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Resumo

O processo de splicing do RNAm é responsavel por orquestrar a juncdo de exons,
criando uma grande diversidade de isoformas génicas. Alteragdes nos componentes da
magquinaria de splicing e, consequentemente, no processamento do pré-RNAm podem
causar ou contribuir para uma infinidade de doencas, dentre elas o cancer. A proteina
SF2/ASF foi o primeiro fator de splicing a ser caracterizado como proto-oncogénico,
estando superexpresso em diferentes tipos de neoplasias. Sabe-se que a ativacdo desse
fator é, principalmente, mediada por SR quinases conhecidas como splicing quinases e
pertencentes a familia das SRPKs. A quinase SRPK1, responsdvel pela fosforilagdo de
SF2/ASF no citoplasma, tem conhecida superexpressdao em leucemias. Ja a quinase SRPK2,
paraloga a SRPK1, possui relagdo ja demonstrada com a proliferacdo de células leucémicas
e com sua diferenciacdo. Diante desse quadro, buscamos nesse estudo possiveis
correlagdes entre a maquinaria de splicing e o cancer, dando enfoque a relagdo entre essa
maquinaria e a leucemia. Para tanto, buscamos alteracdes no cDNA de SRPK2 e
guantificamos a expressao das SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 em diferentes linhagens
de leucemia. Além disso, avaliamos, usando o sistema de Exon Array (Affymetrix), o efeito
da superexpressdo do fator de splicing SF2/ASF em células de mamifero, buscando
alteragdes globais no splicing dessas células capazes de explicar o cardter oncogénico do
fator. Foram encontradas nesse estudo duas novas isoformas de SRPK2, isoladas a partir
do cDNA das linhagens de leucemia estudadas. Também foi observada a expressao
diferencial das SR quinases SRPK1 e SRPK2 nas linhagens leucémicas de origem linfoide e
mieloide, dando indicios sobre um possivel papel divergente dessas quinases nos
diferentes tipos de leucemia. Além disso, nas andlises preliminares do conjunto de dados
obtidos no experimento de Exon Array, foi possivel tracar importantes consideracdes
sobre seu carater oncogénico. Esses dados preliminares do experimento de Exon Array,
somados as demais alteracbes encontradas nas SR quinases, fornecem novas e
interessantes pistas sobre a relacdo entre alteracdes na maquinaria de splicing e a
oncogénese.
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Abstract

The mRNA splicing is the cellular process responsible for RNA edition, expanding the
genome by the combination of gene exons. Mutations in components of this machinery
may cause or contribute to a variety of diseases, including cancer. The SF2/ASF protein was
the first splicing factor characterized as proto-oncogenic by its overexpression in diverse
neoplasias. The cellular activation of this and other splicing factors are mainly dependent
on specific kinases, known as splicing kinases and components of a SRPKs family. The
SRPK1 kinase, responsible for the cytoplasmic phosphorylation of SF2/ASF, is
overexpressed in leukemia. SRPK2, a paralog of SRPK1, is involved in leukemia cell
proliferation and differentiation. In this study we searched for splicing machinery and
cancer correlations, focusing in the relationship of this machinery and leukemia. In this
study we searched for alterations in SRPK2 cDNA and quantified the expression of this
kinase and SRPK1 and CLK1 in leukemia immortalized cells. Moreover, we analyzed using
Exon Arrays (Affymetrix) the effect of SF2/ASF overexpression in global splicing of non-
oncogenic cells, searching for alterations related to its oncogenic character. In this study
we discovered two new isoforms of SRPK2 amplified through different leukemia cell
lineages. We confirmed the differential expression of SRPK1 and SRPK2 kinases in lymphoid
and myeloid leukemia lineages indicating a divergent correlation of these kinases in
different leukemia types. In the Exon Array preliminary analysis we also observed
important alterations in cellular gene expression. These data and the alterations found in
SR kinases provide new and interesting clues about the relationship of splicing machinery
alterations and oncogenesis.
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1. Introdugao
1.1. Splicing alternativo: fung¢do e importdncia biolégica

Grande parte do genoma humano e dos eucariotos superiores é formado por
sequéncias ndo codificantes e que, consequentemente, ndo contribuem em informacao
para a sintese de proteinas. Devido a presenca dessas sequéncias, denominadas de
introns, o genoma eucariético é caracterizado como descontinuo (Cooper, Wan &
Dreyfuss, 2009). O processo pos-transcricional de splicing é o responsavel por, no
momento da formagdo do RNAm maduro, eliminar as sequencias nao codificantes e unir
as por¢Ges do pré-RNAm que contém informacdes traduziveis, os exons (Ward & Cooper,
2010).

Estima-se que 94% do genoma seja processado através do splicing alternativo
(Hallegger, Llorian & Smith, 2010). O splicing alternativo permite que, além dos introns,
exons também possam ser modificados e até eliminados durante o processamento do pré-
RNAmM (Grosso et al., 2008). O mecanismo permite que diferentes isoformas génicas
possam ser originadas a partir de um mesmo transcrito primdrio (o pré-RNAm),
contribuindo para a diversificacdo do transcriptoma e proteoma dos humanos e demais
eucariotos (Black et al., 2003; Grosso et al., 2008; Hallegger, Llorian & Smith, 2010;
Visconte et al., 2012).

Tanto o processo de splicing constitutivo quanto o de splicing alternativo sdo
dependentes da acdo coordenada de pequenos RNAs nucleares, conhecidos como snRNAs
(do inglés, small nuclear RNAs) e de diferentes proteinas: quinases, fatores de splicing e
proteinas nucleares (Ward & Cooper, 2010).

O reconhecimento de introns e exons é feito por fatores gerais e especificos de
splicing, seguido pelo recrutamento do spliceossomo, formado pela juncdao de cinco
complexos compostos por diferentes proteinas associadas a apenas um snRNA (Maeder &
Guthrie, 2008). Os snRNAs que compdem os complexos do spliceossomo sdo chamados de
snRNAs tipo U e, por isso, levam a denominacdo dos complexos do spliceossomo de U1,
U2, U4, U5 e U6 (Krummel et al., 2009), sendo também chamados de snRNPs (do inglés,
small nuclear ribonucleoproteins).

De forma simplificada, a montagem do spliceossomo se inicia através da ligacao da
snRNP U1 ao sitio do pré-RNAm reconhecido pelo fator de splicing, desencadeando a
ligacdo das demais snRNPs U2, U4, U5 e U6 mediante a hidrdlise de ATP (Maeder &
Guthrie, 2008; Krummel et al., 2009), como ilustrado pela Figura 1. A acdo do
spliceossomo sobre a fita de pré-RNAm pode resultar na exclusdo de introns e na
alteracdo dos exons existentes, que na ocorréncia de splicing alternativo, podem ser
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excluidos ou incluidos (Grosso et al.,, 2008; Maeder & Guthrie, 2008). OS principais
eventos de splicing alternativo estdo ilustrados na Figura 2.

A acdo coordenada dos diferentes fatores de splicing, de proteinas acessérias e do
spliceossomo é, diretamente, influenciada pelo tipo celular, estado fisioldgico e de
desenvolvimento do organismo (Anczukdéw et al., 2012). Sendo a forma de processamento
do RNAm capaz de afetar diversos processos celulares e de desenvolvimento, como a
determinacdo sexual, apoptose, excitacdo e contracdo celular (Black et al., 2003; Grosso et
al., 2008).

= =

Figura 1: Diagrama esquematico das etapas de formacgao do spliceossomo e edicao do RNAm. O

(Query, 2009)

pré-RNAm é formado por regides codificantes (exons) e ndo codificantes (introns), que precisam
ser editadas pelo spliceossomo. A: na primeira etapa do processo o componente Ul do
spliceossomo se liga ao RNA que sera editado. B: as subunidades remanescentes - U2, U4, U5 e U6
— interagem com o complexo RNA-U1. U1l e U4 deixam o complexo, ativando a catalise mediada
pelo spliceossomo e o splicing do RNA. C: O spliceossomo remove o intron e une os exons,
deixando o RNAm pronto para ser traduzido.

TN - I ASZaN .
A [ Exon constitutivo E No’an, Exons mutuamente exclusivos
TN
B — Sitio alternativo de splicing 5’ F F Promotores alternativos
~ |
N L. . . . , L. . 0w .
C — Sitio alternativo de splicing 3 G o Sitio de poliadenilagdo alternativo
~—”" V! .
PA PA.
D /_\ /_\ Exon alternativo H Retengdo do intron
\/

Figura baseada em Hu & Fu (2007) e Ward & Cooper (2010)

Figura 2: Possibilidades de splicing alternativo do pré-RNAm. O pré-RNAm pode ser processado
de diversas formas através do splicing alternativo: exons podem ser mantidos (A) ou
alternativamente retirados (D). Podem também ter parte de sua sequencia excluida pela presenca
de sitios alternativos de splicing (B e C) ou serem mutuamente exclusivos dentro da sequencia de
RNAm (E). O splicing alternativo ainda é responsadvel pelo processamento diferencial de
promotores e pela poliadenilacdo alternativa do RNAm (respectivamente, F e G). Além de
também, em alguns casos, promover a retengao total ou parcial de introns, que irdo compor a
sequencia do RNAm maduro (H).



1.2. Relagdo entre splicing alternativo aberrante e a oncogénese

Como mecanismo de extrema importancia para a homeostase celular e
dependente da acdo coordenada de diferentes componentes celulares, é de se esperar
gue erros na regulacdo do processo de splicing possam implicar em um grande nimero e
diversidade de doencas (Black et al., 2003; Grosso et al., 2008). Estima-se que 50% das
doengas resultantes de mutagdao tenham como causa erros no processamento do pré-
RNAmM (Ward & Cooper, 2010). Sabe-se que a indugdo da producdao andémala de um
determinado RNAm, na célula, pode contribuir direta ou indiretamente para o
desenvolvimento do cancer, sua progressao e resposta a terapia (Grosso et al., 2008).

Aparentemente os efeitos mais nocivos da modificagao da atividade do splicing,
que podem culminar no desenvolvimento do cancer, envolvem a alteragao de genes
relacionados a migracdo, crescimento celular, resposta hormonal, apoptose e finalmente,
a resposta aos quimioterapicos (Venables et al., 2006; Skotheim et al., 2007; Wang et al.,
2007).

Dois tipos de alteragdes sao responsaveis pela producdao anémala de isoformas de
splicing: muta¢des em cis e mutagdes em trans. As mutagdes em cis sdao aquelas que
ocorrem nas sequéncias consenso de determinado gene e prejudicam o splicing, gerando
isoformas aberrantes, apenas na sequéncia afetada. As mutacbes em trans afetam os
fatores responsaveis pelo splicing e, dessa forma, sdo mais abrangentes e, possivelmente,
prejudiciais (Wang et al., 2007).

Sao cada vez mais numerosos os trabalhos que reportam alteracées na maquinaria
de splicing - mutagdes em trans - em diferentes tipos de cancer, ainda que o efeito dessa
desregulacdo para o splicing global das células cancerosas nem sempre seja bem
compreendido (Grosso et al., 2008).

Em 2007, Karni e colaboradores foram os primeiros a caracterizar um fator de
splicing, o SF2/ASF, como proto-oncogénico. Esse fator, também denominado de SRSF1, é
componente da principal familia de fatores de splicing, a Serine-Arginine Splicing Factor
(SRSF) Family, ilustrada na Figura 3. Essa familia é caracterizada pela presenca de sitios de
reconhecimento de RNA (do inglés, RNA Recognition Motif — RRM) e de dominios ricos em
serina e arginina, conhecidos como dominios SR (Black et al., 2003). Dentre os
componentes da familia, SF2/ASF é um dos mais estudados e importantes para a
ocorréncia do splicing, sendo responsavel pelo recrutamento de U1 em diversos sitios de
edicdo do RNAm.



Name structure

SF2ASF = RRM »— RRM "~ RS

SC35 - RRM —— RS

SRp20 = RRM " RS

SRp40 - RRM —  RRM —{ RS |

SRp55 - RRM — RRM ——| RS i

SRp75 -_ RRM »—C RRM RS )

(Zhong et al., 2009)

Figura 3: Componentes da familia de fatores de splicing ricos em serina e arginina (SRSF). Os
componentes dessa familia de fatores de splicing sao caracterizados pela presenga de uma porg¢ao
rica em residuos de arginina e serina (por¢des RS, em roxo) e pela presenca de porc¢oes de
reconhecimento do RNA (por¢des RRM, em verde), por onde se ligam a sequencia a ser editada.

S3ao inumeros os indicios que levaram Karni e colaboradores (2007) a sugerir um
papel importante de SF2/ASF na oncogénese. Primeiramente o fator de splicing foi
encontrado superexpresso em tumores sélidos de cdlon, tireoide, adenocarcinoma,
intestino delgado, rim e figado. Além de estar amplificado (com maior nimero de copias
de RNAm em comparacdo com o tecido normal) em pacientes portadores de cancer de

mama.

No mesmo estudo a expressdo ectdpica de SF2/ASF em fibroblastos foi capaz de
gerar sarcomas em camundongos, mostrando uma possivel relacdo entre o fator de
splicing e a transformacdo maligna de células. Hipdtese corroborada pela reversao
tumoral nos camundongos apds o restabelecimento da expressao normal do fator, pelo
uso de shRNA (do inglés, small hairpin RNASs).

Estudos de Ezponda e colaboradores (2010) encontraram SF2/ASF também
superexpresso em pacientes portadores de cancer de pulmdo. Os autores observaram
ainda que células imortalizadas desse tipo de cancer tinham a apoptose induzida ao serem
tratadas com siRNA (do inglés, small interference RNA), que restabeleceria a expressdo do
fator de splicing a niveis normais.

Ja os dados de Anczukow e colaboradores (2012) mostraram que a supexpressao
de SF2/ASF foi suficiente para gerar tumorogénese em glandulas mamarias de
camundongos. Andlises in vitro dos mesmos autores mostraram que a superexpressao de
SF2/ASF era capaz de aumentar a proliferacdo de células do epitélio mamario que, ao
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serem crescidas em cultura celular 3D, resultaram em estruturas glandulares acinosas
bastante desenvolvidas.

Os trabalhos posteriores a caracterizagdo de SF2/ASF como proto-oncogénico por
Karni e colaboradores (2007) avolumam indicios sobre seu possivel papel na oncogénese e
somam novas informagdes sobre a atuacao desse fator de splicing em diferentes tipos de
cancer.

1.3. SR quinases e a leucemia

A caracterizacdio de SF2/ASF como proto-oncogénico joga luz sobre outro
componente fundamental da maquinaria de splicing: as quinases que regulam os fatores
de splicing. A atividade de SF2/ASF e de outros fatores de splicing da familia SR sobre a fita
de pré-RNAm é diretamente modulada por fosforilagdo (Giannakouros et al., 2011). A
principal familia responsavel pela ativacdo dos fatores de splicing é aquela composta por
serina-arginina (SR) quinases, cujos componentes recebem a denominacdo de Serine-
Arginine Protein Kinases (SRPKs) (Giannakouros et al., 2011). Essas quinases fosforilam os
dominios ricos em serina e arginina das proteinas SR, regulando sua sublocalizagdo celular,
a saida dos speckles nucleares (por¢des nucleares ricas em fatores de splicing), a interagao
proteina-proteina e RNA-proteina e, finalmente, a acdo dos fatores SR sobre as fitas de
pré-RNAm (Aubol et al., 2003; Jang et al., 2008).

A SR quinase SRPK1 foi a primeira a ser descoberta em um screening em busca de
proteinas responsaveis pela fosforilacdo de fatores SR (Giannakouros et al.,, 2011). A
quinase possui papel fundamental na atividade de SF2/ASF, sendo responsavel pela
fosforilacdo de seus dominios SR e pelo seu enderecamento ao nucleo (Koizumi et al.,
1999; Aubol et al., 2003).

Além do fator de splicing SF2/ASF, a quinase responsavel por sua regula¢do parece
também estar alterada no contexto do cancer. Alguns trabalhos ja observaram uma
expressao alterada de SRPK1 e de outras SR quinases em diferentes tipos de neoplasias.
Vale citar nesse contexto os trabalhos de Hayes e colaboradores (2006 e 2007) onde a
expressao de SRPK1 foi encontrada aumentada em diferentes linhagens derivadas de
tumores de pancreas, mama e célon. Interessantemente, quando as linhagens tinham a
expressdo de SRPK1 diminuida pelo uso de siRNA se tornavam mais sensiveis ao
tratamento com gemcitabina e cisplatina, conhecidos quimioterapicos.

Esses dados dado indicios sobre uma possivel relacdo entre SRPK1 e a progressao
dessas neoplasias. E, além disso, sugerem um possivel favorecimento do tratamento



quimioterdpico convencional através da inibicdo dessa quinase, aumentando a reposta de
morte das células cancerosas (Hayes et al., 2006 e 2007).

Além da superexpressdo em tumores solidos (Hayes et al.,, 2006 e 2007), a
expressao de SRPK1 também parece estar alterada em alguns tipos de leucemia. SRPK1 foi
encontrada superexpresso em pacientes adultos com leucemia linfoide aguda de células T
(LLA-T) e em pacientes com leucemia mieloide cronica (LMC) (Hishizawa et al., 2005;
Salesse et al., 2004).

Outra SR quinase paraloga SRPK1 (Giannakouros et al., 2011), a SRPK2, parece
desempenhar um papel importante na leucomogénese. As duas quinases diferem quanto
a expressao em diferentes tecidos e quanto a algumas caracteristicas estruturais
(Giannakouros et al., 2011), assim como demonstrado na Figura 4. SRPK2 possui uma
por¢do rica em prolina na por¢do N-terminal e uma regido d4cida no seu dominio
espacador, dominio que divide o sitio catalitico em duas porgdes e é caracteristico dessa
classe de quinases (Wang et al., 1998; Jang et al., 2008; Giannakouros et al., 2011). A
regido acida do dominio espacador é a responsavel pela interacdo com o fator de splicing
acinus, preferencialmente fosforilado por essa quinase (Jang et al., 2008; Giannakouros et
al., 2011).

SRPK1
74 223 493 520 655
SRPK2
80 220 500 550 688
O Regido rica em prolina .Regiéo acida

Figura baseada em Giannakouros et al., 2011 e Aubol et al., 2012

Figura 4: Representacdo esquematica das estruturas primarias das quinases SRPK1 e SRPK2. Essa
familia de quinases é responsavel pela fosforilagdo de fatores de splicing, sendo sua principal
caracteristica a divisdo do dominio de quinase (KD, em vermelho) em duas por¢des, pela presenca
de uma regido espacadora (em branco). SRPK1 e SRPK2 apresentam alta similaridade, diferindo
pela presenga de uma regido rica em prolina na por¢do N-terminal de SRPK2 (em cinza) e uma
regido acida no seu dominio espagador (em roxo), por onde interage com o fator de splicing acinus
(Jang et al., 2008; Giannakouros et al., 2011).



Estudos de Jang e colaboradores (2008) mostram que além de superexpresso, o
fator de splicing acinus encontra-se superativado em pacientes portadores de
malignidades hematoldgicas. Das diferentes leucemias analisadas — leucemias linfoides
agudas de célula T e de célula B e leucemia mieloide aguda — todas apresentavam algum
nivel de alteragdao na expressao de SRPK2 e do fator de splicing acinus.

Nos experimentos de proliferagao celular feitos com a linhagem leucémica K562 foi
observada, pelos mesmos autores, uma diminui¢do significativa na taxa de crescimento
dessas células apds o knock down de SRPK2, feito por RNAI. E, além disso, as analises de
células primdrias de pacientes com LMA mostraram uma alta expressdo de SRPK2,
alteracdo também observada nas linhagens leucémicas de origem mieloide NB4 e U937 e
linfoide BJAD e DG75.

Jang e colaboradores (2008) também observaram altera¢des na sublocalizagao
celular da quinase em linhagens linfoides. SRPK2, que se distribui, preferencialmente, no
citoplasma de células mieloides sauddveis e leucémicas, foi encontrada no ntcleo de
linhagens leucémicas linfoides. Observacao que, somada aos demais fen6menos relatados
por esses autores, fornecem importantes indicios sobre a importancia da quinase SRPK2
na proliferacdo de células leucémicas e, possivelmente, no desenvolvimento da leucemia.

1.4. A leucemia e a alteragdo na maquinaria de splicing alternativo

A leucemia (do grego, leukos: branco; aima: sangue) é um tipo de cancer que
atinge as células progenitoras do sangue. A doenca é caracterizada por desordens na
contagem, morfologia e dinamica molecular das células sanguineas, resultantes do
acumulo de muta¢bes durante o processo de sua diferenciacdo, conhecido como
hematopoiese (ilustrada na Figura 5). As mutacBes conferem as células um cardter
altamente proliferativo e de resisténcia a morte celular (Kennedy & Barabé, 2008), sendo
o subtipo de leucemia desenvolvida dependente do tipo de progenitor celular alterado
durante a diferenciagao.
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Figura 5: Esquema da diferenciagao de células sanguineas (hematopoiese). A partir de uma célula
multipotente sdo formadas as células tronco de origem mieloide e linfoide. Em passos posteriores
de diferenciagdo as células linfoides geram os linfocitos T e B (a esquerda da ilustragdo) e os
progenitores mieloides geram as demais células presentes no sangue, dentre elas: megacaridcito,
eritrécito, mastdcitos e mieloblastos. (a direita da ilustracdo).

Segundo dados divulgados pelo INCA (Instituto Nacional do Cancer José Alencar
Gomes da Silva — Rio de Janeiro, Brasil) estima-se, para o biénio de 2012-2013, a
ocorréncia de 4.570 novos casos de leucemia em homens e 3.940, em mulheres (INCA,
2011). Os valores correspondem a um risco estimado de 5 novos casos a cada 100 mil
homens e 4 novos casos a cada 100 mil mulheres. Os dados sdao ainda mais alarmantes na
populacdo infantil, onde a leucemia figura como cancer mais comum, correspondendo
entre 25-35% dos casos de cancer pediatrico.

Existem algumas causas ja conhecidas para o desenvolvimento da leucemia, como
a exposicdo a radiacdo ionizante e algumas sindromes genéticas congénitas (como Down,
neurofibromatose e anemia de Falconi), porém esses fatores somados explicam apenas
10% dos casos (Wiemels, 2012). Alguns outros fatores causais, como a exposicao ao



benzeno, fumo e quimioterapias, sdo importantes, exclusivamente, no desenvolvimento
da leucemia em adultos (Wiemels, 2012).

Biologicamente, sabe-se que certas mutacdes e translocacdes cromossdémicas
estdo associadas ao desenvolvimento da leucemia. Em uma revisdao detalhada da
bibliografia feita por Milteman, Johansson & Mertens (2007), foram encontradas 264
fusGes génicas, afetando 238 gene diferentes, em desordens hematoldgicas. Valor que
representa 75% de todas as fusGes génicas conhecidas em neoplasias humanas (Milteman,
Johansson & Mertens, 2007; Kennedy & Barabé, 2008).

Dentre as alteragdes mais comumente encontradas nas leucemias estdo as
mutacGes na NPM1 (do inglés, nucleocytoplasmic shuttling protein nucleophosmin) em
25% dos casos de LMA, perda de funcdo ou delecdo do fator de transcricdo PAX5 em 30%
dos casos de LLA-B e mutag¢des ativadoras no receptor de tirosina quinase FLT3 tanto em
leucemias linfoides quanto mieloides (Kennedy & Barabé, 2008).

Apesar do grande numero de casos relatados, a acdo molecular desses oncogenes
resultantes de translocagdes precisa ser mais bem detalhada. Mesmo com a extensiva
caracterizacdo molecular e epidemioldgica, a influéncia desses e de outros oncogenes no
desenvolvimento e progressdo da leucemia ainda permanece desconhecida (Kennedy &
Barabé, 2008).

Sabe-se, hoje, que as translocacdes encontradas em diferentes neoplasias, e,
principalmente nas leucemias, ndo sao suficientes para a transformagdo das células e o
desenvolvimento do cancer (Milteman, Johansson & Mertens, 2007). Muitas
translocag¢des descritas nas malignidades hematoldgicas também s3o encontradas em
pessoas sauddveis e nos pacientes em remissdo completa da leucemia. Sendo assim,
parece existir a necessidade de eventos secunddrios, como mutagdes, para o
desenvolvimento dessa doenca (Milteman, Johansson & Mertens, 2007).

Varios estudos tem apontado uma importante relacdo causal entre mutagdes no
evento de splicing alternativo e o desenvolvimento da leucemia, apesar de pouco ainda
ser conhecido sobre a contribuicdo das alteracdes no desenvolvimento da doenca (Pekova
et al., 2008; Casnici et al., 2009;). Estudos recentes identificaram, usando analise total de
genoma e exoma, mutagdes importantes na maquinaria do spliceossomo em sindromes
mielodisplasicas (MDS) e em outras desordens hematolégicas (Visconte et al., 2012). A
mielodisplasia é caracterizada como um grupo de desordens em células mieloides que
alteram a contagem de células do sangue e, frequentemente, aumentam a predisposicao
ao desenvolvimento de leucemia mieloide aguda (Garcia-Manero, 2012).



A subunidade bl d fator de splicing 3 (SF3), componente da snRNP U2, foi
encontrada mutada em 75%-81% dos portadores da MDS, tornando o gene um
importante candidato para a patogénese dessa doenca (Visconte et al., 2012).
Biologicamente, a subunidade b1 de SF3 (chamada de SF3b1) tem importancia crucial na
ocorréncia do splicing, ja que essa por¢ao é responsavel por mediar a ligagdo de U2 ao
sitio do RNAm que serd editado (Visconte et al., 2012). Sendo assim, a integridade dessa
regido seria de fundamental importdncia e, provavelmente, mutacdes nessa porcao
poderiam implicar em uma série de altera¢des bioldgicas decorrentes de um splicing
aberrante.

Mutagdes em outros componentes da maquinaria de splicing também foram
descritas em portadores de MDS e de outras doengas hematoldgicas. Yoshida e
colaboradores (2011) foram os primeiros a descrever uma mutacdao de SRSF2 (mais
conhecido como SC35) na mielodisplasia. Além de estar presente na MDS, a mutagdo
aparece com mais frequéncia na LMC, afetando 28,4% dos pacientes analisados (Yoshida
et al., 2011). Mutacdes em SF2/ASF também foram descritas para MDS, mas com
frequéncia muito menor que aquela observada para SF3b1 e SRSF2 (Visconte et al., 2012).

As alteragdes encontradas na mielodisplasia e em outras doengas hematoldgicas,
além das demais alteragGes descritas em diferentes tipos de cancer, dao indicios sobre a
importancia e influéncia do evento de splicing alternativo para o desenvolvimento de
neoplasias, e, mais especificamente, da leucemia. Tendo em vista a importancia do
splicing no contexto bioldgico e a quantidade de relatos sobre altera¢des nesse evento em
pacientes portadores de desordens hematoldgicas, buscamos, nesse trabalho, avaliar a
relacdo do fator de splicing SF2/ASF e das quinases SRPK1 e SRPK2 com a leucomogénese.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Esse estudo teve como objetivo geral estudar a relacdo entre a maquinaria de
splicing de RNAm e a oncogénese.

2.2. Objetivos especificos

R/

<o Buscar por altera¢cdes no transcrito de SRPK2 em linhagens de células
leucémicas;

X Quantificar a expressdo das SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 em diferentes
linhagens leucémicas, buscando associagdes com as caracteristicas bioldgico-clinicas da
doencga;

X Analisar o padrao global de splicing, por Exon Array, de células expressando
ectopicamente o fator de splicing SF2/ASF a fim de encontrar isoformas diferencialmente
expressas que pudessem se correlacionar ao seu carater oncogénico.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Cultivo de linhagens leucémicas

As linhagens de células leucémicas K562, HL60, KG1, U937, Jurkat, Molt-4, TALL,
P12, REH, RS4, 697 e Nalm-6 foram cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute Medium) pH 7,4 suplementados com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina. As células cresceram em suspensdo em garrafas
de 75 cm?, a 37 °C, sob atmosfera umidificada com 5% de CO,.

A obtencdo e cultivo das linhagens foram realizados em colaboracdo com o
laboratério de Biologia Molecular do Centro Infantil Boldrini e sob a orientagdo do prof.
Dr. José Andrés Yunes.

3.2. Coleta das células, extragdo de RNA e sintese do cDNA

As células foram peletadas por centrifugacdo a 1500 rpm (Centrifuga Eppendorf
5810R) durante 3 minutos, a 20°C. Cada pellet foi lavado 3 vezes com PBS 1X (10 mM
fosfato, 2.7 mM KCl, 137 mM NacCl, pH 7.4), ressuspendido e separado em aliquotas de 5x
10° células/tubo. A lise celular e a extracdo do RNA foram realizadas como descrito no
protocolo Illlustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare). As amostras de RNA
total foram quantificadas e avaliadas quanto a sua integridade e pureza através de leitura
dos valores de absorbancia a 260 nm e das razdes 260/280 nm e 260/230 nm, além de
analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi feita a partir de 1 ug do RNA total
utilizando-se o kit SuperScript First-Strand Kit (Invitrogen). O cDNA sintetizado teve sua
gualidade avaliada a partir de uma Polymerase Chain Reaction (PCR) com 4 conjuntos de
primers capazes de amplificar genes com expressdo constante e conhecida entre células
humanas (controles endégenos).

3.3. Amplificagéo do cDNA de SRPK2 e sequenciamento

Para a amplificacdo especifica do cDNA de SRPK2, em busca de possiveis alteragdes
genéticas, foram desenhados primers capazes de cobrir a sequéncia do RNAm em
pequenas partes, de 600 a 650pb, aumentando a confiabilidade tanto da amplificacdo
guanto do posterior sequenciamento. Os primers foram, ainda, desenhados de forma a
possibilitar uma sobreposicdo das por¢ées amplificadas (como mostra a figura 6),
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resultando na cobertura total e com alta confiabilidade do cDNA durante o
sequenciamento.

5 3

s 474 541 983 1049 1517 1580 70 RNAM
. P
s= SRPK2_seql MAS smp SRPK2_seq3 s
S IAS S AS
> SRPK2_seq2 <: » SRPK2_seq4 «

Figura 6: Diagrama esquematico da disposicdo dos primers usados na amplificacio e
sequenciamento do cDNA de SRPK2 a partir do cDNA total de linhagens leucémicas. Cada par de
primers (representados por setas de cores iguais) cobre uma porc¢do de 600 a 650pb dentro da
sequéncia do RNAm do gene. Os pares de primers foram sobrepostos por regides de 50pb (vide
distancia entre primers sense S e antisense AS representados por cores diferentes), permitindo
uma cobertura completa no sequenciamento. Essa mesma distancia foi considerada para o
desenho dos primers proximos as regides 5’ e 3’ UTRs (do inglés, UnTranslated Regions).

Foram usados para a reacdo de amplificacdo 2 pL da enzima DNA polimerase
(Biotools); 0,6 uL dos primers sense e antisense a 100 pmol; 0,7 uL de dNTPs a 10 mM; 2,5
uL de buffer PCR Buffer 10X (Biotools); 1 uL do cDNA de interesse e o restante do volume
de dgua, completando 25 uL.As reagdes foram incubadas a 95°C por 2 minutos e
submetidas a uma desnaturacdo da fita de DNA a 95°C por 2 minuto, seguida de 30 ciclos
com desnaturacdo a 95°C (1,5 minutos), anelamento a 60°C (2 minutos) e temperatura de
extensdo de 72°C (2 minutos), finalizando com 5 minutos a 72°C. Em uma segunda etapa
de amplificacdo, a fim de confirmar os resultados obtidos no sequenciamento dos
amplicons, foi utilizada a Tag Pfu (Fermentas/ Thermo Scientific), enzima DNA polimerase
com alta fidelidade na incorporagdo de nucleotideos.

As amostras foram corridas em gel de agarose 2% e, quando amplificadas no
tamanho esperado, purificadas com o kit QlAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) e envidas
para o sequenciador automatico de DNA ABI PRISM 377 Genetic Analyser (Applied
Biosystems). As amostras que apresentaram amplicons inesperados foram purificadas do
gel de agarose e clonadas no vetor pGEM-T (Promega) antes de serem enviadas para
sequenciamento.

Para a andlise primaria do eletroferograma obtido utilizou-se o programa BioEdit
Sequence Alignment Editor (versdao 8.0) e o programa ClustalW2 Align
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(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) para o alinhamento entre a sequencia
candnica de SRPK2 e os amplicons sequenciados. Uma segunda andlise da presenca de
mutagdes foi feita utilizando-se o software Mutation Surveyor V4. 05 (Softgenetics, State
College, PA, USA).

3.4. Quantificagdo por qRT-PCR

A quantificacdo dos niveis de expressdao do RNAm das quinases SRPK1, SRPK2 e
CLK1 nas linhagens leucémicas K562, HL60, KG1, U937, Jurkat, Molt-4, TALL, P12, REH,
RS4, 697 e Nalm-6 foi feita através da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qRT-
PCR).

Foi utilizado o método de quantificacdo relativa (RQ), que permite comparar a
diferenca de expressdao dos genes de interesse usando como normalizador um gene
constitutivamente expresso, como o GAPDH ou a actina. No caso desse estudo foram
escolhidos dois controles enddgenos diferentes, o gene beta-2-microglobulina (B2M) e o
gene beta-glucuronidase (GUS), a partir dos dados publicados por Beillard e colaboradores
(2003).

Primeiramente, foi estabelecida a quantidade de cDNA a ser utilizada para cada
amplificagao, bem como determinada a eficiéncia dos primers. Para tanto foi construida
uma curva de diluicdo contendo diferentes quantidades de cDNA (no caso, um pool dos
cDNAs das 12 linhagens estudadas), sendo calculada a eficiéncia da reacdo a partir da
inclinacdo (slope) resultante da analise grafica dos pontos da curva de diluicdo. Somente
os primers com eficiéncia préxima ou superior a 100%, calculada pela formula E = 10 (-
slope)_1 foram utilizados no experimento de quantificacdo.

Determinada a eficiéncia de cada primer e escolhida a melhor concentracdo de
cDNA para as amplificacdes, seguiu-se a quantificacdo por PCR quantitativo em tempo
real. Para as reacgOes, montadas em placas de 96 pocos e feitas em triplicatas técnicas,
utilizou-se 6 pL de Power SYBR Green PCR Master Mix 2X, 200 uM de cada primer e 1 puL
de uma solugdo contendo cDNA e agua. Foram incluidas na mesma placa todas as
linhagens cuja quantificacdo seria comparada, além dos controles enddgenos e dos
controles de contaminagao (NTC — no template control).

A corrida foi realizada em um equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System, seguindo o programa: hold de 50 °C por 2 min, hold de 90 °C por 10 min e 40
ciclos a 95°C por 15 s, 60°C por 1 min. Finalizada a ciclagem foi realizada a dissocia¢do das
fitas de DNA através do aquecimento das amostras a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1
min, 95 °C por 30 s e, finalmente, 60 °C por 15 s.
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Os valores de Ct (do inglés, threshold cycle), medida de concentragdo relativa da
guantidade de determinado alvo na reacdo de PCR, resultantes da ciclagem no Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System foram transportados para o Microsoft Office Excel
e convertidos em valores de quantificacdo relativa através da férmula: RQ = 272¢t x 100.
Sendo o valor de ACt obtido pela subtragdo do valor de Ct da sequencia de interesse pela
média dos valores de Ct dos controles enddgenos utilizados no estudo.

3.5. Clonagem do cDNA de SF2/ASF no vetor pcDNA-FLAG

Como primeira etapa para o experimento de superexpressdo de SF2/ASF em
células HEK293T foi necessaria a amplificacdo de sua sequéncia de cDNA, a partir de
bibliotecas de cDNAs, e sua subclonagem em um vetor de expressao.

Tanto o isolamento do cDNA de SF2/ASF, a partir de uma biblioteca de cDNA de
cérebro fetal humano (Clontech), quanto a subclonagem no vetor de expressdao em células
de mamifero pcDNA-FLAG foram feitas pela Dr. Juliana Smetana, nas instalacdes do
Laboratério Nacional de Biociéncias.

O vetor de expressdao pcDNA-FLAG é uma modificacdo do vetor comercial pcDNA3
(Invitrogen) feita no Laboratdrio Nacional de Biociéncias. O vetor modificado apresenta a
inclusdo de um epitopo FLAG préoximo ao promotor T7, como mostra a Figura 7,
permitindo que a proteina de interesse, quando expressa na célula, possa ser reconhecida
por anticorpos contra esse epitopo. Sendo assim, ensaios de envolvam anticorpos, como
Western Blotting e microscopia de imunofluorescéncia, podem ser realizados sem a
necessidade de anticorpos especificos para a proteina de interesse.
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Figura 7: Comparacdao dos mapas dos vetores pcDNA3 (Invitrogen), a esquerda, e do seu
derivado, o vetor pcDNA-FLAG. A figura mostra a insercdo do epitopo FLAG, apds o promotor T7,
no vetor pcDNA-FLAG e a modificacdo de alguns sitios de restri¢do.

3.6. Transfecgdo de células HEK293T

Feita a clonagem da sequencia no vetor pcDNA-FLAG, foi realizada a transfecg¢do
das células HEK293T com o vetor plasmidial contendo SF2/ASF e com o vetor vazio, que
serviria como controle negativo do experimento de Exon Array.

A transfeccdo dessas células, que forneceriam o RNA necessdrio para o
experimento de Exon Array, foi feita em garrafas de 75 cm?, em triplicatas bioldgicas. As
células, cultivadas até atingirem a confluéncia de 80%, foram transfectadas utilizando o
reagente PEl (Polyethyleneimina), polimero catiébnico que carreia o DNA mediante
interacdo com sua carga negativa, similarmente ao mecanismo do reagente Lipofectamine
(Invitrogen).

Para a transfec¢ao foram misturados 200 pL de uma solugdo de NaCl 150 mM a 5
pug de DNA e, posteriormente, acrescentados 17 uL de PEIl. A mistura foi incubada por 30
minutos e adicionada a cada garrafa, que durante a incubacdo tiveram seu meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) trocado por meio novo.

3.7. Coleta e lise celular para andlise por Western Blotting

Apds 48 horas, as células transfectadas foram desprendidas das garrafas e
peletadas por centrifugacdo a 1500 rpm (Centrifuga Eppendorf 5810R), durante 3 minutos,
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a 20°C. Os pellets foram lavados 3 vezes com 15 mL de PBS 1X pH 7,4 (137 mM NaCl; 2,7
mM KCl; 4,3 mM Na,PO4; 1,4 mM KH,PQ,4). As células lavadas foram divididas em 2
aliquotas, uma para analise da expressao da proteina, por Western Blotting, e a outra
usada para a extracdao do RNA total.

A lise das células usadas para verificagdo da expressao de proteinas foi realizada
seguindo o protocolo descrito por Nikolakaki e colaboradores (2001).

3.8. Imunoprecipita¢do e Western Blotting

Para andlise da superexpressdo de SF2/ASF em células HEK293T por Western
Blotting foi, primeiramente, realizada a imunoprecipitacdo das aliquotas resultantes da
extragdo de proteinas.

A imunoprecipitacdo foi realizada a partir da incubacdo da proteina G Sepharose
(GE Healthcare) com o anticorpo anti-FLAG (Invitrogen), seguida pela incubagdo com as
proteinas extraidas da célula HEK293T lisada. Com esse procedimento foi possivel
concentrar e isolar somente as proteinas que continham o epitopo FLAG, que, no caso,
seriam aquelas expressas a partir do plasmideo pcDNA-FLAG.

Feita a imunoprecipitacdo, a analise da superexpressdo de SF2/ASF-FLAG foi realizada por
Western Blotting, usando anticorpo contra o epitopo FLAG. A Figura 18 na secdo 4.3 dos
Resultados e Discussdo mostra o resultado dessa analise.

3.9. Extracdo de RNA e andlise da sua qualidade

Confirmada a superexpressdo da proteina SF2/ASF nas triplicatas de células
HEK293T, como mostra a Figura 18, seguiu-se com a extracdao de RNA total. A extracao,
feita a partir das aliquotas indicadas na secao 3.7, foi realizada utilizando-se o kit RNeasy
(Qiagen), indicado pela empresa Affymetrix (que produz os chips de Exon Array) devido a
pureza e rendimento obtidos.

Os RNAs extraidos foram quantificados e avaliadas quanto a sua integridade e
pureza através de leitura dos valores de absorbancia a 260 nm e das razdes 260/280 nm e
260/230 nm utilizando o Nanodrop™ Spectrophotometer. A anélise de qualidade foi
complementada com o Agilent 2100 Bioanalyser RNA 6000 Nano chip, ferramenta que
possibilita a analise eletroforética do RNA somada a sua quantificacdo e medida da razao
de RNA ribossomal.
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Essa ferramenta tem como principal vantagem a avaliagdo da qualidade e
integridade do RNA total por valores numéricos, expressos pelo fator RIN (do inglés, RNA
Integrity Number), impedindo interpretag¢des individuais erréneas e subjetivas. Os valores
de RIN s3ao determinados pela integridade do RNA ribossomal submetido a uma
eletroforese em gel que é feita dentro do chip. O RNA mais integro, cujo valor de RIN estd
préximo a 10, deve apresentar bandas nitidas correspondentes as subunidades 28S e 18S
do RNA ribossomal e auséncia de degradacdo (caracterizada pela presenca de rastros
durante a migragdo no gel).

Tanto para os RNAs extraidos das triplicatas de superexpressdo de SF2/ASF-FLAG
guanto os RNAs oriundos das triplicatas controle apresentaram valores de RIN superiores
a 9,8. A Figura 19 na secdo 4.3 dos Resultados e Discussdao mostra o resultado da
eletroforese feita através do Agilent 2100 Bioanalyser RNA 600 Nano chip.

3.10. Experimento de Exon Array: sintese do cDNA e hibridizagdo dos chips

O RNA total das células HEK293T, cuja qualidade foi analisada e confirmada, foi
utilizado para a sintese da primeira e segunda fitas do cDNA, realizada através do WT
Expression Kit (Ambion) segundo as descricdes do fabricante.

A fita sense de cDNA resultante foi fragmentada e teve sua por¢dao terminal 3’
marcada com biotina de acordo com o protocolo descrito no WT Terminal Labeling Kit
(Affymetrix) . Os fragmentos resultantes foram usados para a hibridizagdo dos chips de
Exon Array, realizada de acordo com as indicagdes do Hibridization Control Kit (Affymetrix)
e Hibridization Wash and Stain Kit (Affymetrix).

Maiores detalhes sobre os procedimentos de sintese de cDNA, fragmentacao,
marcac¢ao, hibridizacdo e lavagem dos chips podem ser encontrado no site da Affymetrix
(http://www.affymetrix.com/estore/),fabricante dos Exon Arrays.

3.11. Experimento de Exon Array: escaneamento e andlise primdria dos dados

As etapas finais de lavagem e escaneamento dos arrays foram realizadas em uma
estacdo fluidica (Fluidic Station 450), operada através do Affymetrix GeneChip Command
Console (AGCC). Durante essa etapa foram feitas as primeiras andlises de qualidade do
chip pela verificacdo da ocorréncia da hibridizacdo e também de sua especificidade,
observadas a partir da imagem escaneada.
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A AGCC fornece, ao escanear os chips, dados de intensidade (brilho) das probes
representadas no array. No caso do Exon Array cada probe representa um exon, que no
chip de Exon Array é interrogado 4 vezes, ou seja, cada probe set representa a
interrogacdao de um mesmo exon 4 vezes.

A andlise pelo AGCC fornece dados de intensidade no formato .CEL, que
correspondem a transformagao numeérica das intensidades de luz capturadas durante o
escaneamento. Esses dados sdao normalizados e convertidos, ja utilizando o Affymetrix
Expression Console Software 1.2, em arquivos .CHP.

O Affymetrix Expression Console Software 1.2 é uma ferramenta que permite a
analise primaria dos dados presentes no chip e a analise estatistica das correlacdes de
intensidade entre os chips utilizados no experimento. Todas essas andlises se baseiam na
sumarizacdo dos dados de intensidade, que passam do formato .CEL para .CHP, através da
utilizacao de dois algoritmos: RMA (Robust Multichip Analysis) e PLIER (Probe Logarithmic
Intensity Error Estimation).

Os dois algoritmos tem como fung¢dao a conversao dos valores de intensidade de
cada probe em apenas um Unico valor, que corresponderd ao valor da probe set. Essa
conversao é, inicialmente, dependente da quantidade de background (ruido) presente na
hibridizacdo. Ou seja, para que os dados de expressdao sejam fidedignos e ndo sejam
superestimados pela ocorréncia de hibridizacdo inespecifica, os valores de ruido devem
ser descontados (Okoniewski & Miller, 2008).

O algoritmo RMA, de forma simplificada, trabalha apenas com a analise da
hibridizagdo correta (Perfect Match — PM), que é dependente da quantidade de material e
sua afinidade pela sequencia de cDNA presente no array, levando em consideracdo no
calculo um “fator de erro”. Ja o algoritmo PLIER trabalha com a relacdo de hibridizacdo
correta e hibridizacdo erronea (Mismatch — MM), que, no caso, é calculada pela
guantidade de amostras que se hibridizam a spots do chip que contém sequéncias
propositalmente alteradas (mutadas), permitindo o cdlculo do ruido presente na andlise
por essas ligacdes inespecificas (Okoniewski & Miller, 2008).

Como o Exon Array nao possui spots contendo MM, a sumarizagdao dos dados
obtidos nesse trabalho foi feita com o algoritmo RMA (Okoniewski & Miller, 2008). Apds a
sumarizacdo, cada chip foi analisado individualmente quanto o sucesso de sua
hibridizacdo. Para tanto, ainda utilizando o Affymetrix Expression Console Software 1.2,
foram verificados diferentes controles de qualidade, como: controle de hibridizacado; de
marcacao (labeling) e controles internos (housekeeping controls).
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Além dessa andlise foram realizadas analises estatisticas de correlagdo linear para
comparar o sinal estimado para cada conjunto de chips. Ou seja, nessa analise, onde é
avaliada a similaridade de intensidade observada em cada chip, espera-se que chips
pertencentes ao mesmo conjunto de triplicatas sejam mais semelhantes entre si do que a
outra triplicata.

Tanto a andlise dos controles de hibridizagdo quanto a analise da correlagdo de
valores de intensidade entre os chips indicaram uma maior similaridade entre os chips
pertencentes a cada subgrupo. Ou seja, como era esperado, o padrao de intensidade
entre as triplicatas correspondentes a superexpressdo de SF2/ASF-FLAG era mais
semelhante entre si do que semelhantes a triplicata controle (FLAG-vazio).

3.12. Experimento de Exon Array: clusterizagdo hierdarquica

Feitas as andlises primarias de qualidade e similaridade entre os chips, foi realizada
a clusterizacdo hierarquica dos dados.

A clusterizagao hierarquica é o método mais popular de analise dos dados de
expressdo de experimentos de microarranjo. Nessa analise, genes com padrdo de
expressao similiar sdo agrupados e conectados por uma série de “bragos”, chamados de
arvore de clusterizagdo ou dendrograma.

Além do agrupamento de genes, a clusterizagdo também agrupa experimentos (ou
chips) que tenham um padrao similar de expressdo entre as amostras. Sendo assim, com a
finalidade de comprovar a similaridade de expressao entre os chips de cada triplicata, ja
demonstrada utilizando o Expression Console, foi utilizado o software dCHIP (Li & Wong,
2001). O resultado da clusterizacdo das triplicatas de microarranjo esta indicado na Figura
20 na se¢ao 4.3 dos Resultados e Discussao.

3.13. Experimento de Exon Array: gene level analysis X exon level analysis

Feitas todas as analises de controle de qualidade e comprovada a similaridade de
expressao entre os chips pertencentes a mesma triplicata, seguiu-se com a andlise dos
resultados dos Exon Arrays.

Diferentemente dos demais arrays, que avaliam apenas a expressao diferencial de
genes, o Exon Array permite andlises em duas frentes: gene level e exon level. A gene level
analysis se assemelha ao nivel de analise existente nos demais tipos de array. O algoritmo
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usado nesse nivel de estudo sumariza os dados de todas as probes de um mesmo
transcrito, ou seja, fornece dados sobre a expressao diferencial do gene.

Ja na exon level analysis a sumarizacdo ocorre apenas para as probes do mesmo
exon, ou seja, os sinais obtidos para esse nivel de estudo apontam o valor de cada exon do
transcrito de forma individual. E na exon level analysis, por permitir a visualizagdo dos
eventos de splicing, que estd o grande diferencial e a vantagem de se fazer uso de Exon
Array em andlises de splicing global. Nesse contexto vale ressaltar que os resultados
apresentados nesse trabalho compreendem apenas a gene level analysis, sendo, portanto,
uma andlise primaria e ainda carente de maiores confirmacdes e aprofundamento.

Todas as analises gene level dos dados de array foram realizadas na Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp em colaboracdo com a Dr2 Cristiane S. Rocha.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Busca por alteragdes no transcrito de SRPK2 em linhagens leucémicas

Dados de Jang e colaboradores (2008) ddao importantes indicios sobre a relevancia
da quinase SRPK2 para o desenvolvimento e progressdo da leucemia. Os autores
demonstraram a relevancia de SRPK2 para a proliferacdo da linhagem leucémica K562
que, ao ser tratada com RNA de interferéncia para SRPK2, apresentou diminuigao
significativa em sua taxa de crescimento. Além disso, foram encontradas alteragdes na
sublocalizagdo da quinase em células linfoides e sua expressdo aumentada em
determinadas linhagens leucémicas de origem linfoide e mieloide, bem como em
pacientes portadores de LMA.

Apesar das interessantes observacdes de Jang e colaboradores (2008) pouco se
sabe sobre as possiveis causas das alteracGes de expressdo e sublocalizacdo da proteina
SRPK2. Sendo assim, em busca de possiveis modificacdes na sequencia de SRPK2 que
pudessem se relacionar a esse quadro de alteragdo, partimos para o sequenciamento do
seu RNAm em uma série de linhagens leucémicas. O objetivo dessa analise foi avaliar se os
eventos descritos pelos autores citados acima teriam como pano de fundo algum tipo de
mutacdo na sequencia de SRPK2 que pudessem implicar na alteracdo do seu
enderecamento dentro da célula, de sua atividade quinase ou expressao.

Foram escolhidas para essa andlise por sequenciamento 12 linhagens leucémicas
diferentes, compreendendo linhagens de origem mieloide, linfoide derivada de célula T e
linfoide derivada de célula B. A Tabela 1 mostra as linhagens escolhidas para a analise e
também o tipo celular do qual sdo derivadas.

Tabela 1: Linhagens utilizadas para andlise de mutacGes na sequencia génica de SRPK2.

Linhagem Linhagem Leucémica

K562*, HL60*, KG1* e U937*/** Mieloide
Jurkat, Molt-4, TALL e P12 Linfoide de célula T
REH, RS4, 697 e Nalm-6 Linfoide de célula B.

*Linhagens estudadas por Jang e colaboradores (2008).
**Linhagem celular de origem mieloide isolada a partir de linfoma.
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A andlise do RNAm foi realizada através da sintese de DNAs complementares
(cDNAs) presentes nas linhagens leucémicas, seguida da amplificacdo, por Polymerase
Chain Reaction (PCR), do cDNA de SRPK2.

Devido a divisdo das regides amplificadas em porc¢des de 600 a 650pb, SRPK2, cuja
isoforma canlnica possui 2067pb, teve seu cDNA amplificado em 4 porg¢des distintas
(maiores detalhes sobre os primers podem ser encontrados na se¢ao 3.3 do Material e
Métodos). Essas por¢des foram denominadas de acordo com a posi¢do de anelamento dos
primers, sendo a regido mais proxima a porcao 5° UTR denominada de SRPK2 seql e a
mais préxima a regido 3’ UTR chamada de SRPK2_seq4 (Figura 6).

Como mostra a Figura 8, a amplificacdo das regides SRPK2 seql, SRPK2 seq2 e
SRPK2 seq3 ocorreu no tamanho esperado de, aproximadamente, 600pb. J& na regido
SRPK2_seq4 pode ser observada, além da banda esperada de 600pb, a amplificagcdo de
duas outras bandas, uma de menor tamanho (aproximadamente 450pb) e outra de maior
tamanho (aproximadamente 700pb), indicadas pelas pontas de seta.

Nenhuma mutag¢do foi encontrada para as porgdes SRPK2_seql, SRPK2 seq2 e
SRPK2 seq3 apds andlise por sequenciamento dos amplicons obtidos na amplificacdo das
12 linhagens estudadas. Porém, o padrdao diferencial de amplificacdo da porcdo
SRPK2_seq4 poderia ser um indicio da presenga de isoformas do gene de SRPK2 nas
linhagens de leucemia. A Figura 9 mostra a repeticdo da amplificacdo da porgao
SRPK2_seq4, usando uma enzima DNA polimerase de alta fidelidade.

Buscando analisar o tipo de alteracdo que resultou na amplificacdo de produtos
com 450pb e 700pb, foi feita a clonagem dos amplicons obtidos a partir das linhagens
U937, P12 e RS4 no vetor pGEM-T (Promega). Os clones positivos, dois a trés por
linhagem, foram sequenciados e alinhados usando o programa Mult Alin (Corpet, 1988).
As Figuras 10 e 11 mostram o resultado do alinhamento apenas para os amplicon de
450pb e 700pb obtidos a partir do cDNA da linhagem RS4, ja que o mesmo resultado foi
encontrado para os amplicons oriundos das linhagens U937 e P12.
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SRPK2_seql SRPK2_seq2
1234567 8910 1234567 8910

A)

600pb —> 1:K562
2:KG1
3: HL6O0
4: U937
5: Molt4
6: 697
7:RS4
Q)
8: P12
9: TALL

600pb 10: Jurkat

Figura 8: Resultado da amplificagdo do cDNA de SRPK2 em linhagens leucémicas. Os diferentes
guadrantes mostram o resultado das amplificacdes do cDNA das linhagens usando 4 pares de
primers distintos (esquematizados na se¢do 3.3 dos Materiais e Métodos). Todo o transcrito de
SRPK2 foi amplificado em quatro fragmentos de tamanho aproximado de 600-650bp. Bandas
extras sdo observadas no quadrante D (altura indicada pelas pontas de seta pretas), indicando a
presenga de possiveis isoformas do gene. Cada um dos pogos, numerados de 1 a 10, corresponde
a uma das linhagens. As linhagens Nalm6 e REH ndo se encontram nesse gel por terem sido
amplificadas previamente (resultado ndo mostrado).

SRPK2_seq4 1:K562  7:Jurkat

2:KG1  8:P12
3: HL60 9:REH
4:U937 10:RS4
5:Molt4 11:697

6: TALL 12:Naml6

Figura 9: Resultado da nova amplificagdo da por¢ao SRPK2_seq4 a partir do cDNA de
linhagens leucémicas. Foi realizada uma nova reagao de amplificacdo da por¢do SRPK2_seq4 a fim
de confirmar os resultados obtidos (Figura 8) e permitir a extracdo das bandas do gel de agarose
para posterior purificacdo e clonagem do DNA. Para aumentar a fidelidade entre a sequencia
amplificada e o cDNA de origem foi usada uma enzina DNA polimerase com baixa taxa de erro na
replicagdo do DNA.
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Figura 10: Alinhamento da sequéncia candnica de SRPK2 com o amplicon de 450pb obtido durante a amplificacdo do cDNA da linhagem
leucémica RS4. A figura mostra o resultado do sequenciamento do amplicon de 450pb obtido a partir da amplificacdo da porgao SRPK2_seq4 do
cDNA de SRPK2. O alinhamento corresponde a por¢do final da sequencia de SRPK2, sendo possivel observar a similaridade entre as sequencias
consenso do gene e do amplicon de 450pb nas regides entre as bases 1522 a 1720 e 1884 a 2067 (ambas as regiGes marcadas em vermelho).
Entre as bases 1721 e 1883 pode ser percebida a perda de similaridade, causada pela dele¢do de 163pb (em preto) da sequencia candnica. Vale
ressaltar que o mesmo resultado foi obtido para as linhagens U937 e P12..
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Figura 11: Alinhamento da sequéncia candnica de SRPK2 com o amplicon de 700pb obtido durante a amplificacdo do cDNA da linhagem

leucémica RS4. A figura mostra o resultado do sequenciamento do amplicon de 700pb obtido a partir da amplificacdo da porgdo SRPK2_seq4 do

cDNA de SRPK2. O alinhamento corresponde a porgdo final da sequencia de SRPK2, sendo possivel observar a similaridade entre as sequencias

consenso do gene e do amplicon de 700pb nas regides entre as bases 1522 a 1882 e 1976 a 2160 (ambas as regides marcadas em vermelho).

Entre as bases 1883 e 1975 pode ser percebida a perda da similaridade, causada pela inclusdo de 93 bases diferentes (em preto) da sequencia
candnica. Vale ressaltar que o mesmo resultado foi obtido para as linhagens U937 e P12 .
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Pode ser observado no alinhamento das sequencias, respectivamente, a perda de
163 bases no amplicon de 450pb e a adicdo de 93 bases no amplicon de 700pb. Como
mostrado na Figura 12, essas alteracdes comprometem a distribuicdo dos exons de SRPK2.
Através da andlise da sequencia dos exons presentes no RNAm de SRPK2 pode ser
constatada a perda dos exons 13 e 14, da sequéncia de 450pb, e a introducdo de 93pb
entre os exons 14 e 15 da sequencia de 700pb (Figura 12).

>SRPK2_isoforma_candnica

>SRPK2_seq4_450pb

>SRPK2_seq4_700pb

Figura 12: Representa¢dao esquematica da distribuicdo dos exons nas sequéncias candnica de
SRPK2 e nos amplicons obtidos. A isoforma candnica de SRPK2, cujo RNA mensageiro possui 2067
bases, é composta por 15 exons. A figura mostra a perda de 163 bases no amplicon
SRPK2_seq4_450pb, que correspondem aos exons 13 e 14 e resultam no RNA mensageiro formado
por 1904 bases. J&4 o amplicon SRPK2_seq4_700pb apresenta a inser¢cdao de uma nova sequéncia
(em laranja) entre os exons 14 e 15, resultando no aumento da sequéncia de RNA mensageiro para
2160 bases.

O padrdo de alteracdo observado para o amplicon de 450pb, levando a perda dos
exons 13 e 14, parece caracteristico da ocorréncia de splicing alternativo. Ja que esse
fendbmeno, ao promover o processamento do pré-RNAm, pode levar a exclusdo de partes
consideraveis da sequencias, correspondendo a perda de exons.

Apesar do splicing alternativo também ser responsavel pelo aumento da sequencia
de RNAm, seja por inclusao de novos exons ou retengao de introns, a inclusdao de 93 bases
na sequencia do amplicon de 700pb poderia estar relacionada a outros fendbmenos de
alteragdo do genoma.

Sabe-se que diversos eventos, muitos deles importantes para a evolugao gendmica
e para o aumento da variabilidade genética, sdo caracterizados pela inser¢cdo de novas
sequencias no genoma (Chénais et al., 2012). Os transposons, sequéncia de DNA ou RNA
que podem se mover livremente no genoma e se inserir entre genes, sdao 0s principais
causadores de alteragdes de sequencias do genoma, sendo, também, uma das possiveis
origens dos introns eucaridticos (Chénais et al., 2012; Yenerall & Zhou, 2012). Além desse
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fendbmeno, as variagdes observadas nos amplicons de SRPK2 também poderiam se
relacionar a translocacdes e fusGes cromossdmicas, bastante comuns em leucemias. Esses
dois fendbmenos também s3do capazes de alterar o genoma da célula, produzindo
transcritos hibridos e gerando proteinas aberrantes (Milteman, Johansson & Mertens,
2007; Kennedy & Barabé, 2008).

A fim de buscar a origem da regido inserida na porg¢ao final da quinase SRPK2 foi
utilizada a ferramenta BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool), presente na
plataforma NCBI (do inglés, National Center for Biotechnology Information). A analise por
BLAST indicou uma alta similaridade entre a sequencia inserida e regides do cromossomo
7 humano, onde o gene de SRPK2 esta localizado.

Os resultados obtidos usando o BLAST levaram a busca pela regido do préprio
cromossomo 7 que seria retida e, consequentemente, seria responsavel pelo padrao
inesperado da amplificacdo de SRPK2 a partir do cDNA de linhagens leucémicas.
Interessantemente, os resultados desses alinhamentos indicaram como origem da porgao
de 93pb (Figura 12) o intron existente entre os exons 14 e 15, como mostra a Figura 13.
Desse modo, a alteracdo encontrada para o transcrito de 700pb corresponderia também a
uma modalidade de splicing alternativo, aquela que causa retengdo de introns durante a
edicdo do pré-RNAm.
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Figura 13: Alinhamento da sequéncia genomica de SRPK2 com a sequencia de 93pb inserida na regido SRPK2_seq4. A figura mostra o resultado

do alinhamento entre a sequencia do intron presente entre os exosn 14 e 15 (intron 14) da sequencia gendnica de SRPK2 e a por¢do de 93pb

inserida entre os exons 14 e 15 da sequencia de SRPK2 amplificada a partir do cDNA de linhagens leucémicas. A inser¢do estd presente na porgao
denominada SRPK2_seq4_700pb.
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Essa modalidade de splicing parece estar relacionada ao desenvolvimento de
doencas, por, em muitos casos, resultar na perda de funcionalidade da proteina. A
retencdo de introns de um RNAm pode leva-lo a vias de degradacdo e resultar na
diminuicdo da expressdao de genes importantes, como supressores tumorais e genes
relacionados ao metabolismo celular (Maciejewski & Padgett, 2012). Funcionalmente,
essa degradacao mediada por erro no splicing alternativo de um determinado RNAm
equivale a haplossuficiéncia de um gene ou sua inativacdo, sendo, em muitos casos,
bastante prejudicial a homeostase celular (Maciejewski & Padgett, 2012).

Os RNAms dotados de sequencias intronicas seriam levados a degradacdo, ainda
no nucleo, pela instabilidade de suas sequencias ou pela presenca de stop codons
precoces. Nesse Ultimo caso a degradacao do RNAm defeituoso ocorreria pela via de
Nonsense-mediated Decay — NMD (Kervestin & Jacobson, 2012). Essa via de degradacao
tem fungao de impedir que RNAms defeituosos e que ndo levam a informagao total para a
traducdo de uma proteina sejam traduzidos e possam, porventura, causar danos a célula
ou organismo (Kervestin & Jacobson, 2012).

Andlises in silico mostram que, aparentemente, a retencao parcial do intron 14 no
amplicon de 700pb ndo resulta na inser¢cdao de um stop codon precoce. A andlise de frame
de leitura, feita através da plataforma ORF Finder (NCBI), mostra (Figura 14) o ndo
truncamento da proteina produzida apds a retencdao parcial do intron, indicando,
possivelmente, tratar-se de uma isoforma funcional e que, em principio, nao seria
degradada pela via de NMD.

J4 na sequencia de 450pb, surpreendentemente, foi observada a alteracdo do
frame de leitura do RNAm apds a delecdo dos exons 13 e 14, resultando na inclusdo de um
stop codon precoce e na perda do exon 15. Apesar de ndo se saber se a isoforma
resultante da delecdo dos exons 13, 14 e 15 seria traduzida quando expressa in vivo, ja
gue o RNAmM poderia ser degradado pela via NMD, foi feita a andlise da provavel
sequencia da proteina formada, como mostra a Figura 14.
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Figura 14: Alinhamento entre as sequencias de proteina SRPK2 candnica e as sequencias resultantes das isoformas amplificadas a partir do
cDNA de linhagens leucémicas. Foram alinhadas, na figura, a sequencia candnica de SRPK2, que contém 688aa e as sequencias resultantes da

alteragcdo do RNAm de SRPK2 descritas nesse trabalho. As novas isoformas foram traduzidas e tiveram seu frame de leitura analisado através do
programa ORF Finder. Pode ser percebida a inclusdo dos aminoacidos 628 a 658 na sequencia correspondente ao amplicon de 700pb (resultando
em uma proteina com 719aa) e a dele¢do dos aminoacidos posteriores ao aminoacido 574 na sequencia correspondente ao amplicon de 450pb
(resultando em uma proteina com 581aa).
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Buscando tracar uma possivel relacdo entre as isoformas encontradas e o possivel
prejuizo na atividade da proteina traduzida, seguiu-se com a andlise dos dominios da
proteina que seriam afetados pelas altera¢des descritas. Primeiramente, foi utilizada a
Conserved Domain Database (plataforma do NCBI), recurso que permite a anotagao
funcional dos dominios de uma proteina através da analise da sua similaridade com os
dominios depositados no banco de dados (Marchler-Bauer et al., 2013).

A analise, feita através da Conserved Domain Database (CDD), apontou as porgdes
entre os aminodcidos 80 a 220 e 500 e 550 como as regides de localizacao dos sitios de
ligacdo a ATP e a substratos (Figura 15). Estando localizado, ainda na regido entre os
aminodacidos 500 e 550, o loop de ativagdo de SRPK2, estrutura importante para a
ancoragem e fosforilagdo de substratos (Nolen, Taylor & Gosh, 2004). Os dados obtidos na
plataforma estdo de acordo com os estudos de Wang e colaboradores (1998) que
descreveram, pela primeira vez, a quinase e apontaram seus dominios funcionais.

Analisando-se a localizagdo dos dominios de SRPK2, através da sequencia de
aminodcidos, pode-se inferir que as alteracdes encontradas nesse trabalho ndo afetariam
diretamente a regido. Isso porque a delecdo dos exons 13 a 15 e a retencdo de parte do
intron 14 ocorrem, respectivamente, a partir do residuo 574 e nos residuos 628 a 658.

Entretanto, a andlise da estrutura cristalografica de SRPK2 (depositada por Pike e
colaboradores em 2010), mostra uma proximidade estrutural entre as regides cataliticas
da proteina e a por¢do deletada na isoforma amplificada nesse estudo (Figura 16). Além
disso, a analise comparada entre os dominios de SRPK1, estudados por Plocinik e
colaboradores (2011), e os dominios de SRPK2 mostra a proximidade entre a porgao
deletada na isoforma (marcada em verde na Firura 16) e dominios importantes para sua
atividade quinase, os loops catalitico e de ativacdao (apontados na Figura 16). Sugerindo,
dessa forma, que a delecdo encontrada poderia ser responsavel por modificacdes
conformacionais importantes e que, possivelmente, resultariam na alteracdao da atividade
de SRPK2 dentro da célula.

Apesar de ndo estar tdo préoximo a nenhum dos dominios cataliticos, o mesmo
raciocinio pode ser empregado na andlise dos efeitos da insercdao de aminoacidos (Figura
16). A inclusdo de 31 residuos de aminoacidos poderia alterar a conformacdo da proteina
e a distribuicdo de cargas nas proximidades do dominio catalitico e do sitio de ancoragem
da proteina (apontados na Figura 16), favorecendo interacdes pouco especificas ou
comprometendo a interacdo com ligantes e outras proteinas que sabidamente sao
fosforiladas por SRPK2.
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Figura 15: Predicdao dos dominios funcionais da proteina SRPK2 usando a ferramenta Conserved Domain Database. A analise através do banco
de dados apontou as regiGes entre ao aminoacidos 80 a 220 e 500 a 550 como sendo o sitio catalitico da proteina SRPK2. Nessas duas regides
estariam localizados o sitio ativo, o sitio de ligacdo ao ATP e ao substrato. O dominio localizado entre os aminoacidos 500 a 550 ainda conteriam
o loop de ativagdo da proteina. A analise dos dominios foi feita através do nivel de significancia (caracterizado pelos baixos e-values) do
alinhamento da sequencia em estudo com as sequencias depositadas no banco de dados.
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Figura 16: Analise dos dominios da proteina SRPK2 afetados apds o splicing alternativo diferencial da por¢dao SRPK2_seq4. Foram marcadas na
estrutura cristalografica resolvida por Pike e colaboradores (2010) os dois segmentos do sitio ativo da proteina SRPK2, indicados em rosa
(dominio quinase entre os aminoacidos 80 e 220) e em roxo (dominio quinase entre os aminodcidos 500 e 550). A andlise mostra a proximidade
entre a regido deletada na isoforma de 450pb (marcada em verde em A e B) e o sitio catalitico e a regido de ancoragem da proteina SRPK2
(apontados na figura), que teria como fungdo dar suporte as proteinas fosforiladas pela quinase. A figura ainda mostra a regido onde ocorreria a
retengdo do intron (em laranja nas figuras de A a B) e, consequentemente, a insercdo de 31 novos residuos de aminodcidos na isoforma de
700pb. Fica evidente nessas marcagdes como a delecdo presente na isoforma de 450pb, bem como a insercao presente na isoforma de 700pb,
poderia afetar a atividade da proteina, seja através da alteragao da conformagdo de regides importantes para o desempenho de sua atividade
guinase - como os loops catalitico e de ativagdo - ou da alteragdo na estrutura e distribuicdo das cargas na regido do sitio de ancoragem. Vale
ressaltar que tanto os loops quanto o sitio de ancoragem foram marcados através de uma analise comparada entre os dominios da quinase
SRPK2 e os dominios presentes em SRPK1, estudados mais profundamente por Plocinik e colaboradores (2011).
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Vale lembrar que a analise da estrutura resolvida por Pike e colaboradores deve
ser cuidadosa, ja que a estrutura depositada contém apenas os dominios cataliticos da
proteina SRPK2 e ndo inclui a regido espagadora, altamente desorganizada. Sendo assim,
as inferéncias funcionais sdo mais seguras para o dominio quinase localizado entre os
aminodcidos 500 e 550, ja que a proximidade entre as regides alteradas e o sitio catalitico
localizado entre os aminoacidos 80 a 220 pode ser apenas um artefato de técnica.

Mesmo levando em consideragdo essa ressalva, sdo inUmeras as possiveis
implicagOes bioldgicas resultantes das alteragdes encontradas em SRPK2. As isoformas
encontradas ndao estdao descritas em nenhum banco de dados e, devido a ampla
distribuicdo entre as linhagens estudadas, podem ter uma importante relagdo com a
leucemia. A perda de 107 residuos de aminodcidos no amplicon de 450pb e a insercao de
31 residuos de aminoacidos no amplicon de 700pb pode afetar de forma considerdvel a
conformagao da proteina SRPK2, alterando a interagdo com ligantes e substratos.

Dados publicados por Hong, Jang & Ye (2010) fornecem indicios interessantes
sobre a possivel implicacdo bioldgica da expressao das isoformas alteradas de SRPK2. Os
autores ja haviam mostrado anteriormente (Jang et al., 2009) que SRPK2 influencia na
progressao do ciclo celular e é capaz de induzir apoptose através da super-regulacdo da
ciclina D1. Sendo mecanismo dependente da fosforilagdo da Thr492 de SRPK2 por Akt,
promovendo sua translocacdo nuclear e o aumento da ciclina D1, além da entrada no ciclo
celular e a apoptose neuronal.

O novo trabalho de Hong, Jang & Ye (2010) mostra que a a¢do de SRPK2 na
apoptose é dependente de sua clivagem pela caspase 3 nos residuos Asp 139 e Asp 403. A
clivagem geraria 3 produtos distintos de SRPK2: produto N-terminal (do aminodcido 1 até
o 139), um produto intermedidrio (do aminoacido 139 ao 403) e um produto C-terminal
(do aminoacido 403 até o 688).

Ao ser analisada a sublocalizagdo celular, surpreendentemente, o produto N-
terminal da clivagem da Aspl139 era o Unico capaz de se translocar para o nucleo,
enguanto os demais permaneciam no citoplasma. Essa alteragdo na sublocalizag¢ao seria
um forte indicio de sua atuacdo nas vias que desencadeiam a morte celular, segundo os
autores.

MutacOes feitas nos residuos 139 e 403 diminuiram significativamente a apoptose
de células HEK293 tratadas com o agente citotoxico etoposideo. Entretanto, somente as
células transfectadas com os duplos mutantes e com a constru¢cao mutada do residuo 139
(D139A) ndo apresentavam apoptose ao serem tratadas com o composto citotdxico,
demonstrando que o residuo Asp 139 é essencial para a ocorréncia da apoptose.
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Segundo os autores, a clivagem de SRPks mediada por caspases, durante o estagio
tardio de estresse celular, diminuiria sua atividade quinase, garantindo que o programa
apoptotico fosse completamente executado nas células ja condenadas.

Nesse contexto cabem as seguintes indagacdes: serd que a conformacao resultante
das alteragbes encontradas nas isoformas de SRPK2 impede o acesso aos sitios de
clivagem Asp 139 e Asp 403 pela caspase 3, fazendo com que SRPK2 ndo tenha sua
atividade diminuida e que células comprometidas ndo entrem em apoptose? Seria esse o
mecanismo que leva SRPK2 a contribuir para a proliferacdo de células leucémicas, como
descrito por Jang e colaboradores (2008)?

O trabalho de Hong, Jang & Ye (2010) torna as indagacdes sobre os efeitos
biolégicos da expressdao de novas isoformas de SRPK2 ainda mais interessantes, abrindo
espac¢o para estudos funcionais e estruturais que tentem desvendar o mecanismo pelo
qual a quinase promove a proliferacdo de células cancerigenas ao invés de leva-las a
apoptose.

Ainda no contexto da atividade quinase vale apontar as observagdes feitas por Ngo
e colaboradores (2007) em relagdo a quinase SRPK1, paradloga a SRPK2. Os autores
mostraram, através do estudo da estrutura cristalografica da quinase SRPK1, a adocdo de
uma conformacdo constitutivamente ativa pela proteina. Ou seja, independente da
interacdo com as proteinas testadas pelos autores, o loop de ativacdo da quinase
permaneceria em um estado ativado. E, além disso, a quinase ainda se manteria ativa
mesmo com uma série de mutagdes no seu segmento de ativagdo. Essa constatacdo
surpreendente teria correlacdo com a adocdo de novas interagdes dentro da proteina,
permitindo a manutencdo da competéncia catalitica da quinase mesmo diante de um
qguadro de prejuizo causado por mutacdes.

As constatacoes de Ngo e colaboradores (2007) ddo base para outras indagacées
com relagdo a quinase SRPK2 e suas isoformas, descritas nesse estudo. Seria a quinase
SRPK2 também constitutivamente ativa? As alteragdes do RNAm que resultam nas
isoformas encontradas seriam capazes de causar prejuizo a sua atividade quinase ou
também seriam compensadas pela aquisicio de uma nova conformacdo da proteina? As
isoformas, além de ndo acarretarem prejuizo a atividade da quinase, poderiam de alguma
forma levar a um ganho de funcdo, tornando a quinase mais ativa ou menos exigente
guanto a especificidade dos seus ligantes?

Os resultados apresentados nesse trabalho somados aos resultados publicados por
Ngo e colaboradores (2007) e Hong, Jang & Ye (2010) abrem a possibilidade de uma gama
de indagacdes sobre a importancia e o mecanismo com que a quinase SRPK2 favorece a
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leucomogénese. Torna-se necessdrio, a partir de agora, desenvolver as analises
experimentais que poderao responder a essas perguntas e permitirdo a construgdo de
uma visao mais concreta e fundamentada sobre o papel dessa quinase na leucemia.

4.2. Busca por alteragcbes na expressdo das SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 em
leucemias

Ainda em busca de alteracbes em SRPK2 que pudessem se relacionar com as
observagOes realizadas por Jang e colaboradores (2008), foi feita a analise do nivel de
expressao da quinase nas linhagens leucémicas. Apesar das observagdes dos autores se
referirem apenas a quinase SRPK2, a analise de expressao foi expandida para duas outras
quinases, SRPK1 e CLK1.

A quinase SRPK1 foi escolhida pela alta homologia que possui com SRPK2 e
também por estar superexpressa em leucemias linfoides e mieloides (Salesse et al., 2004;
Hishizawa et al., 2005; Giannakouros et al., 2011). J& CLK1 foi incluida no estudo por ser
responsavel pela fosforilagdo do fator de splicing proto-oncogénico SF2/ASF, promovendo
sua saida dos speckles nucleares (Ngo et al., 2005).

No experimento de quantificacdo, feito por qRT-PCR (do inglés, quantitative real-
time PCR), foi utilizada a quantificacdo relativa (RQ), método que permite comparar a
diferenca de expressdo do RNAm dos genes de interesse usando como normalizador um
gene constitutivamente expresso. Foram escolhidos dois controles enddgenos diferentes,
o gene beta-2-microglobulina (B2M) e o gene beta-glucuronidase (GUS). A escolha dos
controles se deu a partir dos estudos de Beillard e colaboradores (2003), onde esses genes
foram mostrados como sendo os mais estaveis em diferentes amostras de origem
leucémica, sendo, portanto, controles enddgenos ideias para o tipo de andlise realizada
nesse trabalho.

Apds a determinacdao da eficiéncia dos primers e da quantidade de cDNA
necessaria para a amplificacdo (experimentos descritos nos Materiais e Métodos) seguiu-
se com a amplificacdo dos genes de interesse. A Figura 17 mostra o resultado da
guantificacdo relativa da expressdao dos transcritos de SRPK1, SRPK2 e CLK1 para as
diferentes leucemias englobadas nesse estudo.
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Figura 17: Expressao relativa das quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 em diferentes linhagens
derivadas de leucemia. Foram utilizadas na analise 12 linhagens leucémicas diferentes, divididas
entre linhagens derivadas de leucemia mieloide (LMA), leucemia linfoide de célula T (LLA-T) e
leucemia linfoide de célula B (LLA-B). O grafico mostra o resultado da expressdo dos transcritos de
SRPK1, SRPK2 e CLK1 nas diferentes leucemias. O célculo da quanificagdo relativa (RQ) foi feito
através da formula: RQ = 272¢t x 100. A normalizagdo da quantificagdo relativa foi feita usando-se
os controles enddégenos GUS e B2M.

Pode-se perceber, através do grafico, a expressao diferencial das quinases entre os
diferentes tipos de leucemia.

Os transcritos de SRPK2 aparecem mais expressos nas linhagens de origem linfoide
de célula T (LLA-T), sendo a expressdao maior nas linhagens Molt-4 e Jurkat. J& a sua
expressao nas linhagens mieloides (LMA) é duas a nove vezes menor do que o observado
nas células de LLA-T.

Dados sobre a expressdao de SRPK2 em linhagens leucémicas ja haviam sido
descritos por Jang e colaboradores (2008). Analisando o nivel de expressao da proteina
SRPK2, através de imunoblotting, os autores observaram uma alta expressdo da quinase
nas células mieloides U937 e HL60 e nas linfoides de célula B BJAD e DG75. Os dados
obtidos na quantificacdo de SRPK2 por qRT-PCR vdo de encontro as observacdes feita
pelos autores porque mostram que, entre as linhagens mieloides, a expressdao de SRPK2 é,
aproximadamente, quatro vezes menor nas linhagens U937 e HL60 em comparagdo com
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K562. Linhagem que ainda foi classificada por Jang e colaboradores (2008) como dotada
de uma expressdao moderada de SRPK2 e, ainda, comparavel ao observado para KG1.

Apesar dos dados discordantes entre as observacdes de Jang e colaboradores
(2008) para as LMAs e as quantificagGes realizadas nesse trabalho, pode ser observada
uma maior expressao de SRPK2 nas linhagens derivadas de LLA-B. Assim como mostrado
pelos autores nas marcagdes por imunoblotting, a expressdao do transcrito de SRPK2 foi
muito maior nas linhagens de origem linfoide derivadas de célula B quando comparadas
com linhagens mieloides. E importante ressaltar que no estudo feito por Jang e
colaboradores (2008) s6 foram analisadas células linfoides derivadas de célula B, de modo
que o alto nivel de expressdao de SRPK2 nas linhagens de LLA-T permanece como dado
inédito.

Com relagdo a quinase SRPK1 pode-se observar uma alta expressdao de seus
transcritos na maioria das linhagens, sendo os maiores valores de expressdo observaveis
nas linhagens LLA-T. A alta expressdao de SRPK1 em células de LLA-T ja havia sido descrita
por Hishizawa e colaboradores (2005) em pacientes adultos portadores da doenca. Salesse
e colaboradores (2004) também mostraram uma alta expressdo da quinase em pacientes
portadores de leucemia mieloide crénica (LMC). Apesar de ndo terem sido analisadas
linhagens derivadas de LMC, SRPK1 também parece ter uma alta expressao em outro tipo
de leucemia mieloide, a LMA.

Com relagdo a CLK1, o grafico mostra uma alta expressao da quinase nas linhagens
de leucemia linfoide. O RNAm de CLK1 aparece mais expresso do que o transcrito de
SRPK2 em muitas das linhagens analisadas, principalmente as LLA-B. O dado se torna mais
interessante pelo fato de ndo existir nenhum estudo que aponte um relacdo entre CLK1 e
neoplasias. Sendo a Unica relagdo indireta da quinase com a oncogénese o fato dela
fosforilar o fator de splicing proto-oncogénico SF2/ASF. Desse modo, a alta expressdo de
CLK1 nas linhagens de leucemia (superando até os niveis de expressao da quinase SRPK2)
poderia ser um indicio de uma possivel relacdo com a leucomogénese.

Interessantemente, ao ser observado o grafico com os valores de quantificagao
relativa, pode ser notado também que a expressdao de SRPK1 supera os valores obtidos
para SRPK2 na maioria das linhagens (exceto nas linhagens U937, Molt-4 e Jurkat).
Fazendo um paralelo entre as alteracGes descritas para SRPK2 nesse estudo (secdo 4.1) e a
similaridade de sequencia entre as quinases, seria interessante levantar a seguinte
questdo: serd que a maior expressdao de SRPK1 nas leucemias seria um mecanismo
compensatorio para as alteragGes encontradas em SRPK2? Serd que, nas leucemias, SRPK1
poderia desempenhar as funcdes de SRPK2 como forma de minimizar possiveis danos em
sua atividade, decorrentes da expressdo de isoformas ndo candnicas? E, além disso, seria
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a maior expressdao dessas duas quinases, bem como de CLK1, um indicativo de uma
alteragao global de mecanismo de splicing na leucemia?

Com relacdo a SRPK1 e SRPK2, sabe-se que a homologia entre as duas quinases é
bastante alta, sendo de 90% a similaridade entre seus dominios de quinase (Wang et al.,
1998). Além disso, a atividade redundante das duas quinases ja foi demonstrada por
estudos de Koizumi e colaboradores (1999). Foi observado que, em determinados
momentos do ciclo celular, em que SRPK1 ndo estava ativa ou expressa, a quinase SRPK2
era capaz de interagir e fosforilar o fator de splicing SF2/ASF (normalmente ativado por
SRPK1). Desse modo, pode-se pensar que, nas células em que o splicing diferencial de
SRPK2 cause alteragGes na estrutura e atividade da proteina, SRPK1, possivelmente,
exerceria sua fungdo de forma compensatdria. E, sendo assim, a quinase SRPK1
apresentaria-se mais ativa ou mais expressa nessas células a fim de exercer uma dupla
funcdo.

Sao diversas as indagacdes possiveis de serem formuladas a partir dos dados
encontrados nesse trabalho. As isoformas de SRPK2 amplificadas a partir do cDNA de
linhagens leucémicas e a expressao diferencial das quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 nas
mesmas linhagens reforcam, ainda mais, a relagdo entre alteragdes no mecanismo de
splicing e a oncogénese. E podem, ainda, ser um indicativo de uma modificacdo global de
diferentes genes relacionados ao splicing alternativo em células leucémicas. Apesar da
guantidade de conjecturas possiveis a partir dos dados apresentados nesse trabalho, sdo
inUmeros os experimentos necessarios para analisar e validar a relacdo dessas quinases
com a leucomogénese. Apesar disso, os dados encontrados ddo indicios promissores e
animadores sobre o estudo dessas quinases no contexto da leucemia.

4.3. Busca por altera¢des no splicing global de células ectopicamente expressando o
fator de splicing SF2/ASF

Paralelamente a busca por altera¢des genéticas e de expressdao da quinase SRPK2
em linhagens leucémicas, foram realizados estudos envolvendo o fator de splicing
SF2/ASF.

Apesar da caracterizacdo desse fator como proto-oncogénico por Karni e
colaboradores (2007) e sua alta expressao em diferentes tipos de tumores sélidos (Karni
et al., 2007; Ezponda et al., 2010; Anczukéw et al., 2012), sdo escassas as informacoes
sobre as isoformas que seriam desreguladas mediante a alteracdo da expressdo de
SF2/ASF. Diante desse quadro, buscamos nesse trabalho investigar os efeitos da alteracdo
de expressdo de SF2/ASF no splicing global de células HEK293T, modelo celular bastante
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usado e consolidado em estudos que envolvem expressdao de proteinas recombinantes
(Thomas & Smart, 2005).

Como ferramenta de analise do splicing global dessas células foi utilizado o Exon
Array (Affymetrix GeneChip Exon 1.0 ST), ferramenta capaz de fornecer informac¢6es mais
detalhadas sobre o transcriptoma por focar nao sé no nivel de expressdao de um transcrito,
mas também no seu padrdo de splicing alternativo. Essa tecnologia une a vantagem do
uso do microarranjo, ferramenta poderosa no estudo de mecanismos bioldgicos por
possibilitar uma andlise high throughput dos transcritos presentes em uma célula, érgao
ou tecido (Simon, 2009), com a possibilidade de se analisar as isoformas génicas
diferencialmente expressas presentes nas amostras estudadas. Sendo assim, alteragées na
expressao génica em resposta a doencas, tratamentos e medicamentos quimioterdpicos,
que afetam a dinamica do genoma, podem ser detectadas por estudos de microarranjo
(Wiltgen & Tilz et al., 2007), mas podem ser mais profundamente analisadas com o uso do
Exon Array.

Por essa abordagem mais detalhada no estudo do transcriptoma, diferentes
estudos tem se utilizado dessa ferramenta. Muitas publicacdes podem ser encontradas
relacionando eventos de splicing alternativo, detectados pelo uso de Exon Array, com o0s
mais diferentes tipos de neoplasias, dentre elas a leucemia e o cancer de prdstata (Dolnik
et al., 2009; Jhavar et al., 2009; Wasim et al., 2010).

Levando-se em consideracdao o enfoque desse trabalho em um fator de splicing e
suas principais quinases ativadoras, a analise por Exon Array mostrou-se uma ferramenta
metodoldgica bastante adequada para a avaliagdo dos efeitos da superexpressdo de
SF2/ASF no splicing global de células HEK293T.

Como primeira etapa desse experimento foi realizada a superexpressdo de SF2/ASF
em células HEK293T, como mostrado na Figura 18, que traz a confirmacdo, por Western
Blotting, da superexpressdao desse fator de splicing. Feita a confirma¢ao, o RNA total das
células HEK293T foi extraido e analisado segundo os parametros de qualidade exigidos
pela Affymetrix (Figura 19), fabricante dos Exon Arrays, possibilitando a sintese do cDNA e
a hibridizagao dos chips.
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Figura 18: Expressio de SF2/ASF-FLAG em células humanas HEK293T, transfectadas em
triplicata. As células foram transfectadas com o reagente PEl e coletadas apds 48h. Os lisados
celulares foram submetidos a imunoprecipitacdo com o anticorpo anti-FLAG e corridos em gel de
SDS-PAGE 10%. Nota-se clara expressdo de SF2/ASF-FLAG na altura de 30 kDa (pogos 1, 2 e 3;
circulo vermelho). Os pogos 4, 5 e 6 estdo correspondem a imunoprecipitagdo das amostras de
células transfectadas com o vetor pcDNA3-FLAG-vazio. As bandas de 50 kDa e 25 kDa
correspondem, respectivamente, as cadeias pesada (IgH — heavy) e leve (lgL — light) do anticorpo
anti-FLAG, usado na imunoprecipitacdao das proteinas contendo o referido epitopo. Os asteriscos
marcam bandas que, apesar da altura aproximada de 30 kDa correspondem, possivelmente, ao
reconhecimento inespecifico feito pelo anticorpo anti-FLAG.
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Figura 19: Verificagdo da qualidade de RNA total, por eletroforese, através do Agilent 2100
Bioanalyser RNA 6000 Nano chip. O RNA total, extraido usando o kit RNeasy (Qiagen), foi
submetido a uma eletroforese dentro do chip da empresa Agilent. Sdo mostrados os padrées de
corrida dos RNAs extraidos de células HEK293T transfectadas com o plasmideo SF2/ASF-FLAG
(primeiros 3 pocos depois do padrdo de corrida) e FLAG-vazio (demais pogos). Pode ser percebida
a nitidez das subunidades 28S e 18S (apontados pela seta) do RNA ribossomal e a auséncia de
rastros de degradagdo do RNA, demonstrando tratar-se de um RNA integro e de qualidade.
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Apds a hibridizacdo e escaneamento dos chips foi realizada a clusterizagao
hierdrquica dos dados obtidos (Figura 20). Esse método de andlise preliminar é bastante
popular e permite verificar a similaridade do padrdao de expressao presente em cada chip
presente no experimento. Ou seja, espera-se que, ao se realizar a clusterizacdo, os chips
representantes de uma mesma triplicata sejam mais semelhantes entre si do que as

demais triplicatas do experimento.

Figura 20: Resultado do cluster hierarquico dos genes afetados pela superexpressido de SF2/ASF
nas triplicatas experimental e controle. A figura mostra o dendrograma resultante da
clusterizagdo, feita com o software dCHIP, do resultado de expressdao génica dos chips
correspondentes a superexpressdo de SF2/ASF e dos chips controle, contendo apenas o vetor
vazio (FLAG-vazio). Pode ser percebida a maior similaridade no padrdo de expressdo entre os
componentes da mesma triplicata biolégica, demonstrada pelo padrdo de distribuicdo das cores
vermelha (valor de expressdo positivo) e verde (valor de expressdo negativo). Em destaque (circulo
vermelho) esta indicado o resultado na clusterizagdo que, através da disposicao dos “bragos” do
dendrograma, mostra o agrupamento diferencial dos chips “SF2/ASF” e dos chips “FLAG”,
comprovando a similaridade entre os microarranjos pertencentes a mesma triplicata bioldgica.
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Como mostra a Figura 20, a clusterizacao dos dados de superexpressao indicou que
o padrdo de expressdo dos chips experimentais (com superexpressdo de SF2/ASF) é mais
semelhante entre si do que ao grupo controle (células transfectadas com FLAG-vazio),
permitindo, dessa forma, o prosseguimento das analises dos dados (maiores detalhes
sobre os passos iniciais do experimento de Exon Array podem ser encontrados na se¢ao
Materiais e Métodos).

A andlise dos dados de expressdao obtidos no experimento de Exon Array foi
realizada no ambiente R, usando o software Bioconductor RankProduct (Gentleman et al.,
2004 e 2005). O software apresenta como vantagem uma gama de testes estatisticos e
formas de apresentac¢ao de dados, permitindo uma maior autonomia do usudrio durante a
analise dos dados (Okoniewski & Miller, 2008).

Na primeira etapa de andlise utilizando o Bioconductor, do total de 1,4 milhdo de
probe sets presentes no array, foram obtidas 8.653 probe sets alterados pela
superexpressdo de SF2/ASF que continham um p-value menor do que 0,01. O p-value <
0,1 foi escolhido como parametro de corte inicial para minimizar a quantidade de falsos
positivos que seriam considerados verdadeiros ao se utilizar um parametro de corte
menos restringente, como um p-value < 0,05, no enorme conjunto de dados fornecidos
por experimentos de arrays.

A partir da lista de 8.653 probe sets alterados foi feito um segundo corte, utilizando
o método estatistico de Benjamini-Hochberg (BH). Esse teste estatistico é utilizado para
controlar a proporc¢ao de falsos positivos dentro de analises multiplas, ou seja, dentro de
analises estatisticas que avaliam diversos parametros ao mesmo tempo, como é o caso
das analises envolvendo resultados de arrays.

Os valores de BH variam de 0 a 1 e, em termos praticos, podem ser considerados
como a porcentagem de falsos positivos que sao toleraveis na anadlise realizada. A lista de
8.653 probe sets foi reduzida ao valor de 2.817 probe sets alterados, ao serem retiradas as
amostras que possuiam um valor de BH superior a 0,2. A Figura 21 traz um esquema
ilustrativo sobre as analises estatisticas empregadas e o resultado de probe sets
encontrados alterados a cada restricao.
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Andlise usando Bioconductor RankProduct
/
\ 1,4 X 10° probe sets //
/
p-value < 0,01

8.653 probe sets /
alterados /7

2.817
\\ probe sets //
\alterad7

Figura 21: Esquema ilustrativo da analise realizada através do software Bioconductor

BH<0,2

RankProduct. A figura mostra o resultado de cada restricao estatistica empregada no valor total
de probe sets alterados. Ao se utilizar o software Bioconductor, o 1,4 milhdo de probe sets
representados no chip foi reduzido a 8.653 probe sets significantes, representadas pelo p-value
menor que 1%. Em um segundo corte estatistico, utilizando-se o teste de Benjamini-Hochberg
(BH), o valor foi reduzido a 2.817 probe sets significantes que, neste caso, possuiam um valor de
falso positivo menor do que 20%.

Antes de dar prosseguimento a uma analise mais aprofundada dos genes afetados
pela superexpressdo de SF2/ASF foi feita uma correlacdo entre os genes conhecidamente
afetados pelo fator de splicing e os dados obtidos nas listas contendo 8.653 probe sets
alterados (lista maior) e 2.817 probe sets alterados (lista menor).

Para tanto foram buscados no NCBI genes cujo splicing alternativo sabidamente
fosse afetado por SF2/ASF, resultando em 14 genes cujas analises experimentais
realizadas pelos autores apontaram para um envolvimento direto de SF2/ASF na
expressdo de diferentes isoformas. Usando um software online para construcdo do
diagrama de Venn (http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn4.cgi) foi feita a
comparacado entre os genes presentes nas duas listas geradas nesse estudo e os genes ja
descritos por terem o splicing afetado por SF2/ASF. A Figura 22 mostra o resultado dessa
analise.
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A) Genes sob controle de SF2/ASF descritos na literatura

BCL2L1(Leu et al, 2012)** LOXL4 (Sebban et al, 2013)**
CASK (Dembowski et al, 2012) MCL-1 (Gautrey et al, 2012)
GNAS (Pollard et al, 2002) MNK2 (Adesso et al, 2012)
ICAD (Leu et al, 2012) RAPTOR (Sun et al, 2009)
INSR (Talukdar et al, 2011) S6K (Karni et al, 2007)**

KLF6 (Mufioz et al, 2012)** VEGF (Peiris-Pages et al, 2012)

LMNA (Lopez-Mejia et al, 2011)

** Qutros componentes da mesma familia desses transcritos também estdo representados nas listas maior e
menor resultantes da andlise do Exon Array.

B) Lista Maior X Genes Descritos C) Lista Menor X Genes Descritos
Lista Maior (5531) Genes Descritos (14) Lista Menor (2259) Genes Descritos (14)
Comuns =6 Comuns =3
CASK (Dembowski et al, 2012) CASK (Dembowski et al, 2012)
GNAS (Pollard et al, 2002) KLF6 (Mufoz et al, 2012)
KLF6 (Mufioz et al, 2012) LMNA (Lopez-Mejia et al, 2011)

LMNA (Lopez-Mejia et al, 2011)
VEGFB (Peiris-Pages et al, 2012)
VEGFC (Peiris-Pages et al, 2012)

Figura 22: Esquema ilustrativo da comparacao entre genes encontrados alterados nas analises
de Exon Array e genes ja conhecidos por terem splicing modulado pelo fator SF2/ASF. A figura
representa, através do Diagrama de Venn, a interseccdo entre os dados esperados a partir da
alteracdo de SF2/ASF e os dados obtidos nos Exon Arrays. No diagrama B esta o resultado da
comparagado entre as publicagdes do NCBI relatando alteragdes de isoformas génicas moduladas
por SF2/ASF (em A) e o resultado da lista maior de genes alterados na andlise de Exon Array. Ja no
diagrama C esta a comparagao entre esses mesmos genes e a lista menor obtida nas analises de
Exon Array. Vale ressaltar que a diminuicdo na contagem de genes em cada lista (observavel na
indicacdo acima de cada diagrama) tem relagdo com o agrupamento de dados que se referem ao
mesmo gene e estariam repetidos ao longo do array, contribuindo, dessa forma, para uma
superestimacgdo na contagem de genes.

Na lista maior obtida nesse trabalho foram encontrados alterados 6 dos 14 genes
cujo splicing parece ser dependente da acdo de SF2/ASF, como mostrado na Figura 22. Ja
na lista menor, com analise estatistica mais restringente, foram encontrados alterados 3
dos 14 genes.

Apesar de nao estarem demonstrados na interseccdao do diagrama, genes da
mesma familia de 4 outros genes cujo splicing é dependente de SF2/ASF também foram
encontrados nas listas resultantes do experimento de Exon Array (esses genes estdo
marcados com asterisco na Figura 22). Esses genes ndo foram contabilizados na
construcdo do diagrama por representarem isoformas génicas ou genes da mesma familia
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daqueles que foram descritos, ndao sendo, portanto, exatamente a sequencia descrita
como afetada por SF2/ASF. Esse dado mostra-se interessante por, possivelmente,
expandir a atuacdo de SF2/ASF no splicing de outros genes componentes de mesma
familia dos genes listados na Figura 22 e que ndo foram analisados pelas publicagcdes
encontradas no NCBI.

Ainda com relacdo a pequena correspondéncia entre os 14 genes ja estudados por
terem o splicing alterado por SF2/ASF e os genes resultantes da analise dos Exon Arrays,
vale ressaltar que os dados presentes nas duas listas descritas nesse trabalho
correspondem apenas a analise gene level dos arrays.

Na andlise gene level sao avaliadas as alteragGes globais de um transcrito, ou seja,
o valor de expressdo de cada probe set é considerado em conjunto. Dessa forma, genes
cujas alteracdes de splicing envolvem apenas um ou poucos exons dificilmente estariam
representados na lista, pela baixa significancia que possuiriam na analise gene level (para
mais detalhes sobre gene e exon level analysis dos Exon Arrays deve-se consultar a se¢ao
3.13 dos Materiais e Métodos). Sendo assim, os demais genes que nao foram indicados na
interseccdo do diagrama de Venn podem ter sido alterados no experimento de Exon
Array, mas, por uma questdo da sumarizacdo dos dados somada a estatistica empregada,
foram cortados na anadlise gene level.

Dando prosseguimento a gene level analysis foi realizada a analise das vias e
processo celulares comprometidos pela superexpressdao de SF2/ASF. Para tanto foi
utilizado o software Metacore™, que permite a anotacdo de dados de microarranjo em
vias celulares e vias de processos metabdlicos. O diferencial desse software é a curadoria
manual de suas informacGes, realizada por um time de especialistas que buscam e
adicionam informacgdes tdo logo ocorra a publicacdao de novos dados sobre vias, processos
e interacOes moleculares (Bugrim, Nikolskaya & Nikolsky, 2004).

Apesar do Metacore™ permitir tanto a analise dos dados brutos do array quanto a
visualizacdo de dados ja refinados (Nikolsky et al., 2005), optou-se pela utilizacdo do
software apenas para analisar os dados ja refinados com o uso do software Bioconductor,
minimizando, assim, a quantidade de falsos positivos provenientes da grande quantidade
de informacao fornecida pelo Exon Array. As anotagdes dos processos bioldgicos e vias
foram realizadas com as duas listas (menor e maior) geradas a partir da analise com o
software Bioconductor.

As duas listas foram mantidas pela mesma questdo de sumarizacdo de dados
discutida acima. Na gene level analysis todos os valores de probe sets sdo agrupados em
um unico valor, fazendo com que transcritos cuja alteracdo de splicing modulada por
SF2/ASF envolva um ou poucos exons apresentem p-values pouco significativos. Esses
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transcritos, ao serem submetidos a uma andlise estatistica muito restringente, seriam
perdidos, resultando na possivel exclusdo de candidatos interessantes que teriam o
splicing modulado por SF2/ASF.

As duas listas, ao serem analisadas no Metacore™, também apresentaram reducao
do numero de componentes alterados, como mostra a Figura 23. A reducdo se deu pelo
agrupamento de informacbes de probe sets que correspondem a um mesmo gene e
também pelo parametro de restricdo estatistica empregado pelo software, a proporcao de
falsos positivos (PFP) menor do que 5%.

Anilise usando Metacore™

/

\\
\\\ /
\ 8.653 plobe sets 2.817 pl'obe sets

\ alterados alterados //

/

/
\ PFP < 0,05

\

\ /
\ 5.834genes 2.420genes /4
\ alterados alterados /

Figura 23: Esquema ilustrativo da andlise realizada através do software Metacore™. As listas
maior (em verde) e menor (em azul), aos serem analisadas pelo software, apresentaram redugao
dos valores de probe sets alterados devido, principalmente, ao agrupamento dos dados que se
referiam ao mesmo transcrito génico. A partir desse agrupamento os dados mostrados pelo
software passaram a corresponder a alteracdo de genes e ndo mais probe sets. Ainda na figura
estd indicado o parametro de restricdo estatistica utilizado pelo software: propor¢dao de falso
positivo (PFP) em 5%.

Como resultado da analise conjunta das duas listas pelo Metacore™ foram
encontradas alteracdes estatisticamente significativas nas vias apresentadas nas Figuras
24 e 25 que correspondem, respectivamente, aos efeitos da superexpressdo de SF2/ASF
nas listas maior e menor.

Pode ser percebido nas duas figuras que as vias estdo classificadas de acordo com
os valores de - logP~v*"€ |sso ocorre porque o software considera como vias mais
significativamente alteradas, no caso, com o maior valor de - logP~v*%€ . aquelas vias
gue possuem a maior parte dos seus componentes encontrados na lista de entrada de
dados. Ou seja, quanto mais genes de uma mesma via estiverem alterados nos dados de
Exon Array, maior é a confiabilidade de alteracdo dessa via nas andlises feitas pelo
Metacore™.
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E interessante observar que, nas duas listas, s30 encontrados alterados diversos
pontos das vias de resposta imune e também de remodelamento do citoesqueleto e
adesdo celular. Para a lista maior, das 10 vias mais significativamente alteradas 5 estao
relacionadas com a reposta imune e 4 estdo relacionadas ao citoesqueleto e adesao
celular (Figura 24). Ja na lista, menor outras vias aparecem como as mais
significativamente alteradas, porém, ainda permanecem alteracdes significativas nas vias
de resposta imune, remodelamento do citoesqueleto e adesdo celular. Neste caso, sdo
encontradas na listagem do Metacore™ duas vias celulares alteradas para cada um desses
trés processos (Figura 25).

Vale ressaltar que as alteragdes de significancia encontradas na analise da lista
menor, possivelmente, tem relagdo com a redug¢dao do nimero total de dados. Ou seja, ao
ser diminuido o numero total de genes alterados na lista menor, genes de outras vias
passaram a ter uma significancia maior na analise. Fato possivelmente relacionado a
exclusdo de muitos dos genes envolvidos na resposta imune durante o corte estatistico
qgue reduziu a lista de 8.653 para 2.817 probe sets alterados.

! 2 3 4 5 6 -log(pValue)

1 1. Immune response_Lectin induced

complement pathway

P 2. Immune response_NF-AT signaling and
leukocyte interactions

3 3. Cytoskeleton remodeling_Cytoskeleton
| | remodeling
4 4. Cytoskeleton remodeling_TGF, WNT and

cytoskeletal remodeling

. G-protein signaling_H-RAS

(9]
[$)]

regulation pathway

(2]
(2]

. Cell adhesion_Plasmin signaling

-
=~

Immune response_Alternative
complement pathway

[e:]
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. Cell cycle_The metaphase checkpoint

9 9. Immune response_|L-12 signaling
| L pathway
10 10. Immune response_Classical complement
pathway

‘Maps

Figura 24: Representacdo esquemadtica das vias significativamente alteradas pela
superexpressdo de SF2/ASF em células HEK293T — dados da lista maior. A figura mostra o
resultado na andlise da lista maior de dados através do software Metacore™. Foram eleitas pelo
software as 10 vias mais significativamente alteradas no estudo realizado nesse trabalho, sendo a
classificagdo dependente do valor de - logP~V**€_As vias que ocupam as primeiras posicdes na
classificagdo representam os processos com mais genes alterados mediante a superexpressao de
SF2/ASF.
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1. 2. 3. ‘.‘ ? -log(pValue)
1 1. Androstenedione and testosterone
| L biosynthesis and metabolism p.2
2. Androstenedione and testosterone
2 biosynthesis and metabolism p.2/
| L Rodent version
3 3. Cytoskeleton remodeling_TGF, WNT and
| L cytoskeletal remodeling
4 4. Development_Beta-adrenergic
| L receptors signaling via cAMP
5 ] | 5. Cell adhesion_ECM remodeling
6 6. Immune response_Lectin induced
| L complement pathway
7 7. Cell adhesion_Chemokines and
| L adhesion
8 | | 8. Estradiol metabolism / Rodent version
9 9. Cytoskeleton remodeling_Cytoskeleton
| | remodeling
10 10. Immune response_Alternative
| L complement pathway
Maps

Figura 25: Representacdao esquemadtica das vias mais significativamente alteradas pela
superexpressio de SF2/ASF em células HEK293T — dados da lista menor. A figura mostra o
resultado na andlise da lista menor de dados através do software Metacore™. Foram eleitas pelo
software as 10 vias mais significativamente alteradas no estudo realizado nesse trabalho, sendo a

classificagdo dependente do valor de — logP V¢, As vias que ocupam as primeiras posicdes na
classificacdo representam os processos com mais genes alterados mediante a superexpressao de
SF2/ASF.

Apesar da analise usando o software Metacore™ ainda ser preliminar e necessitar
de maior aprofundamento, é interessante observar como os dados preliminares ja
apontam para alteracdes de vias que se relacionam com o desenvolvimento e progressao
de neoplasias.

A estreita relagao entre sistema imunolégico e cancer vem sendo estudada ha anos
e possibilitou o desenvolvimento de terapias imunoldgicas feitas com anticorpos
monoclonais (como o rituximab), mais especificas e menos agressivas aos pacientes
(Markiewski et al., 2008). Entretanto, sabe-se também que o sistema imune tem um papel
importante no desenvolvimento e na manutengao do cancer.

Existem inumeros indicios que ligam a ocorréncia de longos processos
inflamatdrios a facilitacdo da transformacdo maligna de células e a progressdo do cancer
(Dunn et al., 2002; Swann et al., 2007). Nesse contexto, o sistema complemento, essencial
para a ocorréncia da resposta inflamatdria e também encontrado afetado nos Exon Arrays
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(Figura 24, vias 1, 7 e 10; Figura 25, vias 6 e 10), desponta como um dos elementos chaves
da associacdo entre desbalanco do sistema imune e o desenvolvimento de neoplasias.

O complemento é um sistema complexo formado por mais de 30 proteinas de
membrana e proteinas soluveis (Kolev et al., 2011). Tradicionalmente sua fun¢do era a de
“primeira linha de combate” do organismo, sendo responsavel apenas por eliminar
microrganismos invasivos. Porém, hoje se sabe que sua fung¢do é mais ampla,
compreendendo a complementa¢dao de diversos processos bioldgicos e inflamatérios
(Ricklin et al., 2010).

Com relacdo ao cancer, sempre se acreditou que o complemento desempenhava a
funcdo de protecdo do organismo contra células malignas, ja que muitos efetores desse
sistema foram encontrados na superficie de diversas células tumorais (Ricklin et al., 2010).
Porém, a partir da publicacdo feita por Markiewski e colaboradores (2008) uma nova
perspectiva de atuagdo do sistema complemento na carcinogénese foi vislumbrada.

As observagbes feitas por Markiewski e colaboradores (2008) sugerem que o
sistema complemento contribui para a manutengdao tumoral, participando dos
mecanismos que levam ao seu crescimento. A molécula chave desse processo seria a
particula C5a do sistema complemento que, ao ser produzida no microambiente do
tumor, promoveria seu crescimento por suprimir a atividade antitumoral mediada por
células T CD8+. Reforgando esses dados esta o fato do bloqueio farmacolégico do receptor
de C5a restabelecer o crescimento tumoral a niveis muito préoximos daquele produzido
por drogas anticancer, como o paclitaxel.

Apesar da necessidade de novos estudos clinicos sobre a descoberta feita por
Markiewski e colaboradores (2008), os dados publicados pelo grupo ddo consisténcia a
visdo ja aceita de que processos inflamatérios e infecciosos podem provocar ou aumentar
o crescimento de tumores (Loveland & Cebon, 2008).

O citoesqueleto, outro componente celular bastante importante para o
desenvolvimento do cancer, também foi alterado pela superexpressao do fator de splicing
SF2/ASF, juntamente com processos de adesdo celular, como mostram as Figuras 24 (vias
4,5,6e8)e25(vias3,5,7e9).

O citoesqueleto corresponde a estrutura bdsica responsavel pela morfologia e
mobilidade das células, sendo composto por microtubulos, filamentos intermediarios e
filamentos de actina (Jiang, Emonoto & Takahashi, 2009). No contexto do cancer, o
desbalanco da regulacdo do citoesqueleto estd relacionado com a ocorréncia de
metastase. A metastase corresponde ao fen6meno pelo qual as células cancerigenas, por
modificacdo das intera¢cdes célula-célula e também na sua morfologia, adquirem a
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capacidade de se desprender do tumor (sitio primario) e se alojar em outra regido do
organismo (sitio secunddrio), resultando na formacdo de tumores em locais diferentes do
sitio primdrio (Yilmaz & Christofori, 2009).

A reorganizacdo do citoesqueleto de actina, a alteracdo das adesdes focais (ligacdo
da célula a matriz extracelular) e mudancgas na resposta ao microambiente sdo alguns dos
fatores que facilitam a invasao de tecidos préximos ao cancer e, por fim, a ocorréncia da
metastase (Jiang, Emonoto & Takahashi, 2009).

Muitas vias de sinalizagdo celular sdo responsaveis pela modulagdo do
citoesqueleto, principalmente aquelas que envolvem ativacado por fatores humorais como
quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas (Jiang, Emonoto & Takahashi, 2009).
Evidéncias indicam que a via de sinalizacdo por PI3K/Akt é responsavel por promover a
movimentacdo de fibroblastos e de células tumorais, apesar de ser desconhecido o
mecanismo com que a via atua sobre a polimerizacdo da actina (Meili et al., 1999; Jiang,
Emonoto & Takahashi, 2009).

Dados interessantes de Irie e colaboradores (2005) mostram efeitos distintos de
duas isoformas de Akt na perda de interacdo entre células epiteliais (fendmeno chamado
de transicdo epitélio-mesenquimal - alteracdo chave para a ocorréncia de metdstase) e no
mecanismo de migracdo celular. Enquanto a diminuicdo de expressao da isoforma Aktl
estimula a migracdo de células de cancer de mama e altera dramaticamente sua
morfologia, a isoforma Akt2 reverte o quadro de conversdo morfolégica e reduz a
proliferacdo das células. Sabe-se ainda que a superexpressao de Aktl em células de cancer
de mama leva a fosforilagdo e posterior degradacdo do supressor tumoral TSC2,
possivelmente facilitando a progressao desse tipo de cancer (Jiang, Emonoto & Takahashi,
2009).

Apesar dos dados de Exon Array nao mostrarem a alteragdao do splicing de Akt
(resultado ndao mostrado), é interessante apontar que a analise das vias celulares
alteradas pela superexpressdo de SF2/ASF mostra diferentes proteinas pertencentes a via
de PI3K/Akt/mTOR. Foram encontrados com expressdo aumentada em relagdo ao
controle os RNAms de PDK1, RICTOR e S6K, além da prdépria actina (a Figura 26 traz
maiores detalhes sobra a via de PI3K/AKt).
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Figura 26: Representacdo esquematica das vias de PI3K/mTOR/AKT (Yap et al., 2008). Essa via
bioldgica esta ligada ao balanco entre apoptose e crescimento celular, passo inicial para a
proliferagdo. Esta destacado com um asterisco a proteina p70-S6K, componente da via mTORC1
(em azul) encontrado com expressdo alterada nos Exon Arrays. Segundo Karni e colaboradores
(2008), a proteina p70-S6K (efetor final da via de mTORC1), teria o splicing de suas isoformas
alterado por SF2/ASF e, através delas, promoveriam a ativ¢do da via de Akt (em amarelo).Também
foram encontrados alterados nos Exon Arrays o gene PDK1 (em laranja) e o gene RICTOR (ambos
marcados com asterisco), sendo este componente da via de mTORC2 (em laranja), capaz de ativar
AKt e levar a inibicdo de mTORC1.

Os dados publicados por Karni e colaboradores (2008) ja apontavam uma relacdo
entre o fator de splicing e a via de Akt/mTOR. Os autores mostraram que a
superexpressdo de SF2/ASF em células resultava na maior fosforilagdo dos substratos da
via de mTORC1 S6K1 e 4E-BP1 (Figura 26), mas ndo afetavam a fosforilacio de Akt,
sugerindo que a ativacdo da via de mTORC1 por SF2/ASF ocorre abaixo de Akt.
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Apesar do mecanismo exato de ocorréncia dessa ativagao ser desconhecido, os
autores sugerem um mecanismo de ativacao indireto, envolvendo o splicing alternativo de
proteinas ativadoras ou inibidoras da via de mTOR. A favor desse cendrio estd a
descoberta feita pelo mesmo grupo da expressdao de uma nova isoforma de S6K induzida
por SF2/ASF (Karni et al., 2008). Segundo os autores, essa nova isoforma, sabidamente
oncogénica, poderia, em determinado contexto celular e através de feedback positivo,
ativar a via mTOR.

Dados mais recentes de Anczukdéw e colaboradores (2012) somam indicios a esse
guadro ao apontar que o crescimento elevado de glandulas acinosas, observado em
células de mama superexpressando SF2/ASF, é dependente da ativagdo da via de mTOR,
sendo diminuido em células tratadas com rapamicina, inibidor da via mTOR.

Apesar de necessitarem de maior aprofundamento e confirmacgdes estatisticas, os
primeiros resultados obtidos na analise gene level dos efeitos de superexpressao do fator
de splicing SF2/ASF abrem perspectivas promissoras da sua relagdo com a oncogénese.

Apesar de ndo existirem dados que indiquem a influéncia direta de SF2/ASF na
resposta imunoldgica, muitas das vias alteradas no estudo de Exon Array tém relagao com
a resposta imune, e principalmente com a ativacdo do sistema complemento.
Demonstrando uma possivel e importante relacdo entre o splicing modulado por SF2/ASF
e essa importante via bioldgica que, sabidamente, tem relagdo com o desenvolvimento de
neoplasias.

Ja com relagdo ao remodelamento do citoesqueleto foram confirmados dados j3a
publicados por Karni e colaboradores (2008). E, além disso, foram observadas na analise
dos resultados do Exon Array altera¢des de outros componentes da via de Akt/mTOR,
indicando que, possivelmente, o fator de splicing SF2/ASF tem influéncia direta nessa via
por modular o splicing alternativo de seus componentes, hipdtese anteriormente
levantada por Karni e colaboradores (2008).

Vale ressaltar que, apesar de interessantes, os dados mostrados e discutidos nesse
trabalho precisam ser confirmados e analisados mais profundamente, permitindo, assim,
a eleicdo de gene candidatos e a discussdao mais aprofundada sobre o comprometimento
bioldgico causado pela alteracdo de expressdo de SF2/ASF. Além disso, precisam ser
realizadas as analises em nivel de exon, a exon level analysis, que permitirdo a visualizacdo
das isoformas que sdo alteradas pela superexpressdo de SF2/ASF e, assim, possibilitardo
um estudo mais aprofundado da influéncia do splicing alternativo na perda de
homeostase celular.

54



5. Conclusao e Perspectivas

Esse trabalho teve como objetivo tentar elucidar a relacdo entre a maquinaria de
splicing e o desenvolvimento do cancer, buscando possiveis alteracdes no fator de splicing
proto-oncogénico SF2/ASF e nas SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 que pudessem se
relacionar a leucomogénese.

Foram encontradas duas novas isoformas da quinase SRPK2, isoladas a partir do
cDNA de diferentes linhagens leucémicas. Uma das isoformas apresenta a delegdo de
163pb, enquanto a outra possui a retencgdo parcial de um intron, totalizando a insergao de
93pb. Essas alteracdes, em nivel de proteina, parecem afetar de forma significativa a
atividade da quinase SRPK2 por se localizarem em regides préximas ao seu sitio catalitico.

Também foi observada a expressao diferencial das SR quinases SRPK1, SRPK2 e
CLK1 nas diferentes leucemias estudadas, sugerindo um papel particular de cada quinase
nessas leucemias. Essa analise também indicou a expressdo elevada de SRPK1 em relacao
a SRPK2 em grande parte das linhagens, podendo ser um indicio da atividade
compensatodria de SRPK1 na presenca das isoformas de SRPK2 encontradas nesse estudo.
Além disso, o quadro de alteracdo da expressdo dessas SR quinases, somado a descoberta
dessas isoformas, podem ser um indicativo da alteragdo global da maquinaria de splicing
na leucemia.

Os resultados obtidos no experimento de Exon Array, que buscou avaliar os efeitos
globais no splicing de células superexpressando o fator de splcing SF2/ASF, ressaltam a
relacdo entre a maquinaria de edicdo do RNAm e o cancer. A andlise gene level indicou
alteragdes signifitivas nas vias de resposta imune e de remodelamento do citoesqueleto,
sendo que esta possui relagdo ja conhecida com o fator SF2/ASF por ele ser responsavel
pelo splicing de componentes da via de Akt/mTOR.

Como perspectiva desse trabalho, pretendemos quantificar a expressdao das
isoformas encontradas em linhagens leucémicas e em células de pacientes, buscando uma
correlacdo entre sua expressao e caracteristicas bioldgico-clinicas da leucemia. Além disso,
pretendemos realizar estudos funcionais com as isoformas de SRPK2 e também com as
quinases SRPK1 e CLK1, tentando elucidar o possivel papel dessas proteinas e das
alteracdes encontradas na leucomogénese.

J& com relacdo ao experimento de Exon Array, é necessdria a confirmacao dos
resultados obtidos na analise gene level e a realizacdo da andlise exon level dos dados,
permitindo visualizar os eventos de splicing alterados pela superexpresdo de SF2/ASF. E,
dessa forma, possibilitar o maior esclarecimento sobre o mecanismo pelo qual esse fator
de splicing se relaciona com o cancer.
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Formuldrio de encaminhamento de projetos de pesquisa para analise pela CIBio - Comissio
Interna de Biosseguranca da ABTLuS — Associa¢iio Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

Titulo do projeto: SF2/ASF e suas quinases: relagiio entre splicing alternativo e o
desenvolvimento da leucemia.

Pesquisador responsavel: Jorg Kobarg

Experimentador: Germanna Lima Righetto

Nivel do treinamento do experimentador: [ ]-Iniciagdo cientifica, [ X ]-mestrado, [ ]-doutorado,
[ ]-doutorado direto, [ ]-p6s-doutorado, [ ]-nivel técnico, [ ]-outro, especifique:
Resumo do projeto:

O processo de splicing alternativo é responsavel por orquestrar a jungdo de éxons, criando um
grande diversidade de isoformas génicas. Alteragdes no processamento da fita de pré-mRNA
podem causar ou contribuir para uma infinidade de doengas, dentre elas o cancer. O fator d
splicing SF2/ASF foi o primeiro a ser caracterizado como proto-oncogénico, estand
superexpresso ou amplificado em diferentes tipos de neoplasias (Karni et al. 2007). Sabe-se qu
a ativagdo desse fator é mediada por proteino-quinases especificas, conhecidas como splicing
quinases. A quinase SRPKI, responsavel pela fosforilagdo de SF2/ASF, tem conhecid
superexpressdo em leucemias, além de uma modulagdo negativa da eficacia de quimioterapico
conhecidos. Outra quinase relacionada ao fator SF2/ASF, a SRPK2, também parece est
relacionada com a proliferagdo de células leucémicas e sua diferenciagéio. Através de analises d
células superexpressando SRPK1 e SRPK2 por Exon Arrays (Affymetrix), da quantificagdo d
expressdo dessas quinases em amostras de pacientes portadores de leucemia por qRT-PCR e d
seqiienciamento de seus ¢cDNAs em células leucémicas, pretendemos nesse projeto buscal
possiveis alterages que estejam associadas a essas SR quinases e seu contexto no desbalangy
genético e bioquimico de uma célula tumoral, como a leucémica.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp, br/pesquisa/etica/index html

CEP, 26/05/09.
{Grupo {11}

PARECER CEP: N® 404/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0004.0.144.146-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “A ATIVIDADE DE SPLICING DE PRE-MRNA E A SUA RELEVANCIA
PARA A ONCOGENESE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Andrés Yunes.

INSTITUICAO: Centro Infantil de Investigagdes Hematologicas Dr. Domingos A. Boldrini - SP
APRESENTACAO AO CEP: 08/05/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 26/05/10 (O formulério encontra-se no site acima)
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Obter novas respostas para o papel oncogénico do desbalango na atividade de splicing
dos fatores SF2/ASFE, SRPK1 E CLK/STY. bem como a sua relagiio com a leucemia infantil..
Avaliar de forma retrospectiva a expressdo de ASF/SF2 e das SR quinases SRPKCI e
CLK/STY. por RO-PCR, EM bastlos de criangas com leucemia mieloide aguda ¢ leucemia
linféide aguda, buscando tecer associagdes entre os niveis de expressdo desses genes ¢
caracteristicas biologico/clinicas dos pacientes ’

111 - SUMARIO

Em amostras consecutivas retrospectivas (DNA E ¢DNA do banco de biologia molecular
do centro Boldrini) de criangas com LMA e LLA onde se investigard translocagdes
cromossdmicas ¢ mutagdes, comparando com casos normais, ¢ com estas andlises buscar um
padrio dentre as alteragdes que possa justificar os achados clinicos ¢ patoldgicos das patologias
descritas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trabalho de grande relevancia pois a analise das cadeias de DNA e ¢cDNA, quer por PCR,
PCR quantitativo, analise de associagdes génica, mutagdes e os dados clinicos dos pacientes,
produgdio viral, tradugio e transporte de medula dssea murina, vio tentar catalogar as mudangas
¢ as expressoes clinica e bioldgicas. Os critérios de inclusio sdo claros ¢ a dispensa do termo de
consentimento pelos argumentos de utilizar material do banco de biologia molecular do Boldrini,
com autorizagio previa da coleta anterior, com copia anexa da autorizagdo .

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢

Comite de Etica em Pesquisa - UNICAMP
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restricbes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado a dispensa do Termo do
Consentimento Livre ¢ Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa
supracitada.

O contetdo ¢ as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.4d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS ltem V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido {mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ac CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser ‘modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou Il apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envié-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item H.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0§ prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na V Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de maio de 2009.
AR

Profa. Dra.Carmen [Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Gomitd de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Ruu: Tessdlia Vieha de Camargo, 126 FONE (819 33218936
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