - histona H2B 
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H4 - histona H4 

hnRNP - ribonucleoproteína heterogênea nuclear 

IgG - imunoglobulina G 

ISE - intronic splicing enhancer 

ISO - isoforma 

ISS - intronic splicing silencer 

kDa - kilodalton 

KH - domínio homólogo à ribonucleoproteína heterogênea nuclear K 

LTD - depressão de longa duração 

LTP - potenciação de longa duração 

MCS - sítio de clonagem múltipla 

mGluR - receptor de glutamato metabotrópico 

miRNA - microRNA 

NES - sinal de exportação nuclear 

NLS - sinal de localização nuclear 

NMDA - N-metil-D-aspartato 

NR - não-recombinante 

ºC - grau Celsius 

P(n) - dia de vida pós-natal 

pb - pares de base 

pcDNA3.1 - vetor plasmidial de expressão em mamíferos 

PCR - reação em cadeia da polimerase 

pmol - picomol 

PTBP1 - polypyrimidine tract-binding protein 1 

RANBP - proteína ligante da pequena GTPase Ran 

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

RNA - ácido ribonucleico 

RNAi - interferência pelo RNA 

RNAm - RNA mensageiro 

RNasin - inibidor de ribonuclease 

RPM - rotações por minuto 

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis 

SNC - sistema nervoso central 

snRNP - ribonucleoproteína pequena nuclear 

SR - proteínas ricas em serina e arginine 

SXF - síndrome do X frágil 

T7 - promotor do bacteriófago T7 

Tap/NXF1 - nuclear RNA export factor 1 

TCA - ácido tricloroacético 

TIA1 - TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein 

U - unidade de enzima 

U2AF - fator auxiliar de snRNP U2 

UTR - região não traduzida 

WT - wild-type, tipo-selvagem 

 


