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RESUMO

A Sindrome do X Fragil (SXF) é a forma de retardo mental herdado mais
comum encontrada, afetando um entre 4000 homens e uma entre 8000 mulheres.
Ela é causada devido a alteracoes do nivel de transcricdo e traducao do gene FMRI1,
que nos humanos e em varios outros mamiferos se encontra na regiao Xq27.3 do
cromossomo X humano. Este gene codifica a proteina FMRP, cuja falta de
expressao esta associada ao retardo mental e a outros fenotipos caracteristicos da
SXF. A funcao da proteina FMRP no organismo ainda nao é totalmente conhecida,
porém acredita-se que ela esteja intimamente ligada ao transporte de mRNA do
nucleo para o citoplasma dos neurdnios e na sua conducao até os ribossomos,
onde faz parte dos complexos de ribonucleoproteinas (RNP) e controla a traducao
de determinados mRNA. Diante deste contexto, este trabalho tem o objetivo de
contribuir para a compreensao dos elementos reguladores da expressdao do gene
FMR1 e também incrementar os estudos sobre as funcoes desempenhadas pela
proteina FMRP. Uma analise da regidao a montante do céodon de inicio do gene
FMRI1, utilizando técnicas de gendomica comparativa, gel shift e espectrometria de
massa mostrou potenciais sitios de interacao para proteinas de transcricdo. Foram
identificadas varias proteinas que interagiram com os segmentos de DNA
conservados estudados in vitro, com especial significancia para as proteinas Pur-q,
Pur-f e as ribonucleoproteinas heterogéneas A2/B1 (hnRNP A2/hnRNP B1). O
papel da Pur-a e Pur-§ como elemento na regulacdo da transcricao do gene FMRI
nunca foi demonstrado, sendo esse o primeiro trabalho que propoe esta relacdao. No
estudo sobre a funcao da proteina FMRP utilizou-se analise de fluxos metabodlicos
para calcular os fluxos intracelulares dos complexos envolvidos na regulacdo da
traducao de mRNA nos dendritos neuronais, onde a FMRP é uma proteina chave. O
uso de modelos estequiométricos das reacdoes ou interacoes e a aplicacdao de
balancos de massa permitiram a estimativa de alguns fluxos importantes no papel
biologico da FMRP em nivel celular. Esses resultados poderdao auxiliar no

diagnoéstico e tratamento da Sindrome do X-Fragil e doencas relacionadas.
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ABSTRACT

Fragile X Syndrome (FXS) is the most common form of inherited mental
retardation with the incidence of 1:4000 in males and 1:8000 in females. The
syndrome occurs as an effect of the lack of expression of the fragile X mental
retardation protein (FMRP) codified by the FMR1 gene located in the q27.3 region of
the X chromosome. Absence of the FMRP results in mental retardation and other
characteristics of the Fragile X phenotypes. Some FMRP functions in the organism
are still unknown; however, structural evidences of the protein suggest that it is
involved in nuclear export, cytoplasmic transport, and/or translation control of
target mRNA. In this work, we combined in silico comparative genomics tools with
proteomic analysis to investigate regulatory elements in the upstream region of the
FMRI1 gene transcription start site. We identified proteins that interact with studied
DNA conserved sequences, particularly Pur-o, Pur-f and heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins A2/B1 (hnRNP A2/hnRNP B1). To our acknowledge this is the
first work that correlate those proteins to the FMR1 gene transcription. We used
Metabolic Flux Analysis (MFA) to estimate turnovers of molecules and complexes
involved in mRNA transport to dendrites and its translation at synapses.
Stoichiometric models of biochemical reactions or interactions and mass balances
may be useful in diagnosis and future treatment of the Fragile X Syndrome and

related diseases.
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AMPA

GLOSSARIO

(receptor)

Receptor de glutamato.

Camundongo Knockout

DAG

DNA

Camundongo geneticamente modificado com um ou mais genes silenciados.

Diacilglicerol. Produto da clivagem do inositol fosfolipidio devido a
estimulacdo de receptores neuronais que ativam a fosfolipase C. Ativa a
proteina quinase C (PKC).

Acido desoxirribonucléico. E o acido nucléico que contém a informacao
genética para o desenvolvimento celular e de um organismo.

DNAse footprinting

Técnica de biologia molecular que detecta a interacao DNA-proteina usando
o fato de que quando ligada ao DNA a proteina freqiientemente protege o
DNA da clivagem enzimatica.

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ou Gel Shift

Técnica de biologia molecular em que se estuda a regulacao génica através
das interacoes DNA-proteina. Esta técnica é baseada na observacao de que
complexos DNA-proteina migram mais lentamente do que moléculas de DNA
livre quando submetidas a uma eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida. Devido a baixa taxa de migracao observa-se um
retardamento das bandas que contém os complexos DNA-proteina.

Enhancer

FMRP

FT

Pequena regidao do DNA onde se ligam proteinas de regulacdo da transcricao.

Fragile X Mental Retardation Protein. Proteina relacionada a Sindrome do X-
Fragil.

Fator de Transcricao. Proteina que se liga ao DNA e regula a transcricao de
um determinado gene.



FXR1
Proteina homologa a FMRP, codificada pelo gene FXRI.

FXR2
Proteina homologa a FMRP, codificada pelo gene FXR2.

Gel Super Shift

Técnica de biologia molecular usada para caracterizar o fator de transcricao
que atua na regulacdo de um dado gene. O mesmo que Gel Shift, porém,
neste caso utilizam-se anticorpos especificos contra determinados fatores e
os complexos sao formados por DNA-proteina-anticorpo.

Immunoblotting ou Western blot

Técnica para deteccao de proteinas especificas em uma amostra, através da
interacao proteina-anticorpo.

IP3
Trifosfato de inositol. Produto da clivagem do inositol fosfolipidio devido a
estimulacdo de receptores neuronais que ativam a fosfolipase C. Difunde
para o citosol e abre os canais de Ca2* dos reservatorios do reticulo
endoplasmatico.

LTD
Long Term Depression. Depressao de Longa Duracao.

LTP
Long Term Potenciation. Potenciacdo de Longa Duracao.

Max
Fator de transcricdo. Liga-se a uma sequiéncia especifica de DNA chamada
E-box.

mGLUR

Receptor metabotréopico de glutamato.

NMDA (receptor)
Receptor ionotropico de glutamato.
Nrf-1

Nuclear respiratory factor-1. Fator de transcricdo. Liga-se a seqUéncias
especificas da regido reguladora de determinados genes e regula a sua
transcricao.
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Phylogenetic footprinting

Técnica para identificacao de sitios de interacdo para fatores de transcricao
que sejam bem conservados entre seqiéncias nao codificantes, ortoélogas de
multiplas espécies.

PKC

Proteina Quinase C.

Primers

Iniciadores. Sequiéncia de acidos nucléicos que servem para iniciar a
replicacdo do DNA.

SP-1

Fator de transcricado. Liga-se a seqUiéncias especificas da regiao reguladora
de determinados genes e regula a sua transcricdo.

Splicing

Modificacao que ocorre com os mRNA em eucariotos para a retirada de
seqUéncias nao codificantes (introns) existentes dentro do gene, chamados
éxons.

Splicing alternativo

Processo que ocorre nos eucariotos no qual o splicing do pré-mRNA de um
dado gene pode levar a diferentes mRNA e conseqientemente a diferentes
proteinas, devido a saida de diferentes introns.

SXF
Sindrome do X-Fragil.

TFBS

Sitios de interacdo para fatores de transcricao.

USF1 e USF2
Fatores de transcricdo. Ligam-se as seqUiéncias especificas da regido reguladora
de determinados genes e regulam a sua transcricao.
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1. INTRODUCAO

Os recentes avancos nas ciéncias genomicas tém motivado a introducao de
ferramentas de engenharia na analise de processos biolégicos em geral. Atualmente,
os processos biolégicos de interesse para a engenharia podem incluir desde a
producao de bioprodutos por vias fermentativas até a compreensao de doencas

humanas herdadas ou adquiridas.

Visando contribuir para o avanco das pesquisas genomicas dentro do
contexto da engenharia, de tal forma a estreitar os lacos entre as ciéncias médicas,
a biologia molecular e a engenharia de processos biologicos, este trabalho tem o
objetivo de contribuir para a compreensao dos processos reguladores da expressao
do gene FMRI1 e também incrementar os estudos sobre as funcoes desempenhadas
pela proteina FMRP. Utilizou-se para isso ferramentas computacionais de genémica
comparativa, técnicas de biologia molecular e analises de espectrometria de massa,
a fim de identificar algumas proteinas reguladoras da transcricaio do gene e
abordagens de processo aliadas a programas computacionais para a determinacao
de um modelo matematico que represente a atuacao da proteina FMRP nos

neuronios.

A falta de expressdo da FMRP em humanos e em outros animais causa a
Sindrome do X-Fragil (SXF), que é a forma de retardo mental herdado mais comum
encontrada. Individuos afetados por esta sindrome possuem comportamento mental
variavel que pode ir desde uma dificuldade no aprendizado até o retardo mental

mais severo.

A expressao do gene FMRI é dependente da situacao fisiolégica e do estagio
de desenvolvimento do organismo. Como em outros genes, essa expressido €
seletivamente ativada devido a ligacao de determinados Fatores de Transcricao (FT)
em sequéncias especificas do DNA. A ligacdo de diferentes combinacoes de FT em
diferentes locais da regido reguladora pode modular a transcricao do gene em

tecidos especificos, ou em diferentes estagios de desenvolvimento.

Como parte dos esforcos para compreender a regulacao da expressao do gene
FMRI1, este trabalho estudou a regulacdo da transcricdo através do uso de
ferramentais de gendémica comparativa (phylogenetic footprinting) para identificar
possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcricdo, em regides especificas a

montante do gene.



Através do uso das ferramentas de bioinformatica foram encontradas mais de
vinte regides do DNA, conservadas ao longo da evolucdo, que apresentavam
potencial para serem regidoes reguladoras. Dentre estas, escolheu-se cinco que
foram testadas experimentalmente através da técnica de gel shift. Os resultados
mostraram que todas as cinco regides escolhidas eram reconhecidas por proteinas
nucleares, ja que seus respectivos oligonucleotideos sofriam um retardo na
migracao em gel poliacrilamida quando combinados com as proteinas. Duas destas
sequéncias de DNA foram utilizadas como ligantes de afinidade para a purificacao
de proteinas nucleares que reconheciam sitios naquelas seqUiéncias. Utilizou-se
precipitacao com esferas metalicas cobertas pelos ligantes para selecionar estas
proteinas. As proteinas recuperadas por afinidade foram separadas por eletroforese
SDS-PAGE e submetidas a analise de espectrometria de massa para sua

identificacéao.

Dentre as proteinas apontadas pela espectrometria de massa podemos citar
as proteinas ativadoras da transcricao Pur-a e Pur-, as ribonucleoproteinas
heterogéneas A2/B1 (hnRNP A2/hnRNP B1), além de tubulina e actina, entre
outras. De todas as proteinas identificadas estudou-se mais profundamente a
existéncia da proteina Pur-a através de experimentos de imunodeteccao utilizando
um anticorpo anti-Pur-o, que confirmaram a presenca desta proteina no conjunto
de proteinas isoladas pelo sistema de purificacdo por afinidade as sequéncias
estudadas. Esta proteina vem sendo relacionada com o mRNA transcrito do gene
FMR1 como umas das proteinas que podem estar envolvidas no transporte do

mRNA ou a regulacao da traducao das proteinas FMRP.

Juntamente com os estudos de genomica comparativa que visam contribuir
para a compreensao da regulacado da expressao do gene FMRI. Buscou-se, também
neste trabalho, incrementar os conhecimentos referentes as funcdes da proteina

FMPR codificada pelo gene.

A funcao da proteina FMRP no organismo ainda nao é totalmente conhecida,
porém, evidéncias estruturais sugerem que ela esteja intimamente ligada ao
transporte de mRNA do nucleo para o citoplasma e na sua conducao até os

ribossomos, onde faz parte dos complexos de ribonucleoproteinas (RNP).

A FMRP parece também atuar no controle da traducao de alguns mRNA,
principalmente nos neurdnios, ao nivel dos dendritos e sinapses. Esta funcao
coloca a FMRP como uma proteina chave no processo de maturacdo neuronal e do

desenvolvimento cognitivo dos individuos.



Com a modelagem funcional das atividades da proteina FMRP através da
técnica de Analise de Fluxos Metabodlicos (AFM), baseando-se em dados encontrados
na literatura mais recente, foi possivel estabelecer um modelo que descreve as
etapas de atuacao da proteina, desde sua expressdao até sua atuacdo como

moduladora da traducéao.

A analise de fluxos metabdlicos é uma ferramenta para determinacdo dos
fluxos (velocidades de reacdo) em vias metabdlicas, onde fluxos intracelulares sao
calculados usando modelos estequiométricos das reacoes intracelulares e aplicacao

de balancos de massa.

Este trabalho propde o uso desta técnica na analise dos fluxos dos complexos
envolvidos na regulacao da traducdo de mRNA nos dendritos neuronais, onde a
FMRP é uma proteina chave. Leva-se, no entanto, em consideracdo que, ao invés de
reacoes enzimaticas de reagentes sendo transformados em produtos, tém-se uma
série de interacdes bioquimicas entre as moléculas envolvidas (mRNA, proteinas,

ribossomos, etc.) gerando complexos protéicos e riboproteicos.

Acredita-se que a modelagem matematica da atuacdo da FMRP sera ttil, no
futuro, na compreensao da sua funcdo. O modelo proposto é puramente teodrico e

foi estabelecido através da utilizacdo de dados retirados da literatura atual.

1.1. Objetivos

Este trabalho tem o objetivo de contribuir para uma melhor compreensao dos
processos reguladores da expressao de genes eucariotos, principalmente o gene FMRI1,
responsavel pela Sindrome do X-Fragil, e também incrementar os estudos sobre as
funcoes desempenhadas pela proteina FMRP, codificada por este gene. Para atingir

estes objetivos, este trabalho foi dividido em trés etapas:

A primeira € referente ao estudo da regulacao da transcricao do gene FMRI
através de possiveis sitios de interacdo para fatores de transcricdo em regidoes
especificas a montante do gene FMRI1. Nesta etapa foi utilizada a ferramenta de

genomica comparativa, chamada phylogenetic footprinting.

A segunda etapa consistiu da confirmacdo e caracterizacdo experimental de
alguns sitios de ligacdo encontrados, incluindo a amplificacdo e a purificacao dos
oligonucleotideos referentes as sequiéncias de DNA alvo, a purificacdo das proteinas
nucleares e citoplasmaticas de tecidos neuronais, o estudo da interacdo DNA-
proteinas de transcricao através da técnica de gel shift e a identificacao destas

proteinas.



A terceira etapa foi a determinacao de um modelo matematico funcional teérico
da FMRP que descreve as etapas de interacdo da proteina, desde sua expressao até
sua atuacao como moduladora da traducdo de determinados mRNA nos dendritos e a
modelagem da sua atuacado através da Analise de Fluxos Metabodlicos, com dados

extraidos da literatura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Sindrome do X-Fragil e sua caracterizacao

A Sindrome do X-Fragil (SXF) € a forma de retardo mental herdado mais
comum encontrada, afetando 1 entre 4000 homens e 1 entre 8000 mulheres (Berry-
Kravis et al.,, 2002; Jin e Warren, 2003). O banco de dados de doencas genéticas
humanas herdadas (OMIN) tem catalogado mais de 1500 entradas contendo o
termo “mental retardation”, as quais normalmente estdo associadas com déficit no
quoeficiente de inteligéncia (QI). Segundo pesquisas americanas, de 2 a 3% da
populacdo em geral apresenta um QI abaixo de 70 e 0,3% pode ser considerado
severamente retardada (Castellvi-Bel e Mila, 2001). Individuos com SXF possuem
um comportamento mental variavel, que pode ir desde uma dificuldade no
aprendizado até o retardo mental mais severo. Algumas caracteristicas
comportamentais também estdo muito presentes nos afetados pela sindrome, como
atraso no desenvolvimento da fala, hiperatividade em meninos, timidez em
meninas, dificuldade de atencdo, comportamento repetitivo, maneirismos de mao e
dificuldade de interacao social. Fisicamente os portadores podem ser caracterizados
por apresentarem olhos grandes, face alongada, testa proeminente,
macroorquidismo, entre outras caracteristicas fenotipicas (Hagerman e Hagerman,

2001).

A SXF resulta da amplificacao da repeticao dos trinucleotideos CGG, e sua
consequiente metilacdo, localizados na regido transcrita mas nao traduzida 5’ (5’
UTR) do gene FMRI que se encontra na regido Xq27.3 do cromossomo X humano. O
numero de repeticoes CGG € polimorfico na maioria da populacdo, encontrando-se
entre 6 a 40 com uma meédia por volta de 30. O nivel de mutacdo deste gene
caracteriza trés diferentes grupos de afetados pela sindrome. Os mais comumente
descritos na literatura sao os pré-mutados, que apresentam de 60 a 200 repeticoes
de CGG e os individuos completamente mutados ou afetados, que apresentam mais
de 200 repeticoes de CGG (Hagerman e Hagerman, 2002a), e um grupo que tem
sido pouco estudado, chamado “zona-gray”, que justamente leva este nome por se
encontrar numa faixa muito proxima do normal em termos de mutacao (de 40 a 60
repeticoes de CGG)(Loesch et al, 2007). A falta de caracterizacdo e diagnostico
adequados deste grupo dificulta a identificacdo, sobretudo de criancas “zona-gray”
que, normalmente apresentam problemas de cognicao e linguagem em fase escolar.
Esses individuos quando nao propriamente diagnosticados sdo muitas vezes

submetidos a tratamentos inadequados, agravando ainda mais o seu quadro
S



clinico. Os estudos mais freqlientes sao realizados com os pacientes totalmente
mutados e pré-mutados, e tais estudos vém mostrando que os pacientes pré-
mutados apresentam anomalias tipicas deste tipo de mutacdo (Hagerman e
Hagerman, 2001; Greco et al, 2002; Hagerman e Hagerman, 2002a; 2002b;
Primerano et al., 2002). Os pacientes totalmente mutados apresentam um déficit de
transcricdo de praticamente 100% do gene FMRI, causado pela expansdo das
repeticoes CGG, da regidao 5’ promotora, seguida de metilacdo das citosinas. Esta
expansao silencia o gene de forma irreversivel nos pacientes. Ja os pacientes pré-
mutados apresentam um aumento no nivel de transcricdo em até cinco vezes o
numero de transcritos, o que sugere que a expansadao em até 200 repeticoes
potencialize o processo de transcricao do gene, porém este aumento nao se reflete
na traducao destes mRNA, o que implica que deve haver algum outro meio de
controle da expressdo para a proteina FMRP (Tassone et al.,, 2000; Garber et al.,
2006).

Estudos de transmissao familial (Nolin et al., 1996) mostram que mulheres
portadoras repassam a sua mutacado aos filhos, e possivelmente as filhas, sendo
que esta mutacao pode se manter estavel ou evoluir (expandir) para mais de 200
repeticoes de CGG o que caracteriza um individuo totalmente mutado. Da mesma
forma homens portadores passam sua mutacdo para suas filhas que podem
repassar para seus filhos, e assim a Sindrome necessita ser estudada em todos os
membros da familia. Devido aos estudos mais recentes sobre os individuos pré-
mutados pode-se agora dar suporte a estes individuos quanto aos fenétipos que
eles apresentam e que até pouco tempo atras nao estavam relacionados a Sindrome

do X-Fragil (Greco et al.,, 2002; Hagerman e Hagerman, 2002a).

Com base neste quadro geral, nos ultimos anos, a atencao de alguns
pesquisadores tem sido direcionada a entender nao apenas a SXF, a partir do
estudo de caso de pacientes totalmente mutados, mas também dos pré-mutados e
mais recentemente dos individuos zona gray. Estes ultimos apresentam baixo
numero de repeticoes CGG e ha pouco tempo eram considerados pacientes
normais; porém pelo fato de apresentarem fenodtipos comportamentais muito
semelhantes aos portadores da SXF, revelam-se uma importante fonte de

informacgoes para a sua compreensao.

Visando o entendimento dos diferentes tipos de mutacoes da Sindrome do X-
Fragil, deve-se estender o diagnodstico e a caracterizacao dos pacientes. Além da
determinacao do numero de repeticoes CGG, outra medida que ja é empregada com

esta finalidade € a quantificacdo do percentual de expressado da proteina codificada
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pelo gene FMR1, chamada FMRP, nos linfécitos dos pacientes. Esta quantificacao é
realizada com técnicas de imunocitoquimica (Willemsen et al., 1997), utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-FMRP, e nos permite determinar o percentual de
linfocitos que expressam a proteina. Com esta técnica pode-se observar que os
individuos totalmente mutados (CGG)n-200 apresentam um nivel de expressao da
proteina muito baixo ou nulo (0 a 10%) enquanto os pacientes pré-mutados, zona
gray e normais apresentam indices que podem variar de 60 a 100% (Tassone et al.,
1999). Estes resultados evidenciam que a auséncia de proteina é um fator
significativo na avaliacdo dos individuos totalmente mutados, que na sua maioria
apresentam retardo mental muito evidente. Porém, ndo deixam muito claro qual o
grau de importancia da sua reducao nos outros individuos. Esta avaliacdo também
nao € clara nas pacientes mulheres, que mesmo totalmente mutadas, podem
apresentar um nivel de expressdo da proteina de até 70% das células (Tassone et
al., 1999), ja que as mulheres possuem dois cromossomos X e a mutacao
normalmente esta presente em apenas um deles, permitindo que um ou outro
esteja ativo, expressando a proteina em algumas células, mas nao em outras
(Fenomeno conhecido como mosaicismo). Estes diferentes grupos de individuos que
sdao afetados de formas diferentes pela sindrome instigam os pesquisadores a
dedicar-se para a melhor compreensdo tanto dos mecanismos de regulacdo da
expressao do gene FMRI quanto dos mecanismos biolégicos nos quais a proteina

FMRP esta envolvida.

2.2. FMRP e suas proteinas homodlogas

A proteina FMRP (Fragile-X Mental Retardation Protein) é codificada pelo
gene FMR1 que possui 38 kb e esta localizado na regido Xq27.3 do cromossomo X.
O gene FMRI é dividido em 17 éxons que quando transcritos podem gerar mRNA
diferentes, devido a splicings alternativos do mesmo gene (Huang et al, 1996).
Estudos mostram que o mRNA da proteina FMRP é sujeito a diferentes splicings
gerando, por consequéncia, diferentes isoformas, de 70 a 80 kDa, que sao
conhecidas coletivamente como proteinas FMRP, que muito provavelmente possuem

funcoes especificas em tecidos diferentes (Huang et al., 1996).

A FMRP contém dominios especificos de ligacao com RNA, chamados
dominios KH, que sao regides presentes numa variedade de proteinas que tém a
capacidade de se ligar a acidos nucléicos, principalmente encontrados nas
proteinas que formam o complexo de ribonucleoproteinas associadas a RNA

mensageiros. A FMRP possui ainda o dominio RGG que também esta associado com
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a capacidade de ligacdo com RNA (Bardoni et al.,, 2001; Oostra, 2002; Schaeffer et
al.,, 2003). Outras sequUéncias existentes na estrutura primaria da proteina FMRP
sdo as regioes de sinalizacdo e localizacdo nuclear (NSL) e a regidao de exportacao
nuclear (NES) (Eberhart et al.,, 1996), tipicamente encontradas em proteinas que
tém a funcao de auxiliar no transporte de outras proteinas ou RNA no nucleo e sua

exportacdo para o citoplasma.

No genoma humano bem como no de outros mamiferos existem duas copias
homoélogas do gene FMRI1, os genes parologos FXR1 e FXR2. A proteina FXR1 é
codificada pelo gene FXRI localizado no cromossomo 3 na regido 3q28. Esta
proteina possui trés isoformas conhecidas (a,b,c) resultantes de splicings
alternativos do mRNA transcrito. A proteina FXR2 é muito similar a proteina FMRP,
apresentando 60% de identidade e € codificada pelo gene FXR2, localizado no
cromossomo 17 na regido 17p13.1. A Figura 2.1 mostra o alinhamento entre as
sequiéncias das proteinas FMRP, FXR1 e FXR2 obtido a partir do programa
ClustalW (Thompson et al., 1994).

Estas proteinas homologas apresentam uma estrutura muito similar a
FMRP. Elas possuem similaridade entre 73 e 90% na primeira metade da proteina,
e também os dois dominios KH e o RGG Box, como pode ser observado na Figura
2.1. Os dominios de localizacdo (NLS) e exportacao do nucleo (NES) também séo
similares a da FMRP (Siomi et al.,, 1995; Zhang et al.,, 1995; Bardoni et al., 2001;
Kirkpatrick et al., 2001).

Estudos in vitro e in vivo revelaram que as proteinas FMRP, FXR1 e FXR2
interagem formando homo e hetero-dimeros, o que sugere que essa oligomerizacao
pode estar relacionada com alguma funcao biolégica (Zhang et al, 1995). A
dimerizacdo parece ser possivel devido a um dominio identificado na regidao N-
terminal das proteinas, que também pode estar associado com a ligacdo ao RNA

(Adinolfi et al., 2003).

A FXR1 e a FXR2, assim como a FMRP, possuem a capacidade de se ligarem
a RNA, e foram encontradas associadas a particulas de ribonucleoproteinas (mRNP)
(Ceman et al., 1999). No entanto, estudos mostram que algumas funcodes atribuidas
a FMRP, como a regulacdo da traducdo de determinados RNA, localmente nos
dendritos (Laggerbauer et al.,, 2001), nado sao realizadas pelas proteinas homologas,

0 que sugere que provavelmente estas proteinas tenham uma funcao diferenciada.
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Figura 2.1: Alinhamento entre as seqiiéncias das proteinas FMRP, FXR1 e FXR2 humanas utilizando
programa ClustalW. As sequiéncias grifadas correspondem a alguns dominios também conservados. (%)
todas as proteinas alinhadas possuem o mesmo aminoacido na posicdo indicada; (:)substituicdo de
algum aminoacido por outro do mesmo grupo; (.) substituicdo por aminoacido de outro grupo.



Estudos sobre os niveis de expressao das proteinas FXR1, FXR2 e FMRP
mostraram que em cerebelos humanos adultos normais ha um alto nivel de
expressdo das trés proteinas, que se localizam principalmente no citoplasma. Ja
nas células de céortex humano de adultos normais as trés proteinas nao estao
apenas localizadas no citoplasma, mas sim fortemente presentes nos dendritos.
Como esperado, em células de pacientes afetados pela sindrome néao foi observada
expressdao da proteina FMRP, porém os niveis de FXR1 e FXR2 permaneceram
inalterados (Tamanini et al.,, 1997). Neste mesmo estudo observou-se que os niveis
de FXR1, FXR2 e FMRP em células cerebrais de fetos humanos sado comparaveis
com os resultados para células de individuos adultos, porém a proteina FXR1 foi
identificada em concentracoes altas também nos nucleos celulares de alguns

neuronios.

Diversos outros organismos possuem uma ou mais proteinas homologas a
FMRP humana. Dentre os organismos que possuem o seu genoma sequenciado,
que estdo depositados no Banco de Dados do NCBI (GenBank), encontramos
homologos ao gene FMRI em Pan troglodites (chimpanzé), Canis lupus familiaris
(cachorro), Bos taurus (boi), Mus musculus (camundongo), Rattus norvegicus (rato),
Gallus gallus (galinha) e Danio rerio (peixe Paulistinha). No banco de dados de
seqUéncias de transcritos (UniGene), encontramos homologos em Equus caballus
(cavalo), Sus scrofa (porco), Xenopus tropicalis (rd), Xenopus laevis (ra africana),
Aplysia californica (lesma aquatica), Drosophila melanogaster (mosca das frutas),
Bombyx mori (mariposa), entre outros. O conhecimento destas sequéncias
homoélogas a FMRP em outros organismos € muito importante para os estudos

genomicos.

A existéncia de proteinas homologas a FMRP em ratos ou camundongos, por
exemplo, abre uma oportunidade para a criacdo de animais modelos para a
Sindrome do X-Fragil, ou seja, animais manipulados geneticamente, que nao
expressem o gene homoélogo ao FMRI. Isso possibilita o estudo e caracterizacao

desta doenca sem a necessidade de envolver humanos.

Nesta area existem ja disponiveis alguns animais knockout para o gene FMRI
e que apresentam dificuldades de aprendizado, hiperatividade e macroorquidismo,
caracteristicas que mimetizam a sindrome em humanos (Bakker et al, 1994;
Slegtenhorst-Eegdeman et al.,, 1998; Paradee et al., 1999; D'agata et al.,, 2002;
Ishizuka et al., 2002; Pan et al.,, 2004; Van 'T Padje et al., 2005; Hanson e Madison,
2007; Hayashi et al., 2007; Price et al., 2007; Centonze et al., 2008).
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Camundongos, moscas das frutas e peixes zebra tém sido utilizados como
animais modelo para o estudo da Sindrome do X-Fragil. Estes estudos buscam
compreender os fundamentos genéticos e bioquimicos da sindrome bem como os
padroes comportamentais dos animais afetados e fazer uma correlacdo com o que é
observado em humanos. Outros estudos visam buscar possiveis vias de cura ou
amenizacao dos sintomas da sindrome, como o caso apresentado por Hayashi e
colaboradores (2007), que através do uso de camundongos modelo observaram que
uma perda na expressao da proteina PAK (p21-activated kinase) leva a amenizacao
do fenotipo caracteristico ao da Sindrome do X-Fragil, em camundongos FMRI
knockout. Estes autores utilizaram camundongos FMR1 knockout e cruzaram com
outros com atividade da PAK inibida e comparam os dendritos e estruturas
cerebrais destes animais com animais dos dois genotipos. Os autores
demonstraram que existe uma interacdo direta entre a PAK e a FMRP e sugerem
que a via de sinalizacdo da PAK, incluindo a sua atividade catalitica, pode ser um

novo ponto de intervencao para a Sindrome do X-Fragil.

A comparacao dos comportamentos e mecanismos biolégicos entre humanos
e alguns animais tem sido utilizada nas mais diversas areas da biologia, como
anatomia, bioquimica, farmacologia, imunologia e biologia celular e tem se
mostrado fundamental na compreensao de diversos fenomenos. Da mesma forma a
gendmica, uma area interdisciplinar nova e crescente, pode utilizar-se de
ferramentas de comparacdo para esclarecer muitas questoes ligadas a funcao

génica e a regulacao da expressao de genes.

O alinhamento entre seqUiéncias codificantes e nao codificantes de genomas
indicam a existéncia de genes homologos e também regides reguladoras. Estes
alinhamentos podem revelar regides conservadas ao longo da evolucao que sejam de
grande importancia para a regulacdo da expressao génica. O alinhamento entre as
proteinas codificadas por genes homologos pode revelar a existéncia de dominios

relacionados com funcodes especificas destas proteinas.

2.3. Regulacao da expressao génica

2.3.1. Genomica comparativa no estudo da regulacao
O crescente numero de sequéncias gendmicas disponiveis (82.853.685
sequiéncias depositadas no GenBank até fevereiro de 2008) e principalmente a
corrida em prol do seqUenciamento de genomas completos de organismos

procariotos (1.803 genomas até junho de 2008) e eucariotos (344 genomas), levam a
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um aumento do interesse e da necessidade de estudos relativos a compreensao

destas sequiéncias, sejam elas codificantes ou nao-codificantes.

Nas mais diversas areas, como agricultura, medicina e engenharia, a
gendmica vem apresentando explicacoes e alternativas para diversos fenotipos
apresentados por diferentes organismos. Nestes campos da pesquisa ha muito se
comparam fenotipicamente as espécies visando a compreensdao de muitos males.
Agora, com o advento das técnicas de comparacao de seqiiéncias gendmicas, pode-

se levar a comparacao entre as espécies para o nivel molecular.

A gendmica comparativa contribui para o direcionamento de muitas questoes
fundamentais da genomica funcional, que incluem o numero de genes codificados
em um organismo, suas funcoes e regras de expressdao e a analise de vias

metabdlicas e reguladoras.

As comparacoes entre sequiéncias gendémicas tém mostrado um alto nivel de
conservacdo de genes e proteinas entre as espécies, embora muitas vezes entre
espécies bem distantes filogeneticamente. Esse alto nivel de conservacao tem sido
foco de estudos visando tanto a analise de regides codificantes, como de regioes
nao-codificantes (regioes reguladoras), que sao a chave para o entendimento do
processo de controle da expressao dos genes (Dubchak e Frazer, 2003; Frazer et al.,
2003; Pennacchio, 2003; Thomas et al.,, 2003; Ahituv et al., 2004; Lee et al., 2005;
Ganapathi et al., 2007).

2.3.2. Anadlise génica dos elementos de regulacao da transcricao
A expressao dos genes € controlada pela ligacdo de determinados fatores de
transcricao (FT) em seqiéncias especificas e ndo codificantes do DNA. A expressao
destes fatores, e consequentemente a sua atuacdo, € dependente da situacao
fisiologica e do estagio de desenvolvimento do organismo. Assim, alguns genes sao

exXpressos apenas nos momentos apropriados.

Para a compreensao completa da funcado do gene é necessaria a identificacao
dos fatores de transcricdo que regulam a sua expressao, e também regioes do DNA,
nas quais estes fatores se ligam, chamadas de sitios de ligacao de fatores de

transcricao (TFBS - Transcription Factor Binding Sites).

Diferentes combinacoes de fatores de transcricao ligados a diferentes locais
da regido reguladora podem modular a transcricao do gene em tecidos especificos,
ou em determinados estagios de desenvolvimento. Estas proteinas regulam a

transcricdo através de sua ligacdo no seu sitio especifico, também chamado de
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enhancer, e¢ subsequente ligacdo a regido promotora, favorecendo o acoplamento
da RNA polimerase e sua posterior transcricdo. A Figura 2.2 apresenta um esquema
ilustrativo da atuacdo dos fatores de transcricdo na regulacdo da expressao do

gene.

( Fatores de Transcrigéo\)

Enhancer Promotor Gene

.R

NA polimerase

L

Figura 2.2: Esquema ilustrativo da atuacéao dos fatores de transcricdo na
regulacdo da expressédo do gene.

As regides reguladoras dos genes nos eucariotos podem estar localizadas
proximas aos genes, nas suas extremidades 5’ e 3’, no interior do gene, em regides
intronicas, ou ainda em regides muito distantes do gene ha milhares de pares de

bases de distancia a montante do inicio da transcricao.

Tradicionalmente, a especificidade de ligacao dos FT em sitios do DNA é
determinada experimentalmente com técnicas como a DNase [ Footprinting
(Weisbrod e Weintraub, 1979) e Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA), também
conhecida como gel shift (Carey, 1991; Hellman e Fried, 2007). Estas técnicas
permitem a identificacdo e caracterizacao in vitro dos TFBS. No entanto, estudos de
grandes porcoes dos genomas sdo ainda complicados e dispendiosos; por esse
motivo, técnicas alternativas, baseadas em programas computacionais, tém sido
desenvolvidas visando identificar regidoes reguladoras dos genes de genomas

inteiros.

Bases de dados como TRANSFAC, COMPEL e TRRD (Kolchanov et al., 2000;

Kel-Margoulis et al.,, 2002; Fogel et al., 2005) que contém um grande numero de
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TFBS ja identificados e caracterizados experimentalmente, quando associadas aos
programas computacionais desenvolvidos para comparacao génica tornam possivel
prever elementos de regulacdo existentes em regides conservadas, em grandes
sequiéncias de DNA, entre duas ou mais espécies (Dermitzakis e Clark, 2002; Levy e

Hannenhalli, 2002; Dubchak e Frazer, 2003).

Os estudos de gendmica comparativa utilizando-se genomas de organismos
ja sequenciados como o Mus musculus e a Drosophila melanogaster, entre outros;
podem revelar dados importantes sobre os diversos genes e sobre as regioes
conservadas ao longo da evolucao onde se encontram possiveis sitios de interacao
para fatores de transcricdo, que regulam a expressdo desses genes (Berman et al.,
2002; Lenhard et al., 2003). Varios autores tém utilizado gendmica comparativa na
identificacdo de regides nao codificantes e codificantes do DNA de varias espécies,
conservadas ao longo da evolucdo (Nandi et al, 2002; Couronne et al., 2003;
Lenhard et al., 2003; Pennacchio, 2003; Ahituv et al., 2004; Nobrega e Pennacchio,
2004). Uma das ferramentas para identificacdo de regides reguladoras € o
phylogenetic footprinting (Blanchette e Tompa, 2002), um termo inspirado na técnica

de DNAse footprinting.

Philogenic footprinting € uma ferramenta que faz uso do alinhamento de
sequéncias de DNA de varias espécies para identificar regides conservadas e que
contenham pequenas sequiéncias (6 a 12 pb) correspondentes aquelas seqiéncias
de consenso ja conhecidas como sitios de ligacdo para determinados fatores de

transcricao.

Alguns programas ja foram desenvolvidos especialmente para a identificacao
de TFBS através desta técnica e estdo disponiveis na Web, como por exemplo, o
programa VISTA (http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml) (Frazer et al.,, 2004),
com a ferramenta rVISTA (Loots et al, 2002; Loots e Ovcharenko, 2004), o
programa ConSite (http://phylofoot.org) (Lenhard et al.,, 2003), entre outros
(Blanchette e Tompa, 2002).

O programa Vista, que € desenvolvido e hospedado pela Genomics Division of
Lawrence Berkeley National Laboratory (Berkeley — EUA), € composto de uma série
de ferramentas computacionais para gendmica comparativa, que permite aos
usuarios o alinhamento global de grandes seqiiéncias genomicas de vertebrados e

outros grupos de organismos.

Através destes alinhamentos € possivel posteriormente realizar varias
analises comparativas entre estas seqiéncias. O programa disponibiliza um

navegador (browser) que permite a navegacdo do usuario através de todo o
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alinhamento que é apresentado numa forma grafica de facil compreensao. A Figura
2.3 apresenta o navegador gendmico do Vista, com um alinhamento entre as
sequéncias codificantes e nao codificantes do gene FMRI humano e seu homoélogo

nos ratos.
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Figura 2.3: Navegador do Programa Vista de alinhamento global e genémica comparativa. Os graficos
de visualizacdo mostram as seqUéncias conservadas entre homens e ratos, para a regido
imediatamente a montante do gene FMRI e parte de sua regido codificante, baseado no alinhamento
global realizado pelo programa Vista. O nivel de conservacdo (eixo y) é apresentado em funcdo da
sequiéncia humana (eixo x). Regides conservadas com mais de 70%/100 pb sdo destacadas sob a
curva, com rosa indicando regides conservadas ndo codificantes e azul indicando regiées conservadas
codificantes (éxons).

Dentre as ferramentas disponiveis no navegador do programa Vista,
encontra-se o servidor rVista (regulatory Vista), que combina a pesquisa no maior
banco de dados de fatores de transcricao — TRANSFAC™ Professional, da Biobase
(Wolfenbtittel, Germany) — com a analise comparativa entre as seqiiéncias. Através
deste processo é possivel identificar, nas regides nao codificantes, sequéncias

candidatas a regioes de regulacao da transcricao.

A analise das regidoes ndo codificantes buscando apenas a presenca de sitios
de interacdo para fatores de transcricdo conhecidos, produz uma imensa

quantidade de falsos positivos. A combinacdo deste procedimento com a analise
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comparativa obtida com os alinhamentos, diminui muito estes falsos resultados

(Loots et al., 2002).

A analise de possiveis sitios de ligacao de FT realizada pelo rVista, segue
quatro passos: (i) localizacao de possiveis TFBS presentes em cada uma das
seqUéncias submetidas, utilizando as matrizes disponiveis na base de dados
TRANSFAC; (ii) identificacao dos TFBS localizados nas regides pareadas pelo
alinhamento; (iii) selecao dos TFBS localizados em regidoes de alta conservacao nas
seqUéncias de DNA estudadas e (iv) disponibilizacdo grafica dos TFBS e das regides
de alta conservacao entre as sequéncias de DNA (Loots e Ovcharenko, 2004). A
Figura 2.4 apresenta um resultado tipico do programa rVista, para umas das

regides conservadas entre humanos e ratos a montante do gene FMR]1.
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Figura 2.4: Resultado tipico do programa rVista para uma regido nao codificante, conservada entre
duas espécies. Sdo apresentados apenas os possiveis sitios de ligacdo que se encontram nesta regido
conservada.

Utilizando o programa Vista pode-se comparar a sequiéncia reguladora de
genes com seqUéncias homoélogas em diferentes espécies. Os resultados indicarao
as regides conservadas entre as seqUéncias homologas destas espécies e a
sequéncia de interesse. A partir destes dados obtidos computacionalmente projeta-
se o0s experimentos in vitro e/ou in vivo, que confirmem as evidéncias
computacionais. Esse procedimento diminui muito as chances de execucado de
experimentos desnecessarios, uma vez que ja sao conhecidas previamente as

sequéncias de deverao ser experimentadas no laboratério.

O experimento classico para estudos de interacdo entre acidos nucléicos e
proteinas € o procedimento de Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ou Gel
Shift. Com este procedimento pode-se determinar se uma proteina ou uma mistura
de proteinas é capaz ou nao de se ligar a uma dada seqtiéncia de DNA ou RNA (Woo
et al., 2002; Hellman e Fried, 2007). Em alguns casos pode-se inclusive indicar se
mais de uma proteina estdo envolvidas no complexo de ligacado. Gel shift € uma

técnica baseada em separacao por eletroforese onde uma mistura de proteinas e
16



DNA é aplicada em um gel de poliacrilamida ou agarose e como resultado analisa-se
a velocidade de migracao dos complexos formados (Carey, 1991). Parte-se do
principio de que a velocidade com que diferentes moléculas migram dentro do gel
depende da sua massa e carga. Sendo assim, se houver a formacao de complexos
DNA-proteina, estes devem migrar mais lentamente do que o segmento de DNA
livre. O controle do experimento se da correndo paralelo aos exemplos testados uma
aliquota do DNA alvo livre de proteina (controle negativo). Para possibilitar a
visualizacdo e identificacdo dos complexos e do DNA livre, este normalmente é
marcado radioativamente, ou com pequenas moléculas como digoxigenina ou

biotina.

Uma vez caracterizados os segmentos de DNA, através de experimentos in
silico e in vitro, parte-se para a etapa de caracterizacdo das proteinas que se ligam a

este DNA.

2.3.3. Fatores de regulacao da transcricao do gene FMR1

No caso do gene FMRI, alguns estudos foram realizados sobre a atuacao de
proteinas de transcricdo no controle da expressao do gene (Beilina et al., 2004; Lim,
Booker e Fallon, 2005). Estudos in vitro da regiao promotora do gene FMRI (Drouin
et al., 1997; Kumari e Usdin, 2001) mostraram algumas proteinas reguladoras que
possuem sitios de interacao nesta regido, incluindo dois sitios Spl, um sitio Nrf-1 e
um sitio E-box, onde se ligam USF1 e USF2 (Smith et al, 2004). Smith e
colaboradores (2004) apresentaram evidéncias in vivo da ligacao destes fatores de
transcricdo na regiao promotora do gene FMRI1 e mostraram que os fatores Nrf-1 e
Spl sao ativadores da transcricao quando utilizados individualmente, e
funcionam de forma sinergética quando associados, aumentando a expressado do
gene em mais de 250 vezes. Ja os fatores USF e Max funcionam como repressores
da expressao génica. Neste mesmo estudo os autores comprovaram que a ativacao
da expressao do gene promovida pelos fatores Nrf-1 e Spl é afetada pela metilagcdo
das citosinas da regido promotora, caracteristica tipica dos individuos afetados pela
Sindrome do X-Fragil, sendo que o fator Spl parece ser menos sensivel do que o

fator Nrf-1.

Em outro estudo, Smith e colaboradores (2006) sugerem que membros da
familia CREB/ATF de fatores de transcricdo ligam-se ao E-box existente a
montante do gene FMRI e nao o fator USF, conforme sugeriam outros

pesquisadores. No mesmo estudo, os autores afirmam que CREB e Nrf-2 atuam
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sinergicamente contribuindo positivamente para a expressao do gene FMRI (Smith

et al., 2006).

Lim e colaboradores (2005), em seus estudos in vivo, identificaram sitios de
interacdo para a proteina AP-2a na regido promotora do gene FMRI e concluiram
que esta proteina se associa a este sitio e regula seletivamente a transcricao do

gene durante o desenvolvimento embrionario.

A sequéncia de repeticoes CGG presente a montante do gene FMRI vem
sendo estudada como possivel sitio de ligacdo para proteinas que se ligam
especificamente ao DNA e que podem influenciar as taxas de transcricdo, visto que
este tipo de repeticio é freqiente nas regides reguladoras de muitos genes de

mamiferos

Deissler e colaboradores (1996) isolaram uma proteina de 20 kDa, chamada
P20-CGGBP, que liga-se especificamente a duplas-fitas de DNA contendo repeticoes
CGG. Segundo os autores, a proteina requer mais de oito repeticoes para ligar-se
propriamente e mudancas na primeira base a cada duas repeticoes leva a perda da
capacidade de ligacao da proteina. A proteina também néao se liga a repeticoes que
tenham as citosinas parcial ou totalmente metiladas. Este estudo revela a
importancia destas repeticoes CGG, muito provavelmente na regulacdao da sua
transcricdo. Nos estudos seguintes o grupo de pesquisadores observou que a
proteina p20-CGGBP quando super-expressa na célula pode causa a inibicdo da

expressao do gene FMRI (Muller-Hartmann et al., 2000).

Em um estudo mais recente, Orlov e colaboradores (2007) identificaram
outra proteina de ligacdo as repeticoes CGG, chamada de p56-HGCCBP (Human
(GCC)n-Binding Protein), que se liga especificamente as repeticoes CGG do gene

FMRI e regula negativamente sua expressao.

Prasad e Singh (2008) estudaram a variacado da expressao da proteina FMRP
e da ligacao de fatores de transcricdo na regiao promotora do gene FMRI, com a
idade do individuo, no caso de camundongos. Os autores constataram que ha uma
diminuicao no nivel de expressao da proteina com a idade, e também alteracao das

proteinas que se ligam a esta regido promotora ao longo do tempo.

Estudos sobre a conformacdo da cromatina na regido promotora do gene
FMRI mostraram que em pacientes normais a regiao promotora do gene € o centro
de um dominio com baixa interacdo intersegmentos, o que nao ocorre com O0S

pacientes afetados (Gheldof et al., 2006).
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Esses trabalhos elucidaram alguns pontos pertinentes, principalmente
quanto a caracterizacao da regido promotora do gene FMRI. Porém, foram
investigados apenas alguns fatores de transcricdo e uma regido muito limitada a
montante do gene, até aproximadamente 350 pb. Visto que a regido reguladora dos
genes, principalmente em mamiferos, pode localizar-se a muitos kpb de distancia
do gene, a exemplo de outros trabalhos ja realizados para a determinacao de regioes
reguladoras e TFBS de outros genes (Grehan et al, 2001), torna-se necessaria a
investigacao destes outros possiveis sitios de ligacdo para fatores de transcricao,
numa regido mais ampla ao redor e dentro do gene. E necessaria também a
caracterizacao das proteinas que se ligam a estes sitios e que podem ser parte
fundamental na regulacao do expressao do gene FMRI e, consequUentemente, na

regulacao da Sindrome do X-Fragil.

2.4. Purificacao e Caracterizacao de Proteinas de Ligacao ao DNA

O estudo e caracterizacao das proteinas que se ligam as regioes especificas
do DNA e podem influenciar na taxa de transcricao dos genes localizados proximos
ou até mesmo distantes destas regides € uma das linhas de pesquisa que mais tem
tido atencao nesta fase pos-gendomica. Os procedimentos utilizados em protedmica,
por exemplo, incluem: eletroforeses, Western blot, espectrometria de massa, entre
outras técnicas. Nesta etapa, é necessario inicialmente extrair as proteinas dos
sistemas vivos: culturas celulares, tecidos, 6rgaos, etc, normalmente utilizando-se
solventes e seqUiéncias de centrifugacdo. Apos a obtencao do extrato que contém as
proteinas a serem utilizadas, normalmente proteinas nucleares, seguem-se as
etapas de purificacdo e identificacdo, por eletroforese e espectrometria de massa

das proteinas.

A purificacdo das proteinas que interagem com o DNA, no entanto, mostra-se
um grande desafio para os pesquisadores. Os extratos obtidos a partir dos sistemas
vivos sdo sempre muito diluidos, em pequena quantidade e formados de uma
imensa quantidade de diferentes proteinas, que incluem proteinas estruturais, de

transporte, enzimas, fatores de transcricdo, entre outras.

As técnicas cromatograficas convencionais para purificacdo de proteinas tais
como cromatografia de troca idnica, cromatografia de interacdo hidrofébica ou
cromatografia de pseudoafinidade (IMAC, -cromatografia com aminoacidos
imobilizados, por exemplo), tornam-se muito inespecificas, levando a um baixo
rendimento e um baixo grau de pureza. No caso de purificacdo de fatores de

transcricdo, normalmente utiliza-se cromatografia por afinidade ao DNA. Nestes
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casos utilizam-se matrizes estaticas, como gel ou membranas, como suporte para a
sequéncia de DNA onde se ligam as proteinas de interesse (Lin et al., 2003). As
proteinas sdo obtidas apos sua eluicdo com tampodes contendo altas concentracoes
de sal ou baixos pHs, dependendo do sistema. Normalmente, nas cromatografias, as
proteinas obtidas encontram-se altamente diluidas, devida a necessidade de

utilizacao de grandes quantidades de tampao de eluicao.

Outra técnica que vem sendo muito utilizada por sua praticidade e
versatilidade é a precipitacdo por afinidade a fragmentos de DNA imobilizados em
esferas metalicas (Gabrielsen et al., 1989; Nordhoff et al., 1999). Neste caso, ao
invés de se utilizar uma matriz estatica contida numa coluna de cromatografia,
utilizam-se micro-esferas metalicas que podem ser separadas através de forcas
magnéticas, conforme apresentado na Figura 2.5. Neste caso a proteina liga-se ao
DNA imobilizado nas esferas e o complexo é precipitado com o auxilio de um
magneto, podendo ser lavado para eliminacdo das proteinas fracamente aderidas. A
seguir, procede-se a etapa de eluicao para obtencado das proteinas que estavam
ligadas ao DNA. Com esta técnica consegue-se a eluicdo das proteinas de interesse
com menores quantidades de tampao de eluicao, o que leva a obtencao de solucodes

mais concentradas em proteinas.

Uma vez purificadas, as proteinas de interesse podem ser identificadas a
partir de eletroforese uni ou bi-dimensional ou entdao submetidas a analises de
espectrometria de massa. Normalmente, os dois processos sdo necessarios para
uma boa identificacdo. Primeiramente submete-se a amostra a uma eletroforese, a
fim de separar as proteinas que se ligaram ao DNA e em seguida as bandas,
devidamente cortadas do gel, sofrem digestao por tripsina seguida de analise por
espectrometria de massa. Em alguns casos submete-se a solucdo de proteinas
purificadas diretamente a digestdo por tripsina e analise de espectrometria de

massa.

A espectrometria de massa € uma técnica na qual as moléculas estudadas
sdo ionizadas e a sua razdo massa/carga € medida para determinar sua massa
exata. Se a massa € medida com precisdo pode-se determinar a composicdo da
molécula. No caso das proteinas, a sua seqUéncia de aminoacidos pode ser

determinada (Baldwin, 2004).
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Figura 2.5: Esquema de purificacdo de proteinas por afinidade a
sequéncias especificas de DNA.

A identificacado de proteinas normalmente é baseada na analise de peptideos
gerados a partir da digestdo proteolitica da cadeia peptidica. A enzima mais
utilizada € a tripsina, que hidrolisa a proteina na parte C-terminal dos aminoacidos
lisina e arginina, com excecdo dos casos onde o aminoacido subsequente é a
prolina. Esta digestdo leva em consideracao de que todo peptideo formado, menos a
parte C-terminal da proteina, tem no minimo dois sitios para protonacdo: o grupo
amino da parte N-terminal e o residuo C-terminal. Assim, os peptideos sao

ionizados e detectados como ions positivos. (Baldwin, 2004).
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O método de espectrometria de massa possui uma alta sensibilidade e baixo
limite de deteccdo, permitindo facilmente analisar e identificar amostras com baixa

concentracao de proteinas (Lin et al., 2003).

Os novos programas de bioinformatica também vém sofrendo grandes
melhorias e as previsoes de sequéncias de proteinas deduzidas a partir das
seqUéncias gendmicas tém se tornado muito confiaveis. Utilizando-se destes
avancos, muitos algoritmos tém sido criados para relacionar os dados de
espectrometria de massa obtidos experimentalmente com seqiiéncias de proteinas
conhecidas (Yates, 1998). Deste modo, proteinas isoladas podem ser relacionadas a
sequéncias de proteinas conhecidas através dos resultados obtidos a partir da
analise de espectrometria de massa dos peptideos obtidos a partir da sua digestao
proteolitica, como se fosse uma “impressdao digital” daquela proteina. Estes
resultados podem ser armazenados em grandes bancos de dados disponiveis na
Web e utilizados para a identificacdo de amostras complexas de proteinas, através

da técnica chamada Tandem Mass Spectrometry (Lin et al., 2003).

A Espectrometria de Massa em Tandem, isto €, em seqUiéncia, é utilizada
para analisar os peptideos derivados da digestdao de uma mistura de proteinas. Os
peptideos resultantes sao separados através de cromatografia e introduzidos em um
espectrometro de massa tipo tandem, que possui dois analisadores combinados.
Este tipo de espectrometro consegue selecionar os ions dos peptideos a partir de
uma mistura de ions. A partir dai, o padrao de fragmentacado derivado de cada
peptideo, indica a sua seqiiéncia de aminoacidos. Este padrao é comparado com
outros padroes disponiveis nos bancos de dados de resultados de espectrometria de
massa em tandem, sem que haja a necessidade de primeiramente interpretar a

seqUiéncia a partir do espectro.

Muitos algoritmos foram desenvolvidos com o objetivo de automatizar o
processo de identificacdo de proteinas a partir dos dados de Espectrometria de
Massa em Tandem como, por exemplo: Mascot (www.matrixscience.com), MS-Tag
(www.prospector.ucsf.edu), Pepsea (www.pepsea.protana.com), SEQUEST
(www.fields.scripps.edu/sequest), Sonar (www.proteometrics.com), X! Tandem

(www.thegpm.org/tandem/), entre outros.

Existem muitas vantagens no uso da espectrometria de massa em tandem
para a identificacdo de proteinas, entre elas: um alto nivel de certeza na
identificacdo, ja que o método leva a obtencdo de varios fragmentos muito
especificos da informacao, que caracterizam a proteina, e o fato de permitir a

identificacdo de proteinas a partir de uma mistura (Lin et al., 2003).
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2.5. FMRP versus plasticidade sinaptica e aprendizado

A funcao da proteina FMRP no organismo ainda nao € totalmente conhecida,
porém, sabe-se que ela possui dominios tipicos de proteinas de ligacdo com mRNA
(Adinolfi et al.,, 2003; Chen et al, 2003) e outros dominios de sinalizacdo de
localizacao e exportacdo nuclear (Oostra, 2002; Jin e Warren, 2003), o que sugere
que esta proteina esteja intimamente ligada ao transporte de mRNA do nucleo para
o citoplasma e na sua conducao até os ribossomos, onde faz parte dos complexos de

ribonucleoproteinas (RNP) (Ceman et al., 1999).

A capacidade de ligacdo com mRNA e a participacao da FMRP no transporte
de outras proteinas dentro da célula foram estudadas por Otero e colaboradores
(2002), que demonstraram o transporte da FMRP, associada a complexos protéicos,
dentro de células tipo PC12 de ratos. Estas células foram transfectadas com um
sistema de inducao de expressao para a FMRP-GFP e, utilizando microscopia de
fluorescéncia, foi possivel registrar o percurso da FMRP-GFP desde sua traducao no
corpo da célula até seu destino, a extremidade dos dendritos, onde provavelmente
atua na regulacdo da traducdo de mRNA especificos. Os autores observaram que a
FMRP faz parte de granulos (particulas RNP) que se movem em direcao aos
dendritos. Juntamente com a FMRP foram co-localizados nestes granulos mRNA,

FXR1, quinesina e subunidades ribossomais.

A proteina FMRP, além de ser sintetizada no corpo dos neuronios, também
pode ser traduzida localmente nos dendritos. Weiler e colaboradores (1997) (Weiler
et al., 1997) demonstraram que a proteina responsavel pela Sindrome do X-Fragil é
traduzida nos dendritos em resposta a atividade sinaptica em sinaptoneurossomos.
Os autores demonstraram que o mRNA codificante da FMRP associou-se com
complexos translacionais de 1 a 2 minutos depois da estimulacdo do receptor
metabotropico de glutamato (mGLURI1), observando um aumento na expressao de

FMRP.

O transporte de alguns mRNA do nucleo para as partes mais distantes dos
dendritos e a sua traducdo proxima das regides sinapticas € um fenomeno
intimamente ligado a plasticidade sinaptica, que requer a sintese local de
determinadas proteinas em resposta a atividade sinaptica (Weiler e Greenough,
1993; Huber et al., 2002). Para que a sintese destas proteinas ocorra no dendrito é
necessario que os mRNA que as codificam estejam disponiveis para a traducao no

local desejado.

Apenas um pequeno grupo de mRNA é transportado ao longo dos neuronios

até os dendritos, e estudos indicam que a selecao desses mRNA parece ser feita pela
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sua interacdo com a proteina FMRP (Schaeffer et al.,, 2001; Antar et al.,, 2004). A
FMRP €& uma proteina de ligacdo com o mRNA que se liga com alta afinidade
aqueles que possuam uma conformacao espacial especifica formada por 4 guaninas
(G quartet) (Schaeffer et al.,, 2003). Varios mRNA, que possuem essa formacao
contendo as guaninas e apresentam afinidade pela FMRP foram identificados, e
observou-se que varios deles tiveram sua expressao alterada em pacientes afetados

pela Sindrome do X-Fragil (Brown et al., 2001).

Brown e colaboradores (2001) utilizaram-se de ensaios de microarrays (ou
microarranjos) para identificar que 3,9% (aproximadamente 430 mensageiros) dos
mRNA transcritos no cérebro de camundongos encontram-se associados a FMRP.
Neste caso a FMRP estava fazendo parte dos complexos de ribonucleoproteinas
associadas a mRNA (mRNP). Dados semelhantes quanto a capacidade de ligacao da
proteina FMRP com mRNA ja haviam sido divulgados para ensaios in vitro em
sistemas livres de células (Brown et al., 1998). Um ponto divergente em relacao aos
dados obtidos in vitro e in vivo foi o fato de que in vivo o mRNA do gene FMRI, que
codifica a proteina FMRP, nao foi encontrado associado a ela, como era esperado
devido aos resultados in vitro apresentados pelo mesmo grupo em 1998, embora
tenha sido identificado como um dos mRNA expressos naquelas células. Brown e
sua equipe, nesse mesmo trabalho de 2001, observaram que se for comparado o
numero de mRNA associados aos complexos mRNP de células de linfoblastos
humanos sadios e de pacientes afetados pela Sindrome do X-Fragil, nota-se que o
numero de alguns mRNA associados aumenta enquanto o de outros diminui nos
pacientes afetados (aproximadamente 50%/50%), enquanto outros ainda

permaneceram inalterados.

A FMRP parece ser responsavel pelo controle da traducao de alguns mRNA,
principalmente nos neurdnios ao nivel dos dendritos e sinapses (Weiler e
Greenough, 1999; Greenough et al., 2001; Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001;
Zalfa et al., 2003; Lu et al., 2004; Weiler et al., 2004).

Li e colaboradores (2001) e Laggerbauer e colaboradores (2001) utilizaram
ensaios in vitro para demonstrar que a proteina FMRP produzida de forma

recombinante, inibiu a traducao de determinados mRNA.

Lu e colaboradores (2004) estudaram a influéncia da FMRP no controle da
traducao da proteina 1B associada a microtubulos (MAP1B), que € uma proteina
associada ao desenvolvimento dos dendritos e sinapses. Neste trabalho, o os

autores observaram que a auséncia da FMRP nas células neuronais de individuos
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X-Fragil resulta em uma expressao elevada da proteina MAP1B devido a perda da

repressao da traducao do seu mRNA que supostamente é realizada pela FMRP.

No entanto, estudos realizados com animais modelo, camundongos knockout
que nao expressam o gene FMRI, por Jianxue Li e colaboradores (2002), mostraram
que esses animais apresentam uma plasticidade sinaptica reduzida na regido do
cortex cerebral, acompanhada de uma reducdo da expressao da proteina GluRl1,
uma das subunidades formadoras do receptor ionotréfico de glutamato — AMPA, nas
sinapses. Esse estudo sugere que a falta da proteina FMRP nestes camundongos
inibiu, ou melhor, ndo favoreceu a correta expressdo da proteina GluR1 que
também esta relacionada com a plasticidade sinaptica, na regido do cortex cerebral.
O mesmo estudo, no entanto, mostrou que nao houve alteracdo no nivel de

plasticidade e expressao de GluR1 nas regides do hipocampo e cerebelo.

A ligacdo da FMRP com a regulacdo da atividade dos receptores AMPA
também foi estudada por Bear e colaboradores (2004). Segundo estes autores a
deficiéncia de FMRP, caracteristica dos pacientes portadores da Sindrome do X-
Fragil, aumenta a depressdao de longa duracdo (LTD - Long-Term Depression), na
regido do hipocampo cerebral. A depressdao de longa duracdo consiste de um
conjunto de reacdes bioquimicas que sdo desencadeadas nos dendritos devido a
atividade sinaptica, assim como a potenciacdo de longa duracao (LTP — Long-Term
Potentiation). O mecanismo da LTP parece ser muito importante em recém-nascidos,
uma vez que favorece o nascimento de novos botdes sinapticos. Por outro lado, a
LTD parece estar relacionada com a eliminacado de sinapses, de forma orientada.
Estes dois mecanismos, trabalhando em conjunto, contribuem para o aprendizado e

para a formacao da memoria durante a vida (Bear et al.,, 2004).

A LTD, no hipocampo e no cerebelo, pode ser induzida pela estimulacdo dos
receptores metabotropicos de glutamato chamados mGLURs (mGLUR1 e mGLURS)

que possuem localizacoes subcelulares distintas.

Segundo alguns autores, a nao expressdo ou inativacao do receptor mGLUR
causa um déficit na LTD. O déficit de LTD pode ser expresso como a diminuicéo no
numero de receptores AMPA pés-sinapticos (Bear et al., 2004). A LTD induzida pela
ativacao do receptor mGLUR (mGLUR-LTD) requer a rapida traducao de mRNA
preexistentes nos dendritos pds-sinapticos (Huber et al, 2000). Outra forma de
inducdo da LTD é a ativacdo do receptor NMDA (NMDA-LTD), porém esta forma de
inducao da LTD nao requer a rapida traducdao de mRNA (Sawtell et al.,, 1999).

Em 2002, Huber e colaboradores propuseram um modelo que visa explicar

como a Sindrome do X-Fragil atua para alterar a plasticidade sinaptica e,
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consequUentemente, a capacidade de aprendizado e memorizacdo. Este grupo, do
qual também fazia parte o pesquisador Mark F. Bear utilizou camundongos
modelos knockout para o gene FMRI para estudar a LTD induzida pela ativacao do
mGLURI1 e pela ativacdo do NMDA, no hipocampo. Os resultados mostraram que a
LTD-NMDA é normal nos animais modelo enquanto a LTD-mGLUR é aumentada em
animais FMRI-knockout. Com base em seus resultados e em resultados prévios de
outros autores, Huber e colaboradores (2002) propuseram o modelo apresentado na

Figura 2.6.
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Figura 2.6: Modelo de atuacdo da FMRP na alteracdo da LTD em individuos afetados pela
Sindrome do X-Fragil. (a) A ativacdo da mGLUR estimula a internalizacdo dos receptores
AMPA. A estabilizacao desta modificacao requer a traducdo de mRNA, que é regulada
negativamente pela FMRP que é sintetizada em resposta a ativacdo da mGLUR. (b) Na
auséncia de FMRP a magnitude da LTD é aumentada levando a internalizacao excessiva de
receptores e consequiente perda da capacidade sinaptica, conduzindo ao enfraquecimento
das interacodes sinapticas e ao alongamento dos dendritos, como ja observado por alguns
autores em pacientes afetados pela SXF. (Adaptado de Bear et al., 2004).

Segundo este modelo, a ativacao da mGLUR estimula a internalizacao dos
receptores AMPA, e a estabilizacao desta modificacao requer a traducao de mRNA.
Os autores propoem que esta traducao seja regulada negativamente pela FMRP que
€ sintetizada em resposta a ativacao da mGLUR (Weiler e Greenough, 1999). Esta
proposta é consistente com os resultados obtidos por outros autores que também
constataram que a FMRP regula negativamente a traducdo de alguns mRNA
(Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001). Sendo assim, na auséncia de FMRP a
magnitude da LTD é aumentada, ocorrendo uma internalizacdo excessiva dos
receptores AMPA, no hipocampo. Isto levaria a uma dificuldade da maturacao

sinaptica e consequiente perda da capacidade de aprendizado e memorizacao
26



Ceman e colaboradores (2003) propuseram que a regulacdo da atuacao da
FMRP na inibicdo da traducdo de alguns mRNA esta relacionada com a sua
fosforilacdao. Os granulos compostos pelos mRNA, FMRP e outras proteinas,
localizam-se nos dendritos esperando por um sinal sinaptico que indique a
necessidade de traducdo dos respectivos mRNA. Em resposta a ativacdo dos
receptores mGLURs, que sdo acoplados a cascata do fosfatidilinositol (PIP2), ocorre
a estimulacdo de uma proteina efetora chamada fosfolipase C, que induz a
formacdo de dois importantes segundos-mensageiros: o diacilglicerol (DAG) e o
inositol-1,4,5-trifosfato (IPs). O IPs regula a liberacdo das reservas de calcio
intracelulares armazenadas no reticulo endoplasmatico. O calcio liberado interage
com numerosas proteinas celulares, incluindo a proteina quinase C (PKC). A DAG,
por sua vez, também ativa a PKC que esta envolvida em varios processos celulares,

incluindo a expressao génica (Gallagher et al., 2004).

Embora nao exista nenhuma evidéncia direta de que a PKC fosforile a FMRP,
alguns autores sugerem que a ativacdo da PKC desencadeia uma cascata
enzimatica com varios intermediarios, sendo que um deles sinaliza para que o
granulo, contendo o mRNA de interesse, libere a FMRP, permitindo assim a sintese

protéica (Antar et al., 2004; Weiler et al., 2004).

Compilando todos os dados apresentados até aqui, a Figura 2.7 mostra, de
forma sintética, um modelo biolégico para a atuacao da proteina FMRP em células
neuronais, como moduladora da traducado de alguns mRNA especificos devido a
sinalizacdo proveniente da excitacdo do receptor metabotropico de glutamato
(mGLUR1). Este modelo esta sendo aqui proposto a partir das evidéncias
experimentais encontradas na literatura, obtidas de células de pacientes afetados e
com a utilizacdo de camundongos knockout (Jin e Warren, 2003; Antar et al., 2004;

Bear et al., 2004; Weiler et al., 2004; Aschrafi et al., 2005).

De acordo com esse modelo, a FMRP atua na localizacao e exportacao de
mRNA do nucleo, bem como participa da regulacao da traducao destes mRNA no
corpo e nos dendritos dos neuronios, incluindo seu proprio mRNA (Bear et al,

2004).
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Figura 2.7: Modelo biolégico proposto para o transporte de proteinas e regulacdo da
expressdo de mRNA pela FMRP em células neuronais. (i) transcricdo do gene FMRI; (ii)
transporte do mRNA transcrito para o citoplasma; (iii) traducdo do mRNA; (iv) a FMRP
dimeriza no citoplasma; (v) devido ao seu sinal de localizacao nuclear (NLS) a proteina entra
no nucleo do neurdnio; (vi) e (viii) a FMRP dimerizada liga-se aos complexos de
ribonucleoparticulas mensageiras (mRNP); (vii) a proteina promove a exportacdo deste
complexo de proteinas e mRNA no nucleo devido ao seu sinal de exportacdo do nucleo
(NES); (ix) uma vez no citoplasma, a FMRP associada ao complexo mRNP pode associar-se a
ribossomos e regular a traducao de proteinas no corpo celular dos neurénios; (x) e (xi)
alternativamente, o complexo FMRP+mRNP pode associar-se aos sistemas de transporte
celular até os dendritos; (xii) em resposta a um estimulo sinaptico no receptor mGLURI1,
(xiv), desencadeia-se a cascata de ativacdo da PKC; (xiiij a PKC causa a inativacao,
possivelmente por fosforilacdo, da proteina FMRP, que atua na repressdo da traducéao do
mRNA associado ao complexo FMRP+mRNP, (xiv) permitindo a sua associacdo com os
ribossomos dos dendritos; (xv) sem a repressdo causada pela FMRP o mRNA é traduzido na
proteina, o que é importante para a estrutura e plasticidade sinaptica, como por exemplo o
receptor GLUR1 (Jin e Warren, 2003; Antar et al., 2004; Weiler et al., 2004).

Em relacdo a este modelo biologico, muitas duvidas ainda precisam ser
desvendadas, principalmente quanto aos dados quantitativos. Estes dados podem

ser determinados tanto experimentalmente, através de cultura de células, quanto
28



através de modelagem matematica dos fluxos de proteinas e outros fatores que
possam afetar seu mecanismo de atuacao. Algumas medicoes podem ser realizadas,
porém, para se compreender melhor a participacao efetiva de todos os componentes
envolvidos na regulacao da traducao de determinados mRNA em locais especificos
dos neurdnios, e em resposta a estimulos especificos, o ideal € conhecer a

participacao de todos os fatores envolvidos.

Uma abordagem possivel e ja utilizada na modelagem matematica e analise
de vias metabolicas € a técnica conhecida como Analise de Fluxos Metabdlicos
(AFM) (Stephanopoulos et al., 1998; Chatziioannou et al., 2003; Ozkan et al., 2005).
A AFM utiliza alguns dados de fluxos experimentais e, através de balancos de
massa e a producao da respectiva matriz estequiométrica, pode estimar valores
para o fluxo de particulas ou proteinas que participam do processo regulador, e que

sao de dificil, senao impossivel, determinacao experimental, nas condi¢coes atuais.

A Analise de Fluxos Metabdlicos € uma técnica muito eficiente e tem se
mostrado aplicavel a diferentes estudos in silico, isto €, computacionais, de vias
metabolicas. No entanto, o uso desta abordagem no estudo de vias reguladoras é um
procedimento novo, e espera-se que possa fornecer informacdes relevantes sobre o

estado homeostatico celular.

Chatziioannou e colaboradores (2003), por exemplo, aplicaram essa
metodologia como uma alternativa na elucidacdo do metabolismo do
neurotransmissor glutamato, onde, a partir de poucos dados experimentais foi
possivel determinar o fluxo de todos os componentes da via metabélica de producao,

liberacao e captacao do glutamato em neurdnios e células gliais.

Além de tornar possivel a estimativa de valores, este método permite ainda a
correcao de dados experimentais e ainda o uso do modelo para simular possiveis
alteracoes na regulacdo, como por exemplo, a delecio de genes, que resultaria na
inexisténcia de alguma das proteinas reguladoras, ou a super-expressdo dessas
proteinas. Essas alteracdoes, de outra forma, s6 poderiam ser feitas através de

técnicas de engenharia genética em organismos modelo.

No entanto, para que a modelagem seja a mais fiel possivel, um maior nimero
de fatores (proteinas) envolvidos, desde a regulacdo da expressao da proteina FMRP
até a sua atuacao como proteina reguladora no transporte e traducao de mRNA
dentro dos neurbénios, devem ser caracterizados através de determinacoes

experimentais.
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3. MATERIAIS E METODOS

Um esquema geral da metodologia emprega nos estudos genomicos

desenvolvidos neste trabalho e apresentado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Resumo da metodologia utilizada para a determinacao dos sitios de interacao
para proteinas de transcricdo do gene FMRI1
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3.1. Seqiiéncias de DNA Genomico

As sequiéncias de DNA estudadas visando a determinacédo de possiveis regioes
conservadas contendo TFBS foram obtidas a partir do GenBank — NCBI. Foram
estudadas as seguintes espécies para comparacdo com a sequéncia reguladora
humana (contig NT _011681.15:11838:3325293-3475293), Pan troglodytes (contig
NW_001252165.1:988399-1138399), Canis familiaris (contig NW_879563.1:
67539336-67689336), Mus musculus (contig NT_039706.7:13405245-13555245) e
Rattus norvegicus (contig NW_048052.2:13525688-13675688). Para este estudo
foram utilizadas seqiiéncias que compreendem toda a regido codificante do gene
FMRI e a regiao nao codificante a montante do gene, onde podem estar situados os

possiveis TFBS.

3.2. Determinacao in silico das regioes conservadas do DNA que

contém sitios de interacao para fatores de transcricao

A determinacao dos possiveis TFBS foi feita através do programa mVISTA
para genomica comparativa (http://genome.lbl.gov/vista). O mVista € um
programa para comparacao de sequéncias de DNA de duas ou mais espécies

(Mayor et al., 2000; Frazer et al., 2004).

Na busca por possiveis sitios de interacdo para proteinas reguladoras da
transcricdao do gene FMR1, estudou-se toda a seqiéncia de nucleotideos a montante
do gene, até a regido codificante anterior na mesma fita de DNA, que corresponde a
uma proteina hipotética (LOC100133053). Esta primeira regido estudada

compreendeu mais de um milhdo de pares de bases (pb) de nucleotideos.

Esta sequéncia de DNA a montante do gene acrescida da sequéncia
codificante do gene FMRI foi alinhada globalmente com as seqiiéncias a montante
e codificante dos homologos deste gene nas espécies Pan troglodytes, Canis
familiaris, Mus musculus e Rattus norvegicus, também incluindo toda a regidao nao
codificante existente entre o gene FMRI destas espécies até a regido codificante
anterior na mesma fita. Estes primeiros alinhamentos revelaram que a porcao da
sequéncia humana mais proxima ao gene apresentava mais regidoes conservadas
nas quatro outras espécies. Esta regido proxima que apresentava maior grau de
conservacao (75% no minimo) compreendia aproximadamente 150.000 pares de
bases de nucleotideos, no DNA humano, incluindo o proprio gene. Focou-se entao
os estudos nesta porcao de 150.000 pb. A analise dos possiveis TFBS foi realizada

utilizando o programa rVista (regulatory Vista) (Loots et al, 2002). O programa
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rVista combina o alinhamento obtido pelo mVista, que identifica as regides
conservadas entre as seqliéncias, com uma pesquisa no principal banco de dados
de sitios de ligacao para fatores de transcricdo, o TRANSFAC Professional
(http:/ /helixweb.nih.gov/transfac/), para localizar nas regides conservadas os
possiveis sitios de ligacado para fatores de transcricdo conhecidos. Um esquema da

metodologia utilizada é apresentado na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Resumo da metodologia para determinacdo in silico das regides conservadas do
DNA que podem conter sitios de interacdo para fatores de transcricao.

3.3. Animais de laboratorio

Ratos Wistar adultos (60-90 dias) saudaveis, mantidos com quantidade
adequada de comida e agua, foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os experimentos foram realizados segundo protocolos

aprovados pelo Comité de Etica para Pesquisas com Animais da Universidade.

3.4. Extracao de proteinas nucleares e citoplasmaticas

As proteinas citoplasmaticas e nucleares foram extraidas a partir de porcoes
de 100 mg de cortex de ratos Wistar utilizando o protocolo e o kit de extracao
CelLytic NuCLEAR (Sigma, EUA). As proteinas citoplasmaticas foram recuperadas,
apos lise das células com tampao de lise (10 mM HEPES, pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 10
mM KC1, 1 mM DTT e 0,5 mM PMSF), seguido de centrifugacdao por 20 minutos a
10.000Xg. O precipitado foi ressuspendido em tampao de extracao (20 mM HEPES,
pH 7,9, 1,5 mM MgCl,, 0,42 M NaCl, 0,2 mM EDTA, 25% v/v glicerol, 1 mM DTT e
0,5 mM PMSF) e agitadas por 30 minutos. As proteinas nucleares foram obtidas,
apo6s centrifugacao a 20.000Xg por 5 minutos, no sobrenadante, que foi transferido

32



para um tubo limpo, aliquotado, congelado e estocado a —20°C. A concentracao de
proteinas foi determinada pelo Método de Lowry (Lowry et al., 1951). Nos casos em
que a concentracao salina dos tampoes usados era muito alta, as fracdes protéicas
foram dessalinizadas por filtracao em gel utilizando-se colunas Sephadex PD-10
(Amersham Biosciences). As proteinas extraidas foram visualizadas por Eletroforese
SDS-PAGE em gel gradiente de acrilamida, de 4-15% (Biorad, EUA) e coloracdo com

solucao de nitrato de prata

3.5. Extracao de DNA genomico

O DNA genomico foi recuperado a partir de tecido cerebral de ratos Wistar
adultos normais. O DNA foi recuperado utilizando o kit GenomicPrep™ Cells and
Tissue DNA Isolation (GE Healthcare, EUA), conforme instrucdes do fabricante.
Aproximadamente 10 a 20 mg de tecido cerebral foi homogeneizado em “tampao de
lise” e incubado por 12 horas a 55°C, apés adicao de proteinase K (aprox. 0,5
mg/mL). Tratou-se a solucdo com RNAase por 60 min. As proteinas foram
precipitadas pela adicdao de “solucao de precipitacdo” e centrifugacdo a 16.000xg
por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo contendo isopropanol
e mantido por 12 horas no freezer. A solucao contendo o DNA precipitado foi
centrifugada a 16.000xg por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o DNA
presente no precipitado foi seco em estufa (37°C) por 60 minutos. O precipitado foi

hidratado com a “solucao de hidratacdo” e armazenado em geladeira (2-8°C).

3.6. Amplificacao e purificacao do fragmento de DNA de interesse

As sequiéncias reguladoras estudadas foram amplificadas a partir do DNA
genomico em uma reacdo de cadeia de polimerase (PCR) utilizando-se os seguintes

iniciadores, ou primers, determinados para cada regiao:

Seqiiéncia 1

5’GCCCTGAGCTTTCAAAGTTAAAGC3’ 5’GAGTACTTTAGGCTTCCAGTTCCCA3’
Segqiiéncia 2

5"AGATTAAAACCAGTTCCCAGCCTC3’ 5’ TGCTTTCACCTGGTAAATGGTAATT3'
Seqiiéncia 3a

5"AGGGATATTGGATGAACAACAGGG3’ 5’GCAAGGTTGCATGGCTGTTTT3’

Seqiiéncia 3b

5"TACCACAGTAAAATCATGGGAAAGC3' 5’CCCTTGGATAGTTTTCACTGCAGT3’

Seqiiéncia 4

5"AGCCAGATACTTTATGTCCACCCA3' 5’GTGTCCTTCTACCAGCAGCATCAZ

Segqiiéncia 5

5"ACTATTGTAGGCAGAAAGGCAGAGC3’ 5'TGTTTTCTTCCCCAAGTCCTGC3’
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Cada amplificacdo foi realizada em tampdo contendo diferentes
concentracoes de cloreto de magnésio, de acordo com otimizacdo preliminar da

amplificacao, e também diferentes temperaturas de anelamento, conforme tabela a

seguir:

Tabela 3.1: Temperaturas de anelamento e concentracbées de MgCl, utilizados para cada
uma das amplificacoes realizadas:

NP Concentracao de MgCl. Temperatura de anelamento
Seqiiéncia o

(mM) (°C)
Sequiéncia 1 1,5 39
Sequiéncia 2 1,5 56
Sequéncia 3a 2,5 55
Sequiéncia 3b 2,0 50
Sequéncia 4 2,0 59
Sequéncia 5 2,0 50

Os produtos do PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose (1%)
e corados com brometo de etidio. As bandas correspondentes aos oligonucleotideos
(oligos) de interesse foram identificadas de acordo com o marcador de peso
molecular para DNA, Hi-Lo all purpose (Bionexus, EUA). O DNA foi recuperado, a
partir do gel de agarose, utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
EUA).

Para utilizacao como ligante de afinidade na etapa de purificacdo de
proteinas nucleares, um primer de cada par usado para amplificacao das
sequéncias foi adquirido na forma biotilada, a fim de obter o produto do PCR ligado

a biotina.

3.7. Gel shift para determinacao da ligacao DNA-proteina de regides

reguladoras para o gene FMR1

Os produtos obtidos com as reacoes de PCR foram marcados com
Digoxigenina (DIG) e os ensaios de ligacao de proteinas reguladoras ao segmento de
DNA foram realizados utilizando-se o kit DIG Gel Shift Kit 2nd Generation (Roche
Applied Science, Suica). Os produtos amplificados e marcados, contendo os
segmentos de interesse, foram utilizados nas reacdes de gel shift, conforme
instrucoes do fabricante. Cada reacdo de ligacdo foi realizada com 30 fmol do
produto da amplificacdo marcado com DIG e um ou dois microgramas de proteinas
nucleares totais na presenca do tampao de ligacao (20 mM HEPES pH 7,6, 1mM
EDTA, 10 mM (NH4)2SO4, 1 mM DTT, 0,2% Tween 20, 30 mM KCl) em temperatura
ambiente. Competidores especificos e nao-especificos foram usados nas reacoes de

ligacdo para reduzir os resultados falso-positivos. Como competidores especificos
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foram utilizados os proprios produtos da amplificacdo em estudo (100x
concentrado) sem a marcacdo com DIG e como competidor inespecifico foi utilizado

o oligonucleotideo poli-AT (100x).

Os complexos proteina-DNA foram separados por eletroforese nativa em gel
de poliacrilamida 5% em tampao Tris-borato (TBE) 0,5X. As bandas resultantes da
eletroforese foram transferidas para membranas de Nylon® positivamente
carregadas (Roche, Suica). A deteccao foi feita por quimioluminescéncia dos
complexos DIG-DNA-Proteina reconhecidos por anticorpo anti-DIG marcado com

fosfatase alcalina, de acordo com o fabricante (Roche, Suica).

3.8. Recuperacao de proteinas nucleares através de precipitacao por

afinidade

Aproximadamente 40 pmol dos produtos da amplificagcdo biotilados, dupla
fita, foram imobilizados em 200 ug de esferas metalicas Dynabeads M-280
recobertas com streptavidina (Invitrogen, EUA), conforme protocolo do fabricante.
Um volume de 60 ul de solucao de proteinas nucleares (75 ug de proteinas totais) foi
diluido para um total de 90 pl com Tampao de Ligacdo (20 mM HEPES pH 7,6, 1
mM EDTA, 10 mM (NH4)2SO4, 1 mM DTT, 0,2% Tween 20 e 30 mM KCl), contendo
também 1 pug/ul de competidor nao especifico poli-(AT)2s. Esta solucao foi incubada,
a 4°C, por 10 minutos antes de ser adicionada ao frasco contendo 200 ug de
Dynabeads com ou sem o DNA alvo imobilizado. A mistura foi incubada por 15
minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo branda. Depois de uma separacao
magnética as esferas foram lavadas duas vezes com o mesmo Tampao de Ligacao. A
primeira lavagem continha 0,1 ug/ul do oligonucleotideo poli-(AT)2s, que atuou
como competidor nao-especifico para eluicdo das proteinas ligadas
inespecificamente ao DNA. Apos as lavagens as esferas foram lavadas duas vezes
com Tampao de Eluicao (20 mM HEPES pH 7,6, 1 mM EDTA, 10 mM (NH4)2SO4, 1
mM DTT, 0,2% Tween 20 e 1 M KCl). O procedimento descrito foi realizado
repetidas vezes para se obter uma quantidade significativa do produto da
amplificacao desejado. A solucao total de proteinas eluidas foi dessalinizada
utilizando colunas de filtracdo em gel Protein Desalting Spin (Pierce, EUA),
mantidas em Tampao de Ligacao e congeladas. As proteinas purificadas foram
separadas por Eletroforese SDS-PAGE em gel gradiente 4-15% (Biorad, EUA) e
coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250, e as bandas distintas foram

recortadas do gel.
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3.9. Separacao e identificacao das proteinas nucleares purificadas

As proteinas contidas nas bandas recortadas do gel de poliacrilamida foram
submetidas a digestdao enzimatica com tripsina e os peptideos resultantes foram
analisados por espectrometria de massa (Tandem Mass Spectroscopy), no
Laboratério de Protedomica da Universidade da Califéornia em Davis, CA, EUA. O
tratamento dos dados foi realizado com o uso do servidor da WEB chamado The

Global Proteome Machine (http://gpmdb.thegpm.org/), que utiliza os dados

disponiveis de varias bases de dados proteomicos, a fim de correlacionar os
espectros obtidos dos peptideos resultantes da digestao das proteinas com outros ja

identificados anteriormente.

3.10. Imunodeteccao para confirmacao da proteina Pur-a:

Para confirmar a presenca da proteina Pur-o no conjunto de proteinas
purificadas pelo o sistema de afinidade com esferas metalicas/DNA alvo, realizou-se
ensaio de imunodeteccao (dot-blot) utilizando o anticorpo policlonal de camundongo
anti-Pur-a (Abnova, EUA). Um total de 20 ul da solucao de proteinas nucleares
totais (50 pg/ul) e da solucao de proteinas purificadas (1,5 pug/ul) utilizando-se o
sistema esferas/DNA alvo foram depositadas sobre membranas de nitrocelulose
(Biorad, EUA) equilibradas com tampao TBS (10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5)
contendo 20% de metanol. Apos secagem natural, as membranas foram lavadas
com tampao TBS e bloqueadas com leite desnatado 5% diluido em TBS a 0,05%,
por 1 hora sob agitacdo. Na sequiéncia, a membrana foi lavada trés vezes com
tampao TBS-T (TBS + 0,05% Tween-20) por 5 minutos e incubadas com o anticorpo
de camundongo anti-Pur-o. por pelo menos 12 horas, a 4°C. Apds incubacdo a
membrana foi lavada varias vezes com tampao TBS-T e incubada com o anticorpo
secundario (anti-IgG de camundongo) conjugado com peroxidase, por 1 hora em
temperatura ambiente. Para revelacdo, a membrana foi tratada com reagentes ECL

(Amershan Biosciences, EUA) e exposta ao filme fotografico (Kodak, EUA).

3.11. Analise de Fluxos Metabdlicos

O modelo matematico que descreve a atuacdo da FMRP nos neurodnios foi
simulado e analisado segundo a técnica de Analise de Fluxos Metabélicos descrita
por Stephanopoulos e colaboradores (1998). Todos os procedimentos
computacionais foram implementados usando-se o pacote de programacao

computacional MATLAB® (The MathWorks Inc., MA, EUA).
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A Analise de Fluxos Metabélicos € baseada em um modelo estequiométrico
que representa as interagcdes moleculares e bioquimicas da célula, a serem
estudadas. As reacdes podem ser obtidas na literatura ou a partir de dados
experimentais. O modelo estequiométrico é baseado em balancos de massa dos
componentes considerados. Para os complexos internos € usada a hipotese de estado
pseudo-estacionario, ou seja, o volume nao muda e as concentracoes nao variam em

um curto periodo de tempo.

As equacodes de balanco de massa dos componentes ou grupo de componentes
(complexos protéicos) de cada etapa do modelo biolégico proposto sdo determinadas

conforme a equacao (1). Para o estado estacionario,
o, =0 (1)
J

onde, a soma de todos os fluxos relativos a formacado ou consumo (utilizacdo) de um
dado componente ou complexo € igual a zero, sendo v o coeficiente estequiométrico e
r; a velocidade de consumo ou formacdo do componente ou complexo. Nesta
equacao, os fluxos que contribuem para a formacdo de um complexo sédo
caracterizados com sinal positivo e os fluxos de contribuem para o consumo do

complexo sao de sinal negativo.

A partir destas equacoes € determinada a matriz estequiométrica do modelo,
chamada de matriz G, onde cada coluna da matriz correspondera ao fluxo de um
componente ou complexo do modelo, e as linhas corresponderdao as reacdoes que
envolvem esses componentes. Todos os fluxos ndo medidos experimentalmente serao

obtidos, em primeira analise, utilizando a Eq. (2) na forma abaixo:
v, =—(G)" -G, -v (2)

onde, v, € o valor do fluxo calculado, G, representa a matriz transposta de G em que

foram selecionadas as colunas referentes aos fluxos que se deseja calcular, isto €,

todos os fluxos ndo medidos. G, é a matriz transposta de G referente aos fluxos

medidos, v, € o vetor dos fluxos medidos, e o simbolo # representa a pseudo-inversa

da matriz.

A partir do uso de rotinas de algebra linear sao identificadas as reacoes
dependentes e independentes e calculada a matriz de redundéancia (R), conforme a

equacao (3),

R=G,-G,-G'G, (3)
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. . . . L, . # -

onde, G, é a matriz de coeficientes estequiométricos dos fluxos calculados, e G ¢é a
matriz pseudo-inversa da matriz G, .

A sensibilidade da matriz utilizada pode ser medida através do numero

condicional, C, definido na equacdo 4, cuja magnitude fornece informacodes

importantes sobre os requisitos de precisao nos fluxos medidos:

c=|af@) (4)

Para uma matriz estequiométrica ser considerada bem condicionada, este
numero deve estar entre 1 e 100, conforme descrito por Stephanopoulos e

colaboradores (1998).#

Outro modo de avaliar o modelo é através da equacao 5, que fornece
informacao sobre a sensibilidade dos calculos no que diz respeito as variacdes dos
fluxos calculados as pequenas perturbacoes nas medidas (Stephanopoulos et al.,

1998).

" (5)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacao de possiveis sitios para fatores de regulacao da

transcricao do gene FMR1

O alinhamento e a comparacao entre seqiiéncias gendomicas ou sequéncias de
proteinas homoélogas vém sendo muito utilizados como um primeiro passo na
caracterizacdo de dados ainda desconhecidos de seqUéncias de DNA ou
aminoacidos. Visando o estudo da regulacao da expressao do gene FMRI, a partir
do uso de técnicas de gendémica comparativa, inicialmente verificou-se o grau de
homologia entre as proteinas FMRP de algumas espécies de mamiferos, que

apresentavam o gene FMRI.

A Figura 4.1 mostra o alinhamento entre as sequiéncias das proteinas FMRP

humana e suas homoélogas de outras quatro espécies de mamiferos.

O alinhamento entre as seqiéncias mostra que os principais dominios da
proteina FMRP, relacionadas a ligacao ao RNA, sao conservadas, o que indica
provavel conservacao de sua funcdo. Visto que a proteina FMRP possui os mesmos
dominios e provavelmente a mesma funcao nestas espécies, pode-se sugerir que a
regulacao da expressao deste gene seja controlada por elementos comuns. Esta
evidéncia estimulou a comparacao entre as seqUiéncias a montante deste gene
nestes organismos, em busca de regides conservadas ao longo da evolucao, que

pudessem estar relacionadas com a regulacao da expressao do gene.

Os estudos de gendmica comparativa, entre a seqiiéncia de DNA humano e
as sequéncias homologas das quatro espécies comparadas, que incluiram o gene
FMRI e até 111.000 pares de base a montante do seu codon de inicio, num total de
150.000 pb, foram realizados utilizando-se o programa Vista. Os resultados obtidos
a partir da analise comparativa das seqUiéncias mostraram varias regides
conservadas entre as seqUéncias homologas e a seqiiéncia humana de interesse,
incluindo a regido atualmente reconhecida como regido promotora do gene, que
localiza-se entre O e 350 pares de bases a montante do inicio do gene,

aproximadamente (Drouin et al., 1997; Kumari e Usdin, 2001).
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M.musculus = —————————mm——— MEELVVEVRGSN-——————————————— GAFYK-————————— 17
R.norvegicus = = ————————————————— MEELVVEVRGSN———————————————— GAFYK—————————— 17
C.familiaris = = ———————mmm———— MEELVVEVRGSN-——-————————————— GAFYK-————————— 17
H.sapiens = = ———————m—m—————— MEELVVEVRGSN-——-————————————— GAFYK-————————— 17
P.troglodytes MAYSPFPKHLLPAGSGPVVWVVVEERGALQPGRLLQRQEGFRSPLASLFRSSVGTSESST 60
*** **
M.musculus = —————————— AFVKDVHEDSITVAFENNWQPERQIPFHDVRFPPPVGYNKDINESDEVEV 67
R.norvegicus = = @ —————————- AFVKDVHEDSITVAFENNWQPERQIPFHDVRFPPPVGYNKDINESDEVEV 67
C.familiaris - —AFVKDVHEDSITVAFENNWQPERQIPFHDVRFPPPVGYNKDINESDEVEV 67
H.sapiens = —————————— AFVKDVHEDSITVAFENNWQPDRQIPFHDVRFPPPVGYNKDINESDEVEV 67
P.troglodytes VLGEGCEERVAFVKDVHEDSITVAFENNWQPDRQIPFHDVRFPPPVGYNKDINESDEVEV 120
*********************:*************_**************
M.musculus YSRANEKEPCCWWLAKVRMIKGEFYVIEYAACDATYNEIVTIERLRSVNPNKPATKDTFH 127
R.norvegicus YSRANEKEPCCWWLAKVRMIKGEFYVIEYAACDATYNEIVTIERLRSVNPNKPATKDTFH 127
C.familiaris YSRANEKEPCCWWLAKVRMIKGEFYVIEYAACDATYNEIVTIERLRSVNPNKPATKDTFH 127
H.sapiens YSRANEKEPCCWWLAKVRMIKGEFYVIEYAACDATYNEIVTIERLRSVNPNKPATKDTFH 127
P.troglodytes YSRANEKEPCCWWLAKVRMIKGEFYVIEYAACDATYNEIVTIERLRSVNPNKPATKDTFH 180
RS E S EEE SRS E SRR SRR SRR EREEEEEEEEEEEEEEEEEEESES]
M.musculus KIKLEVPEDLRQMCAKESAHKDFKKAVGAFSVTYDPENYQLVILSINEVTSKRAHMLIDM 187
R.norvegicus KIKLEVPEDLRQMCAKESAHKDFKKAVGAFSVTYDPENYQLVILSINEVTSKRAHMLIDM 187
C.familiaris KIKLDVPEDLRQMCAKESAHKDFKKAVGAFSVTYDPENYQLVILSINEVTSKRAHMLIDM 187
H.sapiens KIKLDVPEDLRQMCAKEAAHKDFKKAVGAFSVTYDPENYQLVILSINEVTSKRAHMLIDM 187
P.troglodytes KIKLDVPEDLRQMCAKESAHKDFKKAVGAFSVTYDPENYQLVILSINEVTSKRAHMLIDM 240
****:************:************** **.**:**:*****:**:***:*****
M.musculus HFRSLRTKLSLILRNEEASKQLESSRQLASRFHEQFIVREDLMGLAIGTHGANIQQARKV 247
R.norvegicus HFRSLRTKLSLILRNEEASKQLESSRQLASRFHEQFIVREDLMGLAIGTHGANIQQARKV 247
C.familiaris HFRSLRTKLSLILRNEEASKQLESSRQLASRFHEQFIVREDLMGLAIGTHGANIQQARKV 247
H.sapiens HFRSLRTKLSLIMRNEEASKQLESSRQLASRFHEQFIVREDLMGLAIGTHGANIQQARKV 247
P.troglodytes HFRSLRTKLSLIMRNEEASKQLESSRQLASRFHEQFIVREDLMGLAIGTHGANIQQARKV 300
Kokkkkkkkkkkok g kkhkkkhkhkhhhhkhkhkhkhhk . hhkkhhhkkhhhkkkhhhkrhkkx
KH
M.musculus PGVTAIDLDEDTCTFHIYGEDQDAVKKARSFLEFAEDVIQVPRNLVGKVIGKNGKLIQEI 307
R.norvegicus PGVTAIDLDEDTCTFHIYGEDQDAVKKARSFLEFAEDVIQVPRNLVGKVIGKNGKLIQEI 307
C.familiaris PGVTAIDLDEDTCTFHIYGEDQDAVKKARSFLEFAEDVIQVPRNLVGKVIGKNGKLIQEI 307
H.sapiens PGVTAIDLDEDTCTFHIYGEDQDAVKKARSFLEFAEDVIQVPRNLVGKVIGKNGKLIQEI 307
P.troglodytes PGVTAIDLDEDTCTFHIYGEDQDAVKKARSFLEFAEDVIQVPRNLVGKVIGKNGKLIQEI 360
dkkkhkhkkhhhkkhkhhkkhhhhkhkhhhkkhhhhkhk - hhkrrrhkkhhkkhhhkkhkhhkkhhhkkhkk
KH-1
M.musculus VDKSGVVRVRIEAENEKSVPQEEEIMPPSSLPSNNSRVGPNSSEEKKHLDTKEN-THEFSQ 366
R.norvegicus VDKSGVVRVRIEAENEKSVPQEEENLPPSSLPSNNSRVGSNSSEEKKHLDTKEN-THFSQ 366
C.familiaris VDKSGVVRVRIEAENEKSVPQEEEIMPPNSLPSSNSRVGPTPSEEKKHIDIKENSTHEFSQ 367
H.sapiens VDKSGVVRVRIEAENEKNVPQEEEIMPPNSLPSNNSRVGPNAPEEKKHLDIKENSTHESQ 367
P.troglodytes VDKSGVVRVRIEAENEKNVPQEEEIMPPNSLPSNNSRVGPNAPEEKKHLDIKENSTHFSQ 420
kkkhkhkkkhhkkkhkhkkk -k -kkkk . x P . .
M.musculus PNSTKVQRVLVVSSIVAGGPQKPEPKAWQGMVPFVFVGTKDSIANATVLLDYHLNYLKEV 426
R.norvegicus PNSTKVQR-———————————————————— GMVPFVEFVGTKDSIANATVLLDYHLNYLKEV 405
C.familiaris PNSTKVQRVLVVSSIVAGESQKPELKAWQGMVPFVFVGTKDSIANATVLLDYHLNYLKEV 427
H.sapiens PNSTKVQRVLVASSVVAGESQKPELKAWQGMVPFVEVGTKDSIANATVLLDYHLNYLKEV 427
P.troglodytes PNSTKVQRVLVASSVVAGESQKPE—————————————— - LKAWQEV 451
Ko ik
M.musculus DQLRLERLQIDEQLRQIGASSRPPPNRTDKEKGYVTDDGQGMGRGSRPYRNRGHGRRGPG 486
R.norvegicus DQLRLERLQIDEQLRQIGASSRPPPNRTDKEKGYVTDDGQGMGRGSRPYRNRGHGRRGPG 465
C.familiaris DQLRLERLQIDEQLRQIGASSRPPPNRTDKEKGYVTDDGQGMGRGSRPYRNRGHGRRGPG 487
H.sapiens DQLRLERLQIDEQLRQIGASSRPPPNRTDKEKSYVTDDGQGMGRGSRPYRNRGHGRRGPG 487
P.troglodytes DQLRLERLQIDEQLRQIGASSRPPPNRTDKEKSYVTDDGQGMGRGSRPYRNRGHGRRGPG 511
*******************:************.*:**** *:************.*****
M.musculus YTSGTNSEASNASETESDHRDELSDWSLAPTEEERE SFLRRGDGRRRGGGGRGQGGRGRG 546
R.norvegicus YTS-—————-—-————— ESDHRDELSDWSLAPTEEERESFLRRGDGRRRGGGGRGQGGRGRG 513
C.familiaris YTS—————————m APTEEERENFLRRGDGRRRGGGGRGQGGRGRG 522
H.sapiens YTSGTNSEASNASETESDHRDELSDWSLAPTEEERE SFLRRGDGRRRGGGGRGQGGRGRG 547
P.troglodytes YTSGTNSEASNASETESDHRDELSDWSLAPTEEERESFLRRGDGRRRGGGGRGQGGRGRG 571
* gk kooakkokk . cokkkkkkkkkhkk hhkkkhkkkk
RGG box
M.musculus GGFKGNDDHSRTDNRPRNPREAKGRTADG————————————————— SLQSASSEGSRLRT 589
R.norvegicus GGFKGNDDHSRTDNRPRNPRETKGRTTDG———————————=—————— SLQSTSSEGSRLRT 556
C.familiaris GGFKGNDDHSRTDNRPRNPREAKGRTADGSLQIRVDCNNERSVHTKTLONTSSEGNRLRT 582
H.sapiens GGFKGNDDHSRTDNRPRNPREAKGRTTDGSLQIRVDCNNERSVHTKTLONTSSEGSRLRT 607
P.troglodytes GGFKGNDDHSRTDNRPRNPREAKGRTTDGSLQIRVDCNNERSVHTKTLONTSSEGSRLRT 631
* *****::****** **.*::****:** :**.:****.****
M.musculus GKDRNQKKEKPDSVDGLQPLVNGVP 614
R.norvegicus GKDRNQKKEKPDSVDGLQPLVNGVP 581
C.familiaris GKDRNQKKEKPDNVDGQQPLVNGVP 607
H.sapiens GKDRNQKKEKPDSVDGQQPLVNGVP 632
P.troglodytes GKDRNQKKEKPDSVDGQQPLVNGVP 656
**:*******_*__** Kk ok ok ok ok ok k
Figura 4.1: Alinhamento global entre as proteinas homélogas da FMRP encontradas em diferentes

organismos obtido a partir do programa ClustalW.

dominios também conservados.

As sequéncias grifadas correspondem a alguns

Os resultados desta comparacao sdo apresentados na Figura 4.2, onde os

picos

representam o grau de conservagdo destas

regioes nas diferentes

comparacoes: (A) seqiiéncia humana alinhada com a sequiéncia do chimpanzé, (B)
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sequéncia humana alinhada com a sequéncia do cachorro, (C) seqiiéncia humana
alinhada com a sequiéncia do rato e (D) seqUiéncia humana alinhada com a
sequiéncia do camundongo. Nota-se nestas comparacoes que os éxons do gene,
representados na cor azul escura, sdo muito conservados entre as espécies, assim

como as suas regides 5’ UTR e 3’ UTR, marcadas em azul claro.

Do total de regides conservadas entre as espécies estudadas, buscaram-se
aquelas que sao conservadas em todas as cinco espécies e que apresentam um
grau de conservacao maior que 75%. Como parametro de comparacao, utilizaram-
se, também, os resultados obtidos com o uso do programa rVista, que combina o
alinhamento obtido pelo mVista com uma pesquisa no principal banco de dados de
sitios de ligacao para fatores de transcricao, TRANSFAC Professional, para localizar
dentro destas regides conservadas os possiveis sitios de ligacdo para fatores de

transcricao conhecidos.

Este método in silico, chamado de philogenetic footprinting, foi importante para
auxiliar na escolha das regioes do DNA que foram estudadas na segunda etapa da
pesquisa. Um resultado tipico do rVista é apresentado na Figura 4.3, que mostra o
alinhamento entre uma seqiéncia de DNA humana e sua homodloga no rato,
localizada entre +900 pb e -19.000 pb, tendo como referéncia a primeira base do
codon de inicio do gene. Os resultados do rVista indicaram varias seqiiéncias de
consenso reconheciveis por proteinas de transcricdo presentes nestas regioes
conservadas. Destas sequiéncias, algumas se destacam por estarem localizadas em
regioes com alto nivel de conservacao entre todas as espécies estudadas. Todos os
possiveis sitios de transcricdo encontrados nesta seqUéncia, que podem ser
reconhecidos por proteinas cadastradas no TRASNFAC, estao identificados através

dos tracos verticais. O nome das proteinas esta listado ao lado esquerdo da figura.

Os sitios de interacdo encontrados nas regides conservadas apresentados
como resultado do programa rVista sdo um indicador significativo da relevancia
destas sequiéncias de DNA que se encontram conservadas ao longo da evolucao.
Pode-se considerar que qualquer uma das proteinas listadas a esquerda no grafico

€ potencialmente um fator de transcricao para o gene FMR]I.

Porém, muitas proteinas que atuam como fatores de transcricdo nao foram
ainda identificadas e listadas na base de dados TRANSFAC e, portanto, seus sitios
de interacao nao sao apresentados aqui, o que indica que o resultado do programa
rVista € um indicativo conservador, se nao consideramos os possiveis resultados

falso-positivos.
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Figura 4.2: Resultado de alinhamento global obtido com o programa mVista. As quatro linhas representam o alinhamento global entre a seqiiéncia & montante e
codificante do gene FMR1 humano alinhada com a seqtiéncia homologa: (A) Pan troglodites, (B) Canis familiaris, (C) Rattus norvegicus e (D) Mus musculus. Os
picos indicam os niveis de conservacado ao longo das seqliéncias. As regides marcadas de azul correspondem aos éxons do gene FMRI humano e dos genes
homologos. Cada linha apresenta a comparacao da seqiiéncia gendmica de uma espécie com a sequéncia humana de interesse.
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Figura 4.3: Resultados de Phylogenetic footprinting obtidos com o programa rVista no estudo da regido imediatamente a montante do gene (20 kpb). Os TFBS mais
conservados estdo marcados na posicéo relativa em cada pico e o nome das proteinas que reconhecem esses sitios de interacao estao apresentados ao lado.



Utilizando-se desta metodologia verificou-se toda a seqiiéncia de 111.000 pb
a montante do gene, a fim de identificar as regides conservadas que mais
apresentavam TFBS, segundo os critérios do rVista e com grau de conservacao
elevado (+75%), dado o alinhamento obtido do mVista. A juncao destes parametros
levou a identificacao de cinco potenciais regidoes conservadas (S1, S2, S3a/b, S4 e
S5), que estao apresentadas na Figura 4.4. A figura apresenta o alinhamento global
entre a seqiiéncia humana e a seqUéncia do rato, incluindo o gene completo e a

regidao de 111 kpb a montante do gene.
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Figura 4.4: Alinhamento global entre a seqiiéncia humana e a seqiiéncia do rato (Rattus
norvegicus), incluindo o gene completo e a regido de 111 kpb a montante do gene FMRI,
perfazendo um total de 150 kpb. Os picos indicam os niveis de conservacdo ao longo das
sequéncias, variando de 50 a 100%. As regides marcadas de azul escuro correspondem
aos éxons do gene FMR1 humano e do gene homélogo. As regides marcadas em azul claro
correspondem as regides 5’ UTR e 3’ UTR. As setas indicam as cinco regides conservadas
que foram objeto dos estudos subsequentes (S1, S2, S3 a/b, S4 e S5). O cédon de inicio
(ATG) do gene também esta indicado com uma seta.

Para a comprovacao experimental das evidéncias obtidas in silico, foram
escolhidas as comparacoes entre as seqiiéncias humana e do Rattus norvegicus,
que foi o animal modelo do qual foram extraidos os componentes necessarios para

os experimentos.

Os alinhamentos globais obtidos através do uso do programa mVista para as

cinco regides escolhidas sdao apresentados nas Figuras 4.5 a 4.9.
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Human ~GCCCTGGGTAAATTGAACAACAGCTTACACTTGGAGGGGTATAATCATTCTAATCAATG
100%  >>>>>> I 0l

Rat ~GCCCT TTTC
a Human TGTCCCCTTTTACTATAATACAT TGGAGTTGCAGCTAATCCTCTGCTCCCATTCAGCCTA
50% >>5>>5> PEEEFELEREEE e (SN
T AAGTTAAAGCTAATGTTATGCCCCC-—-TAGTCTA
100%
b Human TGATGAGATTCTCTTTCAGCCCTATTGGGTTCTTGGCCTCATGTGACTACTCCAAAGACC
>>>>>> [EERENRRNY I I e
500 ROt TGGTGAGATTTGTAGTGGGCCCTACTGGATTCTTAATATGTTGTGGCTACTCCARAGACC
~150%
100%  Human CTAGTCCAAAAGGTCTTTCCTGT TTGCTATGGCCT TGAGGAATGTGGCCCTAGATCCACC

>>>>>> [N N N N N N N NN NN NN NN NN
C /_v_,_/v-/\ Rat CTAGTTCAATGGGTCATTTCTGTTTACTATAGCCTCAAGGAATATGGCCCTTGATCCACT
50% Human GCTTTAAAGCTGGAGTTCCACCAGCAGCAACATCCTC -~~~ ~=—===——=—————————

T I |
Rat GTCTTAAAGCTGGAGTTCCAAGTGCACTGAGATTGTCCTGGCTGGGGCAGTCTGGGAACT

d Human =~ —————————————————
50%  >>>>>>
: Rat GGAAGCCTAAAGTACTC
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Figura 4.5: Resultados de genémica comparativa obtidos através do programa mVista, para a regiao
S1. (A) Representacao grafica dos alinhamentos globais obtidos através do uso do programa mVista
da regido S1 do genoma humano em funcdo da sua regido homoéloga em (a) Pan troglodites, (b) Canis
familiaris, (c) Rattus norvegicus e (d) Mus musculus. (B) Alinhamento da seqtiéncia S1 humana e do
rato. Os nucleotideos em destaque fazem parte da regido também indicada em A.
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O Human GAAAACATCCCAGCTCCAAATGCTAATGTTGAAGAATTAATTTCTTCTGAATAATTAGTT
50%  >>>es> C UL T
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>>>5>> UL DU L T L
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e TN
C Human TGTGACAAAATTACCATTTACCAGGTGAAAGCA
50%
100%
A 50%
: : - : : .
94,06 94,1 94,14 kpo

(A) (B)

Figura 4.6: Resultados de gendémica comparativa obtidos através do programa Vista, para a regido S2.
(A) Representacédo grafica dos alinhamentos globais obtidos através do uso do programa mVista da
regido S2 do genoma humano em funcdo da sua regido homoéloga em (a) Pan troglodites, (b) Canis
familiaris, (c) Rattus norvegicus e (d) Mus musculus. (B) Alinhamento da seqtiéncia S2 humana e do
rato. Os nucleotideos em destaque fazem parte da regido também indicada em A.
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Human  TGGAACACTGTATCAGCATGATGAAAAATGGAGTAGATTAGCTCTGCATATTTGCTGCTC Human  TACCACAATAAAAAAAGTTAAAAATCAGAACAAAAGAGTATTTTAAATAATAATTAATAC
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Human  ATTTGAATCACCTAGAGCGATTTTACAATTCCTAGTGCCAGCCTTATCTCATATCCAGTA Human  TATTTTTCAATTTTAAAACTGACTA-CCTTTAAACATTTCTTATTAATTTTGTTAATGAT
>>>>>> [N e e N RN R R (AR I >>>>>> FEEE b T ret (R R R A
Rat TTCTGAATCACCTAAGGAAATGTTTCAATT TATAGTACCAGTTATACCTCAGATGTTTTA Rat AGTTTTAGAAATTTAARACTGGCTACATTTTARACATTTATTGT-—~ATCTTATTAATAGT
Human  AAGCAGTATTTCTGGAGGTGGGGCCCAGGGATCAGTACTTTTTACATCTACCCTCTCCCC Human  GGTCTGC--TGGTTCTGAGTGTGGGGAAACAGGGATTCTCACA--TACTATTG--GGGGC
>>>>>> ||| [N N e N N N AN N AN N R NN >>>>>> ||| FErrrrrrer e et | | | I [
Rat AATTAAGTCTTCTGGAGGTGGGACTCAGACATAAGTACGTTTTAAAGCAACCCCCACCCC Rat GGTCTATGGTGTTTCTGAGTATGAAGAAAGCAGACCTTCA-TATGCACTGAGGGAGGAGT
Human  CACCACCCACTGATTCTAATGTGCAGCCAAGTTTAAGAACTACTTATGTAGATTTCTATT Human  AGTCTAAACTGGCCAAACCACTTTAGAGGGAAA-TATGGTCAACTGTACTCAAAA--———
>>>>>> [ LLEEEE b rere e rrerrrr e rere e e et >>>>>> | LR L rrerre et et Lo e et

Rat CACCACCTACTAATTCCACTATGCAGCCAAGCTTAAGAACCACTTGCGTGAACTTCTATT Rat AATCTARATTGGTCAAACCACATTAGAGGARAACGGTAGTCAATTGTACCCARAAGTCTT
Human  TATTGACATGGAAAAAATATAAATATTCACTAGAATTTGATGATAAAAGCAGATTATAGA Human ~ SEmmom GTTTATACACTTTAACAAAGTGATCCTATTTCTAGGAATACAGCCAATAAAATA
>>>>>> [P trer e e e e e e e e e e e et >>>>>> [N e N R e R N RN RN RN NN RN
Rat TATTGACATGAAAAATATATAAATATTCACTAGAATTTGAAGATAAAAGCAGATAATAGA Rat ATAAATATTCATGTATTTAAATACACTGATTCTACTTCTAGGAATACAGCCAATARAGTA
Human  ACAGTCTG-TATAGCATGAGCTCATTTAAAAATATAAATGIGTGGGCCTTCTGAGTAAAG Human  A-TCAAAATTGTAGATAATGITTTGTGTCCGAAGATGTCCATAACAGCA--TTGTCTATA
>>>>>> | L FEErererr et e e e e o >>>>>> | | I AR N R N R N A A R |
Rat AATGTCTTATATAGCATGAACTTATTTAAAAATGT--ATGTGTGGAACTTTTGAGTAATG Rat ATTARARAGCG----CAATGTTTTATGTCCAATGATGT TCATAAGAACAATTTTTTTCTA
Human  ATGATGGATTGAACACCTACATTTGCTTTTACTTCCCCCTGAAACTCCACTAAAACAACA Human  ATATTAAACCATTTGAAACAGCCTATGTGTCCAGAAAGTGGTTGATTAAAATGCATTTCT
>>>>>> [Pt rerer e e et el >>>>>> || I L T O O T T O B
Rat ATGATGGATTGAATGCCCAAATTTGCTTTTACTTCCCCCTGARAGCCCAATAAAACAGCA Rat ATGCCAAGTAATAGGAAGTAAC--ATCTATCCAGAAAAGGGCTGCTTTAAGTTGACTGCA
Human ~ ATAAAAAGATATTTTAAAAAGTGCAAACTGATGAGGAAARAATAACT! Human  ATGTATTCCTTCCATGGA

>>>>>> [ e FEEEEE e rrrrn el >>>>>> [ e e RN R

Rat ATAAAAATATTATTTTG-————— CAAACTTTTAAG--AAAAATTTAACCATAAGGGAAAA Rat GTGAAAACTATCCAAGGG
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>>>>>> ||| | (AR
Rat ACAGCCATGCAACCTTGC
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Figura 4.7: Resultados de gendémica comparativa obtidos através do programa Vista, para a regido S3.
(A) Representacédo grafica dos alinhamentos globais obtidos através do uso do programa mVista da
regidao S3 do genoma humano em funcdo da sua regido homoéloga em (a) Pan troglodites, (b) Canis
familiaris, (c) Rattus norvegicus e (d) Mus musculus. (B) Alinhamento da seqiiéncia S3 humana e do
rato. Os nucleotideos em destaque fazem parte da regido também indicada em A.

Human AGCCAGTCAATTCTATTCTCGCGCACAATATAACAACTGTTAACATATTGATGTATTTTIG
>>>>>> FEEEEE e i [ R N RN RN RN R R N N AR
Rat AGCCAGATACTT-TATGTCCACCCATAATACAATAACTGTTAACATGTTTGTTAATTTC—
Human TCCTTTGTTTTGCAATACATATTTTTTCACATATTTGTGATCACATGGTGCACTTCAACA
>>>>>> FEE e et [ PEEEEE B brrrrr rreret b rrrrer i
Rat —~CCTATGTTGTGCAGCGCTT---TTTTCATATAATTGTGAACACATGCAGTACTTCAGCA
Human TTTATCCCCTATCTACTTTCATTATTGCTTTGAGAAATGAGCCTAGTGAAATGTGTACCA
>>>>>> [RRR R N RN NN R e NN A R N R R R AR N N
Rat TTTATCACCTACCTGCTTTCATTACAGCT TTCAAGAATGAGCTTAGGGAAACTTGCA-——
Human GAGCACTGATCTATCTCTTAAGGTACATCTTCCCTCCCCTCTTAACCTTCTTTTCCCTGG
>>>55> FEUCEUT LEEE TE 1 T T NI
Rat —--CACTGATCTGTCTCTCAAACTTCCTCCTCCCTCCCTT —————~( CTTGTTTTCCCTC,
Human AGCTCAGCCCCATCATCAATTGAGCCTGAAGACAATGAAATCATTAAGAAGARA. TAT
D e PEUUEE L LD LD D T LT
100%  Rat AGCTCAAAAGCATCCCCAAGTAAGCCTGAAGACAATGAAGCCATTAGGAGG-ARAGCTAT
o Human GAAAAAAAGGCTTGAAGTGTCCATCATCTTGAAGTGTCCATCCATCACCATARAGCTTAC
50%  >>>se> IR RN
100% Rat CAGCTCAG-ACTTGTAGTGTCTATCATCTTGAAGTCCCCATCCGTCACCATGAGGCTTTC
Human TGTTGTCTCTCTCAGGGTTACATGGAATGAATCAATACCGCAGCAACAGTTGAATTTCAT
S0 >>>>>> FEUUU D DU 0 D FEE T T
Rat TGTTGTCTCTCCCAGGGTTATATAGAATGAATCAATAACGCAG, CAGTTCAATTTCAT
kpb
Human CTTTGTAAATAAGGTCATGAATAAAAACAGAGAAGT TAAAGAGACTAAGCACTCTTCTAA
>>>55> PV L VLD LD L D TE LT L T
Rat CTTTGC TCATGAATAC. CAGG. TTTAAGAAGCCTCAGCTCGCTTCTAA
Human TCAAGTATCTGACCCCTTCACCACATCACAGGAGATCTGTTATGCTGTC
>>>55> PELLELE e 1 T0 T L T T
Rat TCAAGTATT--ACCCTCTTGTCATCTCAC---AGATTTGCCATGCTTTT

(A) (B)
Figura 4.8: Resultados de gendémica comparativa obtidos através do programa Vista, para a regido S4.
(A) Representacédo grafica dos alinhamentos globais obtidos através do uso do programa mVista da
regidao S4 do genoma humano em funcdo da sua regido homoéloga em (a) Pan troglodites, (b) Canis
familiaris, (c) Rattus norvegicus e (d) Mus musculus. (B) Alinhamento da seqiiéncia S4 humana e do
rato. Os nucleotideos em destaque fazem parte da regido também indicada em A.

46



Human ACATTTTAARACATATGTARATCTTTCTTCCCCACTACCACATGCAGATTACATTCGGAT

100% >>>>>> [NRRREN
a Rat GCAGAAT
50% Human CTCCTTTTCTGTAATCTGCATGCGGTAGTGGGGAAGARAAATARGATTTAAAGCAGEAAC
100% >>>5>>> [ N N RN RN Frrrrreerrr e
b ° Rat  ———mmm———e GCAAGCCGTGTGCAGTGCTGGGGAAG---~ARAAGATTTARAGTAGGAGC
50% Human ATTTGAAAATGAGAAGCAG TGGTGCICCT TAGTCTTICICGTGGCAT
>>>>>> PEEPEErrrrre e v b e e e e e e rerr e e e
100% Rat ATTGGAAAATGAGAAACAGAAGAAGTGGTGCTCCTGAGGGAATAGTCTTGCTTATGGCAT
C Human GCTGCCCAGATACTGCTATTCCTTCCTGGCTAAAGCCACACGGAAGATGARAGGCAGAGG
50% >>>>>> PEEEEEEEEr bt b e et FEEEEEEEErr et
100°% Rat GCTGCCCAGAAGCTGCTGTTCCTTCCTGGCTAAAACCATGGGGAAGATGARAAGCTGAAT
d Human ccang GAGTGGAATTGTGGTGGG GAGCTTCATGGACGTCAGCAATTTGCA
" >>>>>> PEEEPrrrrerr b Frr e e e e e e e e e rerrrr e e
50% Rat CCAACARACAGAGGCGGATTGTGGTGGGARACAGAGCTTCATGGAAGTCAGCAGTTTTCA
T T T
46.9 47.0 47.1 47,2 kb Human ABGCCGGAATGTCCAGITTGAGAGTAACGCAGGCCAGGAAGCTGTARTGGTCAGTCAGIG
>>>>>> [ RN N A R NN R AR R A [ R AR RN
Rat AGGCTGGGATGTCCGGTGTGGGAGCAAGACRAGCCAGGAGTATACACGGTTGAGCCAGTG
Human GCACCTEEECAGGGCAGCGTGGGCATCAGGGCTGTCACTCAGA-—~~ARGT
>>>5>> PEEEEEEE e et e I
Rat GCACCTGGACAGAGCAGG-—————=======--=--. ACTTGGGGAAGARAA

Figura 4.9: Resultados de genémica comparativa obtidos através do programa Vista, para a regido S5.
(A) Representacédo grafica dos alinhamentos globais obtidos através do uso do programa mVista da
regido S5 do genoma humano em funcdo da sua regido homéloga em (a) Pan troglodites, (b) Canis
familiaris, (c) Rattus norvegicus e (d) Mus musculus. (B) Alinhamento da seqtiéncia S5 humana e do
rato. Os nucleotideos em destaque fazem parte da regido também indicada em A.

Esses resultados mostram que uma analise da regidao reguladora de genes,
apenas utilizando gendmica comparativa e programas de reconhecimento de
padrdoes de seqiiéncias como o rVista pode ser uma ferramenta poderosa para o
direcionamento dos estudos genomicos. No entanto, muitos dos resultados
encontrados, utilizando-se técnicas puramente computacionais e comparativas, sao
falsos positivos, e a lnica maneira de descarta-los € a associacao destes resultados
com testes laboratoriais in vitro e/ou in vivo, que possam comprovar essas

evidéncias.

o A .

4.2. Interacao DNA-proteina nas seqiiéncias conservadas

A analise experimental para determinacdo dos sitios de interacdo com
proteinas de transcricdo nas cinco regidoes indicadas pelo estudo in silico , foi
realizada em sua maior parte no Department of Biochemistry and Molecular
Medicine, University of California, School of Medicine, Davis, California, Estados

Unidos.

As cinco sequéncias do DNA correspondentes aos alinhamentos
apresentados nas Figuras 4.5 a 4.9 foram amplificados pela técnica de Polimerase
Chain Reaction — PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase). Esta técnica permite criar
multiplas cépias da sequiéncia de DNA (oligo) a ser estudada, utilizando a enzima
DNA polimerase sem o uso de um organismo vivo. Para isso foram desenhados
pares de primers (iniciadores) especificos para cada sequiéncia a ser amplificada. No
caso da sequiéncia 3 (S3), houve a necessidade de dividi-la em duas partes (S3a e

S3b), devido ao seu tamanho (872 pb) que ultrapassou os limites experimentais
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relacionados a atuacdo da enzima. Sendo assim, foram criados 6 pares de primers,
que anelam perfeitamente com o inicio e com o final das seqUiéncias a serem

amplificadas:

Apoés otimizacao do processo de amplificacdo das seqiéncias alvo foram
obtidos os produtos finais dos PCR. A Figura 4.10 apresenta os produtos dos PCR

em gel de agarose 1% corados com brometo de etidio.

S1 S2 S3b  S3a S4 S5

Figura 4.10: Produtos dos PCR realizados para amplificacdo dos
oligonucleotideos alvo, em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. As bandas apresentadas em triplicata correspondem as
sequiéncias 1 a 5 conforme indicacao na parte superior do gel.

Os produtos da amplificacdo, S1, S2, S3a, S3b, S4 e S5, resultantes dos
PCR, correspondem aos tamanhos de 243, 153, 469, 403, 553 e 351 pares de
bases, respectivamente.

As sequéncias de DNA resultantes dos PCR foram entdo marcados com
digoxigenina (DIG), uma lactona esterdide cristalina (C23HOs), obtida pela hidrolise
da digoxina. A digoxigenina vem sendo utilizada como marcador para
oligonucleotideos em substituicdo ao fosforo marcado radioativamente. As
sequéncias de nucleotideos marcadas foram utilizados para a realizacao de
experimentos de gel shift para identificacao da interacao DNA/proteina. Promoveu-
se a reacao de interacdo, entre proteinas nucleares extraidas de cérebro de ratos
Wistar e as sequiéncias alvo, com subsequente separacdo dos complexos formados,
por eletroforese nativa em gel de acrilamida 5%. Os resultados destes experimentos

estao apresentados na Figura 4.11.
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atraso devido
a interagdo
DNA/proteinas
—

553 pb

351 pb 469 pb

DNA livie \ 403 pb

243 pb

153 pb

DIG-DNA ++ +++ A+ ++ F++ o+
Competidor ndo especifico + + + + + + + + + + T+ o+ o+
(poly AT)

Competidor especifico + + + + 4 +
Proteinas Nucleares (2ug) + o+ + o+ + o+ i - + o4
Proteinas Nucleares (1ug) + + + * + n

Figura 4.11: Resultado dos experimentos de gel shift para identificacdo da formacdo dos complexos
DNA/proteina entre as proteinas nucleares e os oligonucleotideos alvo (S1,S2, S3a, S3b, S4 e S5). Os
tamanhos dos oligonucleotideos livres estdo indicados ao lado de cada gel. As setas indicam o atraso
da migracao no gel de acrilamida devido a interagao dos oligonucleotideos com proteinas nucleares. O
esquema apresentado abaixo dos géis indica a composicdo de cada uma das reacdes de ligacdo. A
deteccao foi feita por quimioluminescéncia por anticorpo anti-DIG marcado com fosfatase alcalina.

O atraso na migracao das sequiéncias de nucleotideos ocorreu devido a sua
interacado com as proteinas nucleares. As reacdes de interacdo foram compostas
pelos produtos dos PCR marcados com digoxigenina (oligos alvo), proteinas
nucleares em duas concentracdes diferentes (1 e 2 pg/reacao) e oligonucleotideos
competidores especificos ou nao especificos, conforme o esquema apresentado na
Figura 4.11. Como competidores especificos foram utilizados os proprios produtos
das amplificacoes (S1, S2, S3a, S3b, S4 e S5, respectivamente, em concentracao
100x maior do que as dos produtos marcados, porém sem marcacdo com DIG.
Como competidor nao especifico foi adicionado a reacao de ligacdo um
oligonucleotideo de poli-(AT)2s, também em concentracao 100x superior as
sequéncias. A adicao de competidor nao especifico tem o objetivo de eliminar as

interacoes nao especificas durante a ligacdo DNA/proteina).

Todas as sequéncias estudadas mostraram afinidade por proteinas
nucleares, uma vez que todas as reacdes contendo oligonucleotideo marcado,
proteinas nucleares, e competidor nao especifico, apresentaram um atraso da
migracdo no gel. As reacdes contendo competidor especifico mostraram que a
interacdo DNA/proteina é especifica para aquela seqUéncia, uma vez que este

competidor, em maior concentracdo, competiu com o oligonucleotideo alvo pela
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interacdo com as proteinas e o deslocou, permitindo que o oligonucleotideo

marcado migrasse livre no gel.

Nao foi possivel identificar bandas nitidas na migracdo dos complexos
DNA/proteinas, o que pode indicar que mais de um tipo de proteina interagiu com o
DNA, formando um complexo multiprotéico. No entanto, pode-se afirmar que todas
as cinco sequéncias tém potencial para abrigar sitios de interacdo para proteinas,

sejam elas fatores de transcricdo ou nao.

4.3. Purificacao e identificacao das proteinas nucleares que se ligam

especificamente aos segmentos de DNA conservados

Conforme descrito anteriormente, para identificar as proteinas que
interagiram com os oligonucleotideos alvo foram realizados experimentos de
purificacdo através da precipitacado magnética por afinidade. Nestes experimentos,
as sequéncias de DNA em estudo foram amplificados utilizando-se um dos primers
ligados a molécula de biotina (primers biotilados). Os produtos biotilados
resultantes destas amplificacdes foram imobilizados em esferas metalicas contendo
streptavidina covalentemente ligada. As esferas contendo o DNA alvo foram
utilizadas como matriz para a separacdo das proteinas nucleares que apresentam
afinidade pelo oligonucleotideo especificamente ligado. Apos as reacoes de ligacao
entre proteinas e DNA alvo imobilizados nas esferas metalicas, os complexos
formados foram magneticamente precipitados e lavados, e as proteinas que se
ligaram especificamente ao oligonucleotideo alvo foram eluidas com tampao
contendo altas concentracdes de KCIl. As proteinas eluidas foram dessalinizadas e
separadas em gel gradiente de acrilamida 4 a 15% em eletroforese SDS-PAGE. As
Figura 4.12 e 4.13 apresentam as eletroforeses das purificacoes das proteinas
nucleares ligadas aos oligonucleotideos das seqUéncias 1 e 2 (S1 e S2),

respectivamente.

Depois da separacao por eletroforese SDS-PAGE, algumas proteinas eluidas
com tampao contendo alta concentracao de KCl e que nao foram identificadas no
controle negativo (C-), foram cortadas do gel de acrilamida e sujeitas a digestao in
gel por tripsina. Para esta etapa foram escolhidas as proteinas marcadas com as
setas (A, B, C e X, Y e Z nas Figuras 4.12 e 4.13, respectivamente). Os peptideos
resultantes da digestdao foram submetidos a analise de espectrometria de massa

para identificacao das proteinas.
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Figura 4.12: (a) Eletroforese SDS-PAGE, em gel de poliacrilamida e corado com "Comassie Blue",
representativa da purificacdo das proteinas nucleares que se ligam especificamente a sequiéncia Sl
estudada. Faixas: (I) proteinas nucleares totais, (L) proteinas nucleares que sairam na lavagem com
tampéao de ligacdo, (LC) proteinas nucleares que sairam na lavagem com tampao contendo competidor
nao-especifico (oligo poli-(AT)z2s), (E) proteinas eluidas pelo tampao de eluicdo com alta concentracao de
KCIl, (C-) controle negativo: proteinas que adsorveram nas esferas sem DNA imobilizado e foram
eluidas com o tampao de eluicdo, (M) marcadores de peso molecular. (b) Aproximacdo da eletroforese
correspondente ao retdngulo marcado em (a). As setas A, B e C indicam proteinas que adsorveram
especificamente nas esferas contendo oligonucleotideo alvo e ndo adsorveram no controle negativo ou
sairam na lavagem com competidor ndo-especifico. Estas proteinas foram cortadas do gel e
submetidas a espectrometria de massa para identificacao.

Os resultados obtidos através da espectrometria de massa foram analisados
com o auxilio do programa X! Tandem, que combina os espectros de massa obtidos,
com os espectros de sequéncias de peptideos ja conhecidos e disponiveis em bancos
de dados protedomicos. Com isto foi possivel identificar as proteinas, candidatas a
atuarem como fatores de transcricdo, a partir de sua interacdo com os

oligonucleotideos alvo.

As principais proteinas identificadas nas bandas A, B e C, que aparecem na
Figura 4.12, estado listadas nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3, respectivamente. Estas
proteinas foram identificadas com a utilizacao do servidor de dados protedmicos

The Global Proteome Machine (http://gpmdb.thegpm.org/), que utiliza varias bases

de dados protedomicos, a fim de correlacionar os espectros obtidos dos peptideos
resultantes da digestdo das proteinas em estudo, com outros ja identificados
anteriormente. Todas as proteinas listadas nestas tabelas tiveram mais de um
peptideo tnico identificado e log(e) menor que —10. O Log(e) indica a probabilidade
de a proteina identificada ser ou nado um resultado randémico. Quanto mais

negativo for este niimero, maior sera a probabilidade de o resultado ser verdadeiro.
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espectrometria de massa para identificacao.

A Tabela 4.1 mostra as cinco proteinas mais promissoras encontradas pela
analise de espectrometria de massa na banda A. Esta banda corresponde as
proteinas de peso molecular entre 30 e 35 kDa, o que € consistente com o peso
molecular de todas as proteinas listadas. O numero de peptideos unicos

encontrados para cada proteina identificada e o percentual de cobertura sao dados

S—— R
M
kDa
H 250
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100
-— /5
- 50
X — 37
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Figura 4.13: (a) Eletroforese SDS-PAGE, em gel de poliacrilamida
e corado com "Comassie Blue", representativa da purificacdo das
proteinas nucleares que se ligam especificamente a seqiiéncia S2
estudada. Faixas: (I) proteinas nucleares totais, (L) proteinas
nucleares que sairam na lavagem com tampao de ligacdo, (LC)
proteinas nucleares que sairam na lavagem com tampao
contendo competidor nao-especifico (oligo
proteinas eluidas pelo tampao de eluicdo com alta concentracdo
de KCI, (M) marcadores de peso molecular. As setas X, Y e Z
indicam as proteinas que adsorveram especificamente nas
esferas contendo oligonucleotideo alvo e ndo adsorveram no
controle negativo ou sairam na lavagem com competidor nao-
especifico. Estas proteinas foram cortadas do gel e submetidas a

importantes que indicam a relevancia dessas proteinas na amostra.

Tabela 4.1: Cinco principais proteinas identificadas por espectrometria de massa a partir da

Banda A indicada na Figura 4.12.

poli-(AT)2s),

Massa Molec.

Proteinas (kDa) % Cobertura * %‘;"itci::i’f
Sub-unidade 4 do complexo THO (THO4) 27.0 18 3
Tubulina alfa 2 50.1 16 5
Fator eucario6tico de alongacao de traducéao 1 beta 2 24.7 15 3
Proteina ativadora da transcricdo Pur-beta 34.9 15 2
Tubulina beta 2C 49.8 12 4

* percentual de residuos nos peptideos identificados

** nimero de peptideos Unicos identificados
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E comum a existéncia de contaminantes e outras proteinas ou pedacos de
proteinas presentes na mesma banda de uma eletroforese, principalmente sendo
esta uma eletroforese de apenas uma dimensao. No entanto, o nimero de peptideos
Unicos, o percentual de cobertura e o log(e), contribuem para a confirmacao dos

resultados apresentados.

A banda B corresponde as proteinas com peso molecular aproximado de 38 a
40 kDa e os resultados mais relevantes obtidos pela analise de espectrometria de

massa desta amostra estao listados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Seis principais proteinas identificadas por espectrometria de massa a partir da
Banda B indicada na Figura 4.12.

Proteinas Mas?:Dl\g;)lec. % Cobertura* l?::i::;s
Proteina ativadora da transcri¢do Pur-beta 33.5 44 6
Sub-unidade beta-2 do canal de potassio 41.0 36 9
Proteina ativadora da transcricao Pur-alfa 34.9 26 6
Cadeia beta da tubulina 499 22 8
Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares A2/B1 37.3 19 6
Cadeia leve LC2 da proteina associada a microtubulos 1A 112.3 9,1 8

* percentual de residuos nos peptideos identificados

** nimero de peptideos Unicos identificados

Todas as proteinas listadas tém seu peso molecular consistente com a faixa
na qual se encontravam no gel, com excecao da cadeia leve LC2 da proteina MAP1A,
que foi identificada e que tem um peso molecular de 112 kDa. Acredita-se que neste
caso o peptideo identificado é resultante de uma forma truncada da proteina,
proveniente de degradacdo ou traducdo inacabada do peptideo completo. Os
ativadores de transcricdo, proteinas Pur-o e Pur-f, foram identificados nesta
amostra. Ambas apresentaram alto percentual de cobertura e seis peptideos Ginicos
cada uma. Os resultados de espectrometria de massa referentes aos peptideos
listados na Tabela 4.2 sao apresentados na Figura 4.14. Alguns dos peptideos das

proteinas Pur-o, Pur-f e um da proteina hnRNP A2/B1 foram identificados.

Os picos foram normalizados para facilitar a comparacdo entre eles. A
intensidade relativa (IR) dos picos das proteinas Pur-a e B e da proteina hnRNP

A2/B1 confirmam que estas proteinas eram abundantes nas amostras testadas.

A Tabela 4.3 mostra as proteinas identificadas a partir da banda C, do gel de

eletroforese.
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Figura 4.14: Analise de espectrometria de massa das proteinas da banda B. Alguns peptideos das
proteinas Pur-o and Pur-f estdo identificados. (¥) Pico relativo a proteina hnRNP A2/Bl1. IR é a
intensidade relativa.

A banda C corresponde as proteinas com peso molecular ao redor de 45 kDa.
Nesta banda também foram identificados peptideos pertencentes a proteina Pur-a,
sendo inclusive a proteina mais abundante identificada. A proteina associada a
microtubulo (MAP1A) também foi identificada, porém seu peso molecular nao
corresponde a faixa de peso esperada para a banda C. Novamente explica-se este

caso como sendo peptideos resultantes de uma proteina truncada.

Tabela 4.3: Cinco principais proteinas identificadas por espectrometria de massa a partir da
Banda C indicada na Figura 4.12.

Proteinas MasT;Dl\:;)lec. % Cobertura * %‘:ﬁii:::f
Proteina ativadora da transcricdo Pur-alfa 349 36 12
Actina gama 1 41.8 34 12
Actina alfa 1 42.0 15

Tubulina beta 3 50.4 11

Proteina associada a microtubulo 1 A 324.3 3,3

* percentual de residuos nos peptideos identificados

** namero de peptideos Unicos identificados
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Os resultados da analise de espectrometria de massa correspondente as
proteinas listadas na Tabela 4.3 sdo mostrados na Figura 4.15. Os tempos de
retencdo e as intensidades relativas para cada peptideo identificado estao

apresentados, incluindo os picos relativos aos peptideos da proteina Pur-ao.
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Figura 4.15: Analise de espectrometria de massa das proteinas da banda C. Alguns peptideos da
proteina Pur-a estdo evidenciados. IR é a intensidade relativa. (*) corresponde a um peptideo da
proteina gama-actina 1 (VAPEEHPVLLTEAPLNPK).

Ja as principais proteinas identificadas nas bandas X, Y e Z, da Figura 4.13,
nao incluem nenhuma proteina com real potencial para atuar como fator de
transcricdo. Na sua maioria sdo proteinas estruturais e de transporte, que no
maximo poderiam ter ligacdo com o transporte de mRNA no nucleo e fora dele, tais
como: actinas e proteinas associadas a elas, tubulinas o e B, proteinas associadas a

microtibulos 1A e 1B, entre outras, conforme Tabela 4.4.

Estes resultados levam a conclusdo de que provavelmente a seqiiéncia S2 de
DNA estudada nao seja uma regiao relacionada a regulacdo da expressdo do gene
FMRI, ja que se ligaram a esta sequiéncia apenas proteinas nao relacionadas com
regulacao da transcricdo, ou aquelas que interagiram fracamente com o DNA e
foram eluidas na presenca do competidor ndo especifico, que provavelmente

ligaram-se a este oligonucleotideo de forma néao especifica (Ver Figura 4.13).

Os resultados destas analises de espectrometria de massa esclareceram de
forma geral quais as proteinas que interagiram especificamente e que foram
purificadas a partir do sistema de precipitacao por afinidade com as seqiiéncias de
DNA S1 e S2. Embora muitas proteinas tenham sido identificadas, o que é comum

em analises de espectrometria a partir de amostras extraidas de gel de acrilamida,

55



trés proteinas em especial chamaram a atencdo: as proteinas Pur-a e Pur-f e a

proteina hnRNP.

Tabela 4.4: Principais proteinas das bandas X, Y e Z identificadas por espectrometria de
massa.

Proteinas Mas:la:Dl\:;)lec. % Cobertura * %:pi::i:::f
Tubulina beta 2 49.8 58 21
>§ Proteina ribossomal 40S S3 26.7 40 8
'g ATPase, transportadora de H+ 28.3 40 8
S Similar a tubulina alfa-2 50.1 36 12
Gliceraldeido-3-fosfate desidrogenase 35.8 33 9
Tubulina beta 2 49.8 70 28
> Tubulina beta Neurénio-especifica classe III 499 24 6
'§ Proteina associada a microtibulo 1A (MAP 1A) 299.5 23 55
:g Proteina associada a microtibulo 1B (MAP 1B) 269.5 20 32
Tubulina beta-5 49.6 20 6
N Dinamina-1 97.5 36 31
3 Proteina associada a microtibulo 1A (MAP 1A) 299.5 25 63
g Proteina associada a microtibulo 1B (MAP 1B) 269.5 23 67
Dinamina-3 98.0 4.8 3

* percentual de residuos nos peptideos identificados

** namero de peptideos Unicos identificados

Para confirmar a presenca da proteina Pur-a, como uma das proteinas que
se ligam a sequéncia S1 estudada, realizou-se uma analise de imunodeteccao,
contra o anticorpo anti-Pur-a das amostras obtidas durante o processo de
purificacdo. Conforme apresentado na Figura 4.16, o resultado desta analise
confirmou a presenca da referida proteina na solucdo protéica obtida apds a
purificacdo, o que valida ainda mais o resultado obtido pela espectrometria de

massa.

A proteina Pur-a € uma proteina que se liga tanto as fitas simples como as
fitas duplas de DNA de forma especifica. Ela tem preferéncia por regides ricas em
purinas, numa sequéncia, que foi definida por alguns autores, como repeticoes do
trinucleotideo GGN (Gallia et al.,, 2000; Wortman et al., 2005), onde N pode ser

qualquer nucleotideo.

Segundo os estudos de Khalili e colaboradores (2003), realizado com
camundongos knockout para o gene da proteina Pur-a, esta proteina é essencial
para o desenvolvimento poéds-natal do cérebro e também esta relacionada a
proliferacao celular. Os camundongos modificados aparentam normalidade no
momento do nascimento, porém apos duas semanas de idade, comecam a

manifestar severos problemas de tremor e crises espontaneas. Estes individuos,
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com expressdo nula da proteina Pur-o, também possuem baixissimo numero de
células neuronais na regido do hipocampo e cerebelo. Estes fenotipos vém de
encontro com aqueles tipicos apresentados pelos pacientes afetados pela Sindrome

do X-Fragil, permitindo-se estabelecer uma relacao entre Pur-a e a sindrome.

Figura 4.16: Analise de imunodeteccdo da proteina Pur-a. Amostras (dots): 1 - Solucdo de proteinas
nucleares extraidas das células de ratos Wistar; 2 - Proteinas que ndo aderiram a sequiéncia de DNA
S1; 3 - Proteinas que sairam na lavagem (com tampao de ligacdo) durante a purificacdo das proteinas
que se ligam a seqUiéncia S1; 4 - Proteinas que sairam na lavagem com tampéo contendo alta
concentracdo de inibidor inespecifico (oligo poli-AT); 5 - Proteinas que eluiram com tampao de eluicio
(proteinas purificadas) apos ligaram-se especificamente a seqiiéncia S1; 6 - Controle negativo,
proteinas que se ligaram as esferas metalicas sem DNA.

Kobayashi e colaboradores (2000) sugerem, através de seus estudos, que a
proteina Pur-a associa-se com o RNA BC1 e esta envolvida com a regulacado da
transcricdo do gene deste RNA. O RNA BC1 é preferencialmente expresso nas
células neuronais e forma particulas de ribonucleoproteinas (RNP) nos dendritos
dos neuronios. Da mesma forma, Zalfa e colaboradores (2003) identificaram que a
proteina FMRP também associa-se ao RNA BC1 e regula a transcricado de RNA

mensageiros especificos nas sinapses.

Em outro estudo, Jin e colaboradores (2007) identificaram que as proteinas
Pur-o e nhRNP A2/B1 ligam-se de forma especifica as repeticoes CGG do RNA do
gene FMRI e aparentemente trafegam pelo citoplasma ligadas a ele fazendo parte do

complexo de ribonucleoproteinas (Ohashi et al., 2002).

Aliando-se as conclusoes destes autores com os resultados obtidos neste
trabalho, pode-se propor um modelo da regulacao da transcricao do gene FMRI
pela proteina Pur-a ou Pur-B, conforme apresentado na Figura 4.17. Neste modelo
as proteinas Pur-a ou Pur-B, ou ainda um dimero das duas proteinas, se ligam nos
dois pontos do DNA, regido promotora com repeticoes CGG e sequiéncia S1, e atuam

como um amplificador ou inibidor do acoplamento da RNA polimerase, através da
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formacao de um looping (alca) na fita de DNA. Esta estrutura tridimensional do DNA

¢ tipica para formacdo de complexos de iniciacdo da transcricao.

Proteina Pur-alfa ou Pur-beta -

RNA polimerase

Sa——
+/- 2kpb
- L] P
Sequéncia Repeticoes Gene FMR1
conservada CGG

S1

- Gene FMR1

-‘

4 Ativacao da transcrigdo do gene FMR1

ou
- Gene FMR1
O ——y
-

Ativacdao da transcricdo do gene FMR1

Figura 4.17: Modelo proposto da regulacdo da transcricdo do gene FMRI pelas proteinas
Pur-a e Pur-B. A ligacdo das proteinas Pur-a e Pur-B nas regides reguladoras levam a
formacao de uma alca no DNA.

As evidéncias que associam as proteinas Pur-a e Pur-f com a regulacédo da
transcricdo de alguns genes e possivelmente com a regulacdo do gene FMRI
parecem promissoras. Embora estas proteinas ainda nao sejam consideradas
fatores de transcricao e desta forma nao estejam relacionadas nos bancos de dados
de fatores de transcricdo, nao se pode negligenciar a sua contribuicdo quanto ao
reconhecimento de seqUiéncias especificas do DNA e consequente ligacdo a estes
sitios, resultando na regulacao da expressao do gene relacionado. Com base nestas
evidéncias, € possivel tracar um paralelo entre a atuacdo da proteina FMRP e os
sintomas tipicos dos pacientes afetados pela Sindrome do X-Fragil, com a proteina

Pur-a, cujo papel precisa ser melhor explorado.
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4.4. Analise de fluxos metabdlicos no estudo do modelo funcional

teorico para a proteina FMRP

Como forma de incrementar o conhecimento relacionado com a atuacéao da
proteina FMRP e como a sua expressdo afeta a expressao de outras proteinas
estudou-se a distribuicdo dos fluxos dos complexos protéicos, contendo a proteina,
relacionados com o transporte e regulacdo da traducdao de mRNA, utilizando valores
teoricos para alguns fluxos. A analise dos demais fluxos foi feita utilizando-se a
técnica conhecida como Analise de Fluxos Metabdlicos (AFM) (Stephanopoulos et

al., 1998; Chatziioannou et al., 2003; Ozkan et al., 2005).

Com a AFM pode-se estimar valores para as velocidades de transformacao e
transporte de moléculas ou complexos que participam de um dado processo.
Através de balancos de massa e com alguns dados experimentais, constroéi-se a
matriz estequiométrica que representa os balancos de todos os componentes, como

base para a AFM.

A analise dos fluxos do modelo proposto foi baseada em valores
adimensionais, obtidos na literatura, conforme balanco de massa e relacoes
estequiométricas do modelo biologico aqui proposto para a atuacdo da proteina

FMRP, na regulacao da traducao de RNA mensageiros especificos nos dendritos.

A Figura 4.18 apresenta de forma esquematica uma proposta de modelo
biologico da via de atuacao da proteina FMRP em células neuronais. Este modelo foi
construido a partir das evidéncias experimentais encontradas na literatura, obtidas
com células de pacientes afetados e com a utilizacao de camundongos knockout (Jin
e Warren, 2003; Antar et al.,, 2004; Bear et al.,, 2004; Weiler et al., 2004), e de tal
modo que seja possivel formular um modelo de AFM com os dados conhecidos até

agora.

A FMRP atua na localizacdo e exportacdo de RNA mensageiro do nucleo,
bem como participa da regulacado da traducao destes mensageiros no corpo e nos

dendritos dos neuroénios.

O procedimento ideal para a obtencao dos fluxos medidos, o que permite a
estimativa dos demais fluxos do modelo, seria a sua determinacdo experimental a
partir de um sistema in vivo, por exemplo de cultivo de células. Para tal foi utilizado
o sistema de cultivo de células progenitoras neuronais obtido a partir de tecido pos-
morte de um paciente com Sindrome do X-Fragil (Schwartz et al., 2005) (Trabalho
realizado em colaboracdao com o Grupo de Pesquisa do Department of Biochemistry

and Molecular Medicine, University of California em Davis, Estados Unidos). No
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entanto, problemas relacionados com o acondicionamento das células no freezer
nao permitiram a aquisicao de dados confiaveis para a adequada alimentacao ao
modelo. Desta forma, alguns fluxos tiveram que ser estimados a partir de dados da
literatura. A Figura 4.18 sumariza o modelo proposto para a analise de fluxos

metabdlicos (AFM da proteina FMRP).
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Figura 4.18: Modelo biolégico proposto, neste trabalho, para o transporte e regulacao da
expressdo de mRNA pela FMRP em células neuronais. Os numeros indicam os fluxos (v) dos
complexos.

De acordo com o diagrama apresentado na Figura 4.18, e segundo a Equacao

1, pode-se determinar um conjunto de 17 equacdes derivadas dos balancos de

massa de cada um dos complexos envolvidos no regime estacionario. Assim, para os
seguintes complexos, temos:

dNTPs: v, =v,+v, =0 (4)

FMRImT: v, =y =0 (5)
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FMRI1m: 09-v;—=v,—v, =0 (6)
FMRI1mbD: 01-v;=v, +v,+v,;=0 (7)
cPT: —vs+v, =0 (8)
cFMRIm: Vs — Vg = (9)
AA: — Ve —V)g = V3 TV TV, =0 (10)
FMPR: Ve =2V, + V5=V, =0 (11)

P: —2v, +2vg +2v, =0 (12)
dFMRP: v, —=vg—v,;, =0 (13)
mRNA: —Vg+v,=0 (14)
PT: Vg TV TV TV = (15)
cFMRPd: Vg =V, = (16)
FMRPd: 2vg +2v, + Vi3 = vy — Vs = (17)
cRNPm: Vo —V,, =0 (18)
cFMRPd(x): Vi, =V, =0 (19)
CcRNPm(x): v, =V =0 (20)

Os fluxos apresentados nestas equacdes sdo baseados nas seguintes

velocidades: entrada de nucleotideos (dNTPs) no nucleo (v,); transcricao do gene
FMRI1 no seu mensageiro (FMRIT) (v,); diferenciacdo entre mRNA que sera
traduzido (FMRIm) e a parte que sera degradada (FMRImD) (v,) (Primerano et al.,
2002); degradacao de mRNA (v,); formag¢ao do complexo riboprotéico (cFMRIm)
contendo o mRNA da FMRP e as ribonucleoproteinas (cPI) (vs); traducao da FMRP
(vs); fosforilacao e dimerizacado da FMRP (dFMRP) (v,); formacao do complexo
protéico contendo FMRP, outras proteinas (PT) e o mRNA (cFMRPd) que tera sua
traducdo controlada negativamente pela FMRP (v,); desfosforilacdo do complexo,
liberando a proteina FMRP no dendrito (FMRPd) e o complexo ribonucleoprotéico

(cRNPm) para a traducao (vo); traducdo de uma proteina reguladora da
internalizacdao da GLURI1, devido a sinalizagcdo neuronal (v,,); formacado do

complexo protéico contendo FMRP, outras proteinas (PI) e o seu proprio mRNA
(cFMRP(x)) que tera sua traducao controlada no neurénio, devido ao estimulo
sinaptico, conforme postulado por Weiler e colaboradores (1997) (v,);
desfosforilacdo do complexo contendo FMRP e seu mRNA, liberando a proteina
FMRP no dendrito (FMRPd) e o complexo ribonucleoprotéico (cRNPm(x)) para a

traducgao (v,,); traducao da FMRP no dendrito regulada pela sinalizagdo neuronal
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(v,;3); decomposicao da FMRP no dendrito (v,,); transporte para o retorno da FMRP

para o corpo do neurdnio (v,s); decomposi¢ao da FMRP no corpo do neurdnio (v).

Os fluxos v, e v,, sao ativados devido a cascata de ativagdo da PKC com a

desfosforilacao da FMRP e consequiente liberacdo do complexo ribonucleoprotéico
para a traducao, como sugerido por alguns autores (Siomi et al.,, 2002; Todd e

Malter, 2002) mas que, no entanto, ainda nao possui comprovacao experimental.

A partir destas equacoes determinou-se a matriz estequiométrica, onde as
colunas da matriz sao relativas aos fluxos ou reacodes e as linhas correspondem a

cada um dos complexos que participam do processo.

Dentre os fluxos podemos distinguir os medidos que, neste caso, foram

estimados a partir de dados da literatura (v,,v,,v,V;;,V4,V6), € 0s calculados,

assim determinados a partir do modelo e da AFM. Da literatura, utilizou-se uma
velocidade média de transcricao de 45 dNTPs por segundo e uma velocidade média
de traducao de 15 aminoacidos por segundo (Gardiol et al., 1999), para a estimativa
de alguns fluxos (chamados medidos no modelo). No caso da transcricdo e

degradacao de mFMRI (v, e v,) considerou-se 4362 dNTPs e para a FMRP 632
aminoacidos (v¢,v,5,V;,€ V), com base nas sequéncias obtidas no GenBank
(http:/ /www.ncbi.nih.gov).

Para estudar a variacdo nos fluxos em resposta a um estimulo nervoso,
alteraram-se os fluxos de transcricdo e traducado do gene FMRI, uma vez que,
segundo varios autores, os niveis de mRNA e da FMRP aumentam em torno de 30 a
120%, dependendo do tecido e da metodologia empregados nos experimentos (Li et
al., 2002; Antar et al.,, 2004; Weiler et al., 2004). Optou-se por um aumento em
torno de 50% para a velocidade de transcricao do gene FMRI e um aumento de 10%
a 100% para a velocidade do fluxo de traducao da proteina FMRP nos dendritos.
Assim, os fluxos medidos foram deduzidos e estdo apresentados na Tabela 4.5. Os

demais fluxos foram calculados através da Equacao 2, com o uso do modelo.

Tabela 4.5: Fluxos medidos a partir de dados experimentais encontrados na literatura.

Fluxos Medidos Sem estimulo Com estimulo
(mmol/s) (mmol/s)
Vo 0,0103 0,0150
V4 0,0103 0,0103
Ve 0,0237 0,0237
Vi3 0,0237 0,0260 a 0,0474
Vi4 0,0237 0,0237
Vie 0,0237 0,0237
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Para o modelo proposto, calculou-se ainda a matriz de redundancia (R) e o
rank desta matriz, que € igual a 4. O rank de R corresponde aos graus de liberdade

do sistema.

Como o sistema é formado por 17 equacoes e apenas 16 variaveis (v), temos
um sistema sobre-determinado, o que permite uma melhor estimativa dos fluxos a
serem calculados e um melhoramento dos fluxos medidos, através da reconciliacao
estatistica das medidas, conforme descrito por Stephanopoulos e colaboradores
(1998). Os novos valores medidos podem entdo ser estimados a partir da Equacao

21.

\l 1 _l
Vi, new = [I_Rr (RrRr) Rrjvm
(21)

onde R, =K :-R é a matriz de redundancia reduzida e K é um vetor de dimensodes (1

X j), sendo j o numero de colunas da matriz G, com 1 nas posicoes referentes as
linhas linearmente dependentes, obtidas apos a analise do rank da matriz de
redundancia, e zeros nas demais posi¢coes. Do mesmo modo, os novos valores
calculados podem ser obtidos a partir da Equacao 2, substituindo-se os novos
valores medidos. A variacao percentual dos valores dos fluxos, apos a reconciliacao
estatistica, e ja considerando as variacoes percentuais devido ao estimulo neuronal,

sao apresentados na Figura 4.19.

Nesta figura, nota-se que com o aumento da velocidade de traducao da

FMRP nos dendritos (v,;) € com o aumento de aproximadamente 50% da velocidade

de transcricao do gene FMRI (v,), nos dados de entrada do modelo, houve uma
diminuicao dos fluxos 8 a 10, que correspondem aos fluxos relacionados com a
traducao da proteina reguladora da internalizacdo do GLURI1, regulada pela FMRP

(v)o)- A diminuicao destes fluxos € coerente com o modelo apresentado por Huber e

colaboradores (2002), apresentado na Figura 2.6, visto que no modelo os autores
sugerem que a FMRP regula negativamente a internalizacdo do receptor

glutamatérgico GLURI.

Nota-se também uma diminuicdo acentuada dos fluxos relacionados com a
traducao da FMRP no corpo do neurdnio (vs e ve¢). Essa diminuicao pode estar
relacionada com o aumento da demanda de mRNA transcritos do gene FMRI nos
dendritos para que ocorra a traducao localizada da FMRP, embora também deva
haver um aumento da velocidade de transcricao do gene FMRI1 (v2), como sugere a

reconciliacdo estatistica do modelo. A velocidade de transcricdo de um gene pode
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ser afetada por varios fatores, principalmente relacionados a presenca ou nao de
determinados fatores de transcricao. No caso do gene FMRI1, além dos fatores ja
conhecidamente relacionados com a sua regulacdo, este trabalho propos um
modelo de regulacao através da ligacao das proteinas Pur-o e Pur-B numa regiao
localizada a aproximadamente 2 kpb a montante do gene.

200% - —o—1

150% -

100% +

50% +

Variacao dos Fluxos

0% -

-50% -

-100%

0% 27% 52% 85% 121% 156%

Variacao da velocidade de traducdo da FMRP no dendrito

Figura 4.19: Variacao dos fluxos medidos e calculados segundo o modelo proposto e com a
variacao de aproximadamente 50% da velocidade de transcricao do gene FMRI (v2) e de 10 a
100% da velocidade de traducdo da FMRP nos dendritos (vi3). Os valores apresentados no
eixo x correspondem as variacoes de vi3 ja considerando a reconciliacdo estatistica. A
legenda ao lado identifica os fluxos. Fluxos relacionados: (1) entrada de nucleotideos
(dNTPs) no nucleo; (2) transcricdo do gene FMR1 no seu mensageiro; (3) diferenciacao entre
mRNA que sera traduzido e a parte que sera degradada; (4) degradacdo de mRNA; (5)
formacao do complexo riboprotéico contendo o mRNA da FMRP e as ribonucleoproteinas; (6)
traducdo da FMRP; (7) fosforilacao e dimerizacdo da FMRP; (8) formacdo do complexo
protéico contendo FMRP, outras proteinas e o mRNA que tera sua traducado controlada
negativamente pela FMRP; (9) desfosforilacdo do complexo, liberando a proteina FMRP no
dendrito e o complexo ribonucleoprotéico para a traducao; (10) traducdo de uma proteina
reguladora da internalizacdo da GLURI1, devido a sinalizacdo neuronal; (11) formacdo do
complexo protéico contendo FMRP, outras proteinas e o seu proprio mRNA que tera sua
traducéo controlada no neurénio; (12) desfosforilacdo do complexo contendo FMRP e seu
mRNA, liberando a proteina FMRP no dendrito e o complexo ribonucleoprotéico para a
traducéo; (13) traducdo da FMRP no dendrito regulada pela sinalizacdo neuronal; (14)
decomposicdao da FMRP no dendrito; (15) transporte para o retorno da FMRP para o corpo
do neurdnio; (16) decomposicao da FMRP no corpo do neurodnio.

Os fluxos vi1 e Vvia, relacionados com a traducao da FMRP nos dendritos

também aumentam, conforme seria previsto.
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O modelo biologico da funcao da proteina FMRP, como proteina que atua na
repressao da traducao de alguns mRNA ao nivel dos dendritos, tem sido estudado
por varios grupos de pesquisa (Jin e Warren, 2003; Antar et al., 2004; Bear et al.,
2004; Weiler et al.,, 2004). No entanto, os dados quantitativos ainda sdo muito
rudimentares e em condicdes muito restritas. Por isso, optou-se por utilizar para
este estudo os fluxos de transcricdo e traducdo do gene FMRI, como dados de

entrada.

Estes valores iniciais nos permitem uma analise do modelo. Todavia é
importante lembrar que os valores absolutos podem nao refletir a realidade. Por
isso, os resultados sdo dados como variagdes percentuais. Para um modelo do qual
pouco se sabe quantitativamente, estes resultados proporcionam uma possibilidade

de analise da rede reguladora como um todo.

A relacao entre os fluxos pode ser comparada através da analise de
sensibilidade. A Tabela 4.6 apresenta as sensibilidades calculadas entre os fluxos
medidos e os fluxos calculados. Através desta tabela, pode-se estabelecer uma
comparacao entre os impactos causados aos fluxos calculados, devido as alteracoes

dos fluxos medidos.
As variagoes da velocidade de traducao da FMRP no corpo do neurénio (v4) €

da velocidade de degradacao da proteina FMRP no corpo do neurénio (v,;) séo as

que mais causam impacto nos fluxos calculados, o que € bastante coerente, uma
vez que sao essas velocidades que vao determinar a quantidade de proteina FMRP
que estara disponivel para atuar como reguladora da traducéao. Nota-se ainda pelas

sensibilidades especificas para cada fluxo medido que o fluxo de FMRP do dendrito

para o corpo do neurdnio (v,;) € muito sensivel as variagoes de v, e v, .

Tabela 4.6: Sensibilidades calculadas entre os fluxos medidos e calculados:

Medidos
Calculados
A} Va Ve Vi3 Via Vie
i 1,0000 -1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Vs 0,7404 0,0740 0,2117 0,2117 -0,0054 -0,0054
vs 0,1401 0,0140 0,8257 -0,1743 0,0030 0,0030
V7 0,1085 0,0108 -1,0382 -0,0382 0,9056 0,9056
vs -0,1049 -0,0105 -0,8631 -0,8631 0,9913 0,9913
Vo -0,0362 -0,0036 -0,9873 -0,9873 1,0315 1,0315
Vio 0,0000 0,0000 -1,0000 -1,0000 1,0000 1,0000
Vi1 0,2459 0,0246 -0,2865 0,7135 -0,0140 -0,0140
Viz 0,1392 0,0139 -0,1990 0,8010 0,0288 0,0288
Vis 0,2116 0,0212 -2,7245 0,2755 1,4659 2,4659
acumulada 2,7267 1,1727 8,1359 5,0645 5,4455 6,4455
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Pode-se avaliar a qualidade do modelo proposto calculando-se o numero
condicional. Segundo Stephanopoulos e colaboradores (1998), este deve estar entre
1 e 100 para caracterizar um sistema bem definido e com baixa propagacao de erro.
No caso do modelo proposto o nimero condicional € igual a 20, o que nos permite
afirmar que o modelo esta bem condicionado.

As equacoes de conservacdo permitiram modelar a atuacao da proteina da
Sindrome do X-Fragil (FMRP) no sistema de regulacdo da traducdao de mRNA em
neuronios e juntamente com dados reais obtidos a partir de sistemas in vivo, podem
auxiliar na compreensao da dinamica associada a atuacao da proteina FMRP e aos

sistemas de regulacao associados a Sindrome do X-Fragil.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Ferramentas de engenharia gendmica foram utilizadas a fim de
compreender a regulacdo da expressdo do gene FMRI e a atuacao da proteina
FMRP. A metodologia utilizada incluiu o uso de ferramentas computacionais de
bioinformatica de alinhamento e comparacdo gendmica; no plano experimental,
foram utilizadas ferramentas de biologia molecular e proteémica e estudos in vitro
para determinacao de interacdo DNA-proteina. A caracterizacdo da funcao de
proteinas chave para o processo de transcricao e traducao foi auxiliada por técnicas

de protedmica e modelagem matematica de sistemas biologicos.

Os estudos sobre a regulacdo da transcricio do gene FMRI revelaram a
existéncia de varias regidoes do DNA gendmico a montante do gene FMRI, que se
mantém conservadas entre mamiferos, e que tém potencial para abrigarem sitios de
interacdo para proteinas de transcricdo ou outros elementos relacionados com o
controle da transcricdo. Dentre estas regidoes destaca-se a regido localizada a
aproximadamente dois mil pares de bases do céodon de inicio do gene FMRI1, que
apresentou interacao com proteinas tipicas de controle de transcricdo, como as
proteinas Pur-a e Pur-f e ainda a proteina hnRNP A2/B1. O papel da Pur o e Pur 3
como elemento na regulacao da transcricdo do gene FMRI néao tinha sido até entao
demonstrado, sendo esse o primeiro trabalho que propoe esta relacao.

Outras conclusoes relevantes a partir dos dados obtidos com este estudo

foram:

a. A escolha das seqiiéncias gendomicas e dos organismos utilizados
para as técnicas de gendmica comparativa foram adequados, uma
vez que com o uso destas técnicas foi possivel a identificacao de
elementos de regulacao conservados;

b. Pela primeira vez a regido intergénica completa a montante do gene
FMR1 foi estudada e alguns elementos conservados foram

particularmente caracterizados.

C. Todos os oligonucleotideos das sequéncias estudadas interagiram,
especificamente, por afinidade com as proteinas nucleares, uma vez
que todas as reacgbdes, contendo o oligonucleotideo marcado
apresentaram um atraso na migracao no gel, e o oligonucleotideo

nao marcado foi capaz de deslocar as proteinas.
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Sugere-se que ha a formacado de um complexo multiprotéico, ja que
nao foi possivel identificar bandas nitidas na migracdo dos
complexos DNA/proteinas.

A identificacdo da proteina Pur-a foi evidenciada pela analise de

espectrometria de massa e pela analise de imunodeteccao.

Foi apresentado um modelo funcional composto pela distribuicao dos fluxos

dos complexos protéicos, relacionados com o transporte e regulacao da traducao de

mRNA, contendo a proteina FMRP. O modelo foi elaborado segundo o método de

Analise de Fluxos Metabdlicos, aliado aos dados encontrados na literatura, que

descrevem este processo. Dentro deste contexto, o presente trabalho buscou

acrescentar uma visdo sistematica sobre a Sindrome do X-Fragil e possiveis

solucoes relacionadas as interacdes moleculares a fim de contribuir para a

compreensao do processo biologico relacionado com esta doenca. O conhecimento

ou previsao destas interacdes permitirdo, no futuro, identificar possiveis agentes

terapéuticos e prever a sua acdo antes da intervencdo em pacientes.

Outras conclusodes importantes resultantes deste estudo:

a.

5.1.

Com o aumento da velocidade de traducdo da FMRP nos dendritos
e da velocidade de transcricdo do gene FMR1 houve diminuicdo dos
fluxos relacionados com a traducdo da proteina reguladora da
internalizacao do GLURI1. Esta diminuicao é coerente com o modelo
apresentado por Huber e colaboradores (2002), que sugere que a
FMRP regula negativamente a internalizacdao do receptor

glutamatérgico GLURI.

As variacoes da velocidade de traducdo da FMRP no corpo do
neurodnio e da velocidade de degradacao da proteina FMRP no corpo
do neurdnio sao as que mais causam impacto nos fluxos

calculados.

Sugestoes para trabalhos futuros

Verificar outras regidoes a montante do gene, que também sao
conservadas e que possam abrigar sitios de interacdo para

proteinas de transcricao;

Purificar e identificar as proteinas que se ligam as sequéncias S3,

S4 e SS5;
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Verificar a contribuicdo funcional das proteinas identificadas na

expressao do gene FMRI.

Determinar experimentalmente, a partir de cultivo de células, as
velocidades de traducao da proteina FMRP e da proteina que tem
sua traducdo regulada por ela e também a velocidade de
transcricdo do gene FMRI, para alimentar o modelo proposto com

dados reais.

Acrescentar a regulacado da transcricdo do gene FMRI realizada
pelas proteinas Pur-o e Pur-fp no modelo matematico proposto e
utilizar os dados experimentais relacionados com a contribuicao
funcional destas proteinas na expressao do gene para alimentar o

modelo.
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