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Resumo 

O processo de splicing do RNAm é responsável por orquestrar a junção de exons, 

criando uma grande diversidade de isoformas gênicas. Alterações nos componentes da 

maquinaria de splicing e, consequentemente, no processamento do pré-RNAm podem 

causar ou contribuir para uma infinidade de doenças, dentre elas o câncer. A proteína 

SF2/ASF foi o primeiro fator de splicing a ser caracterizado como proto-oncogênico, 

estando superexpresso em diferentes tipos de neoplasias. Sabe-se que a ativação desse 

fator é, principalmente, mediada por SR quinases conhecidas como splicing quinases e 

pertencentes à família das SRPKs. A quinase SRPK1, responsável pela fosforilação de 

SF2/ASF no citoplasma, tem conhecida superexpressão em leucemias. Já a quinase SRPK2, 

paráloga a SRPK1, possui relação já demonstrada com a proliferação de células leucêmicas 

e com sua diferenciação. Diante desse quadro, buscamos nesse estudo possíveis 

correlações entre a maquinaria de splicing e o câncer, dando enfoque à relação entre essa 

maquinaria e a leucemia. Para tanto, buscamos alterações no cDNA de SRPK2 e 

quantificamos a expressão 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 superexpressão do fator de splicing SF2/ASF em células de mamífero, buscando 

alterações globais no splicing dessas células capazes de explicar o caráter oncogênico 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 expressão 

diferencial das SR quinases SRPK1 e SRPK2 nas linhagens leucêmicas de origem linfoide e 

mieloide, dando indícios sobre um possível papel divergente dessas quinases nos 

diferentes tipos de leucemia. Além disso, nas análises preliminares do conjunto de dados 

obtidos no experimento de Exon Array, foi possível traçar importantes considerações 

sobre seu caráter oncogênico. Esses dados preliminares do experimento de Exon Array, 

somados às demais alterações encontradas nas SR quinases, fornecem novas e 

interessantes pistas sobre a relação entre alterações na maquinaria de splicing e a 

oncogênese.  
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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. 

 

 



1 
 

1. Introdução 

1.1. Splicing alternativo: função e importância biológica 

Grande parte do genoma humano e dos eucariotos superiores é formado por 

sequências não codificantes e que, consequentemente, não contribuem em informação 

para a síntese de proteínas. Devido à presença dessas sequências, denominadas de 

introns, o genoma eucariótico é caracterizado como descontínuo (Cooper, Wan & 

Dreyfuss, 2009). O processo pós-transcricional de splicing é o responsável por, no 

momento da formação do RNAm maduro, eliminar as sequencias não codificantes e unir 

as porções do pré-RNAm que contém informações traduzíveis, 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-

RNAm (Grosso et al., 2008). O mecanismo permite que diferentes isoformas gênicas 

possam ser originadas a partir de um mesmo transcrito primário (o pré-RNAm), 

contribuindo para a diversificação 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 são 

dependentes da ação coordenada de pequenos RNAs nucleares, conhecidos como snRNAs 

(do inglês, small nuclear RNAs) e de diferentes proteínas: quinases, fatores de splicing e 

proteínas nucleares (Ward & Cooper, 2010).  

O reconhecimento de introns e exons é feito por fatores gerais e específicos de 

splicing, seguido pelo recrutamento do spliceossomo, formado pela junção de cinco 

complexos compostos por diferentes proteínas associadas a apenas um snRNA (Maeder & 

Guthrie, 2008). Os snRNAs que compõem os complexos do spliceossomo são chamados de 

snRNAs tipo U e, por isso, levam à denominação dos complexos do spliceossomo de U1, 

U2 , U4, U5 e U6 (Krummel et al., 2009), sendo também chamados de snRNPs (do inglês, 

small nuclear ribonucleoproteins). 

De forma simplificada, a montagem do spliceossomo se inicia através da ligação da 

snRNP U1 ao sítio do pré-RNAm reconhecido pelo fator de splicing, desencadeando a 

ligação das demais snRNPs U2, U4, U5 e U6 mediante a hidrólise de ATP (Maeder & 

Guthrie, 2008; Krummel et al., 2009), como ilustrado pela Figura 1. A ação do 

spliceossomo sobre a fita de pré-RNAm pode resultar na exclusão de introns e na 

alteração dos exons existentes, que na ocorrência de splicing alternativo, podem ser 
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1.2. Relação entre splicing alternativo aberrante e a oncogênese 

Como mecanismo de extrema importância para a homeostase celular e 

dependente da ação coordenada de diferentes componentes celulares, é de se esperar 

que erros na regulação do processo de splicing possam implicar em um grande número e 

diversidade de doenças (Black et al., 2003; Grosso et al., 2008). Estima-se que 50% das 

doenças resultantes de mutação tenham como causa erros no processamento do pré-

RNAm (Ward & Cooper, 2010). Sabe-se que a indução da produção anômala de um 

determinado RNAm, na célula, pode contribuir direta ou indiretamente para o 

desenvolvimento do câncer, sua progressão e resposta à terapia (Grosso et al., 2008).  

Aparentemente os efeitos mais nocivos da modificação da atividade do splicing, 

que podem culminar no desenvolvimento do câncer, envolvem a alteração de genes 

relacionados à migração, crescimento celular, resposta hormonal, apoptose e finalmente, 

à resposta aos quimioterápicos (Venables et al., 2006; Skotheim et al., 2007; Wang et al., 

2007). 

Dois tipos de alterações são responsáveis pela produção anômala de isoformas de 

splicing: mutações em cis e mutações em trans. As mutações em cis são aquelas que 

ocorrem nas sequências consenso de determinado gene e prejudicam o splicing, gerando 

isoformas aberrantes, apenas na sequência afetada. As mutações em trans afetam os 

fatores responsáveis pelo splicing e, dessa forma, são mais abrangentes e, possivelmente, 

prejudiciais (Wang et al., 2007).  

São cada vez mais numerosos os trabalhos que reportam alterações na maquinaria 

de splicing - mutações em trans - em diferentes tipos de câncer, ainda que o efeito dessa 

desregulação 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-oncogênico. Esse fator, também denominado de SRSF1, é 

componente da principal família de fatores de splicing, a Serine-Arginine Splicing Factor 

(SRSF) Family, ilustrada na Figura 3. Essa família é caracterizada pela presença de sítios de 

reconhecimento de RNA (do inglês, RNA Recognition Motif – RRM) e de domínios ricos em 

serina e arginina, conhecidos como domínios SR (Black et al., 2003). Dentre os 

componentes da família, SF2/ASF é um dos mais estudados e importantes para a 

ocorrência do splicing, sendo responsável pelo recrutamento de U1 em diversos sítios de 

edição do RNAm. 
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Figura 3: Componentes da família de fatores de splicing ricos em serina e arginina (SRSF). Os 

componentes dessa família de fatores de splicing são caracterizados pela presença de uma porção 

rica em resíduos de arginina e serina (porções RS, em roxo) e pela presença de porções de 

reconhecimento do RNA (porções RRM, em verde), por onde se ligam à sequencia a ser editada.  

São inúmeros os indícios que levaram Karni e colaboradores (2007) a sugerir um 

papel importante de SF2/ASF na oncogênese. Primeiramente o fator de splicing foi 

encontrado superexpresso em tumores sólidos de cólon, tireoide, adenocarcinoma, 

intestino delgado, rim e fígado. Além de estar amplificado (com maior número de cópias 

de RNAm em comparação com o tecido normal) em pacientes portadores de câncer de 

mama.  

No mesmo estudo a expressão ectópica de SF2/ASF em fibroblastos foi capaz de 

gerar sarcomas em camundongos, mostrando uma possível relação entre o fator de 

splicing e a transformação maligna de células. Hipótese corroborada pela reversão 

tumoral nos camundongos após o restabelecimento da expressão normal do fator, pelo 

uso de shRNA (do inglês, small hairpin RNAs).  

Estudos de Ezponda e colaboradores (2010) encontraram SF2/ASF também 

superexpresso em pacientes portadores de câncer de pulmão. Os autores observaram 

ainda que células imortalizadas desse tipo de câncer tinham a apoptose induzida ao serem 

tratadas com siRNA (do inglês, small interference RNA), que restabeleceria a expressão do 

fator de splicing a níveis normais.  

Já os dados de Anczuków e colaboradores (2012) mostraram que a supexpressão 

de SF2/ASF foi suficiente para gerar tumorogênese em glândulas mamárias de 

camundongos. Análises in vitro dos mesmos autores mostraram que a superexpressão de 

SF2/ASF era capaz de aumentar a proliferação de células do epitélio mamário que, ao 

(Zhong et al., 2009) 
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serem crescidas em cultura celular 3D, resultaram em estruturas glandulares acinosas 

bastante desenvolvidas. 

Os trabalhos posteriores à caracterização de SF2/ASF como proto-oncogênico por 

Karni e colaboradores (2007) avolumam indícios sobre seu possível papel na oncogênese e 

somam novas informações sobre a atuação desse fator de splicing em diferentes tipos de 

câncer. 

 

1.3. SR quinases e a leucemia 

A caracterização de SF2/ASF como proto-oncogênico 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 família SR sobre a fita 

de pré-RNAm é diretamente modulada por fosforilação (Giannakouros et al., 2011). A 

principal família responsável pela ativação dos fatores de splicing é aquela composta por 

serina-arginina (SR) quinases, cujos componentes recebem a denominação de Serine-

Arginine Protein Kinases (SRPKs) (Giannakouros et al., 2011). Essas quinases fosforilam os 

domínios ricos em serina e arginina das proteínas SR, regulando sua sublocalização celular, 

a saída dos speckles nucleares (porções nucleares ricas em fatores de splicing), a interação 

proteína-proteína e RNA-proteína e, finalmente, a ação 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 

proteínas responsáveis pela fosforilação de fatores SR (Giannakouros et al., 2011). A 

quinase possui papel fundamental na atividade de SF2/ASF, sendo responsável pela 

fosforilação de seus domínios SR e pelo seu endereçamento ao núcleo (Koizumi et al., 

1999; Aubol et al., 2003).  

Além do fator de splicing SF2/ASF, a quinase responsável por sua regulação parece 

também estar alterada no contexto do câncer. Alguns trabalhos já observaram uma 

expressão 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 

expressão de SRPK1 foi encontrada aumentada em diferentes linhagens derivadas de 

tumores de pâncreas, mama e cólon. Interessantemente, quando as linhagens tinham a 

expressão de SRPK1 diminuída pelo uso de siRNA se tornavam mais sensíveis ao 

tratamento com gemcitabina e cisplatina, conhecidos quimioterápicos.  

Esses dados dão indícios sobre uma possível relação entre SRPK1 e a progressão 

dessas neoplasias. E, além disso, sugerem um possível favorecimento do tratamento 
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Estudos de Jang e colaboradores (2008) mostram que além de superexpresso, o 

fator de splicing acinus encontra-se superativado em pacientes portadores de 

malignidades hematológicas. Das diferentes leucemias analisadas – leucemias linfoides 

agudas de célula T e de célula B e leucemia mieloide aguda – todas apresentavam algum 

nível de alteração na expressão de SRPK2 e do fator de splicing acinus. 

Nos experimentos de proliferação celular feitos com a linhagem leucêmica K562 foi 

observada, pelos mesmos autores, uma diminuição significativa na taxa de crescimento 

dessas células após o knock down de SRPK2, feito por RNAi. E, além disso, as análises de 

células primárias de pacientes com LMA mostraram uma alta expressão de SRPK2, 

alteração também observada nas linhagens leucêmicas de origem mieloide NB4 e U937 e 

linfoide BJAD e DG75.  

Jang e colaboradores (2008) também observaram alterações na sublocalização 

celular da quinase em linhagens linfoides. SRPK2, que se distribui, preferencialmente, no 

citoplasma de células mieloides saudáveis e leucêmicas, foi encontrada no núcleo de 

linhagens leucêmicas linfoides. Observação que, somada aos demais fenômenos relatados 

por esses autores, fornecem importantes indícios sobre a importância da quinase SRPK2 

na proliferação de células leucêmicas e, possivelmente, no desenvolvimento da leucemia. 

 

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

A leucemia (do grego, leukos: branco; aima: sangue) é um tipo de câncer que 

atinge as células progenitoras do sangue. A doença é caracterizada por desordens na 

contagem, morfologia e dinâmica molecular das células sanguíneas, resultantes do 

acúmulo de mutações durante o processo de sua diferenciação, conhecido como 

hematopoiese (ilustrada na Figura 5). As mutações conferem às células um caráter 

altamente proliferativo e de resistência à morte celular (Kennedy & Barabé, 2008), sendo 

o subtipo de leucemia desenvolvida dependente do tipo de progenitor celular alterado 

durante a diferenciação. 
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benzeno, fumo e quimioterapias, são importantes, exclusivamente, no desenvolvimento 

da leucemia em adultos (Wiemels, 2012).  

Biologicamente, sabe-se que certas mutações e translocações cromossômicas 

estão associadas ao desenvolvimento da leucemia. Em uma revisão detalhada da 

bibliografia feita por Milteman, Johansson & Mertens (2007), foram encontradas 264 

fusões gênicas, afetando 238 gene diferentes, em desordens hematológicas. Valor que 

representa 75% de todas as fusões gênicas conhecidas em neoplasias humanas (Milteman, 

Johansson & Mertens, 2007; Kennedy & Barabé, 2008).  

Dentre as alterações mais comumente encontradas nas leucemias estão as 

mutações na NPM1 (do inglês, nucleocytoplasmic shuttling protein nucleophosmin) em 

25% dos casos de LMA, perda de função ou deleção do fator de transcrição PAX5 em 30% 

dos casos de LLA-B e mutações ativadoras no receptor de tirosina quinase FLT3 tanto em 

leucemias linfoides quanto mieloides (Kennedy & Barabé, 2008).  

Apesar do grande número de casos relatados, a ação molecular desses oncogenes 

resultantes de translocações precisa ser mais bem detalhada. Mesmo com a extensiva 

caracterização molecular e epidemiológica, a influência desses e de outros oncogenes no 

desenvolvimento e progressão da leucemia ainda permanece desconhecida (Kennedy & 

Barabé, 2008).  

Sabe-se, hoje, que as translocações encontradas em diferentes neoplasias, e, 

principalmente nas leucemias, não são suficientes para a transformação das células e o 

desenvolvimento do câncer (Milteman, Johansson & Mertens, 2007). Muitas 

translocações descritas nas malignidades hematológicas também são encontradas em 

pessoas saudáveis e nos pacientes em remissão completa da leucemia. Sendo assim, 

parece existir a necessidade de eventos secundários, como mutações, para o 

desenvolvimento dessa doença (Milteman, Johansson & Mertens, 2007). 

Vários estudos tem apontado uma importante relação causal entre mutações no 

evento de splicing alternativo e o desenvolvimento da leucemia, apesar de pouco ainda 

ser conhecido sobre a contribuição das alterações no desenvolvimento da doença (Pekova 

et al., 2008; Casnici et al., 2009;). Estudos recentes identificaram, usando análise total de 

genoma e exoma, mutações importantes na maquinaria do spliceossomo em síndromes 

mielodisplásicas (MDS) e em outras desordens hematológicas (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 predisposição 

ao desenvolvimento de leucemia mieloide aguda (Garcia-Manero, 2012).  
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A subunidade b1 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 patogênese dessa doença (Visconte et al., 2012). 

Biologicamente, a subunidade b1 de SF3 (chamada de SF3b1) tem importância crucial na 

ocorrência do splicing, já que essa porção é responsável por mediar a ligação de U2 ao 

sítio do RNAm que será editado (Visconte et al., 2012). Sendo assim, a integridade dessa 

região seria de fundamental importância e, provavelmente, mutações nessa porção 

poderiam implicar em uma série de alterações biológicas decorrentes de um splicing 

aberrante. 

Mutações em outros componentes da maquinaria de splicing também foram 

descritas em portadores de MDS e de outras doenças hematológicas. Yoshida e 

colaboradores (2011) foram os primeiros a descrever uma mutação de SRSF2 (mais 

conhecido como SC35) na mielodisplasia. Além de estar presente na MDS, a mutação 

aparece com mais frequência na LMC, afetando 28,4% dos pacientes analisados (Yoshida 

et al., 2011). Mutações em SF2/ASF também foram descritas para MDS, mas com 

frequência muito menor que aquela observada para SF3b1 e SRSF2 (Visconte et al., 2012). 

As alterações encontradas na mielodisplasia e em outras doenças hematológicas, 

além das demais alterações descritas em diferentes tipos de câncer, dão indícios sobre a 

importância e influência do evento de splicing alternativo para o desenvolvimento de 

neoplasias, e, mais especificamente, da leucemia. Tendo em vista a importância do 

splicing no contexto biológico e a quantidade de relatos sobre alterações nesse evento em 

pacientes portadores de desordens hematológicas, buscamos, nesse trabalho, avaliar a 

relação do fator de splicing SF2/ASF e das quinases SRPK1 e SRPK2 com a leucomogênese.   
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

Esse estudo teve como objetivo geral estudar a relação entre a maquinaria de 
splicing de RNAm e a oncogênese. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Buscar por alterações no transcrito de SRPK2 em linhagens de células 

leucêmicas;  

 

 Quantificar a expressão das SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 em diferentes 

linhagens leucêmicas, buscando associações com as características biológico-clínicas da 

doença; 

 

 Analisar o padrão 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 caráter oncogênico. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Cultivo de linhagens leucêmicas 

As linhagens de células leucêmicas 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 µg/mL de estreptomicina. As células cresceram em suspensão em garrafas 

de 75 cm², a 37 °C, sob atmosfera umidificada com 5% de CO2. 

A obtenção e cultivo das linhagens foram realizados em colaboração com o 

laboratório de Biologia Molecular do Centro Infantil Boldrini e sob a orientação do prof. 

Dr. José Andrés Yunes. 

 

3.2. Coleta das células, extração de RNA e síntese do cDNA 

As células foram peletadas por centrifugação a 1500 rpm (Centrífuga 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 NaCl, pH 7.4), ressuspendido e separado em alíquotas de 5x 

106 células/tubo. A lise celular e a extração do RNA foram realizadas como descrito no 

protocolo Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare). As amostras de RNA 

total foram quantificadas e avaliadas quanto à sua integridade e pureza através de leitura 

dos valores de absorbância a 260 nm e das razões 260/280 nm e 260/230 nm, além de 

analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%. 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi feita a partir de 1 µg do RNA total 

utilizando-se o kit SuperScript First-Strand Kit (Invitrogen). O cDNA sintetizado teve sua 

qualidade avaliada a partir de uma Polymerase Chain Reaction (PCR) com 4 conjuntos de 

primers capazes de amplificar genes com expressão constante e conhecida entre células 

humanas (controles endógenos). 

 

3.3. Amplificação do cDNA de SRPK2 e sequenciamento  

Para a amplificação específica do cDNA de SRPK2, em busca de possíveis alterações 

genéticas, foram desenhados primers capazes de cobrir a sequência do RNAm em 

pequenas partes, de 600 a 650pb, aumentando a confiabilidade tanto da amplificação 

quanto do posterior sequenciamento. Os primers foram, ainda, desenhados de forma a 

possibilitar uma sobreposição das porções amplificadas (como mostra a figura 6), 
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(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) para o alinhamento entre a sequencia 

canônica de SRPK2 e os amplicons sequenciados. Uma segunda análise da presença de 

mutações foi feita utilizando-se o software Mutation Surveyor V4. 05 (Softgenetics, State 

College, PA, USA). 

 

3.4. Quantificação por qRT-PCR 

A quantificação dos níveis de expressão do RNAm das quinases SRPK1, SRPK2 e 

CLK1 nas linhagens leucêmicas 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 quantificação relativa (RQ), que permite comparar a 

diferença de expressão 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 endógenos 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 

amplificação, bem como determinada a eficiência dos primers. Para tanto foi construída 

uma curva de diluição contendo diferentes quantidades de cDNA (no caso, um pool dos 

cDNAs das 12 linhagens estudadas), sendo calculada a eficiência da reação à partir da 

inclinação (slope) resultante da análise gráfica dos pontos da curva de diluição. Somente 

os primers com eficiência próxima ou superior a 100%, calculada pela fórmula E = 10 (1/-

slope)–1, foram utilizados no experimento de quantificação. 

Determinada a eficiência de cada primer e escolhida a melhor concentração de 

cDNA para as amplificações, seguiu-se a quantificação por PCR quantitativo em tempo 

real. Para as reações, montadas em placas de 96 poços e feitas em triplicatas técnicas, 

utilizou-se 6 µL de Power SYBR Green PCR Master Mix 2X, 200 µM de cada primer e 1 µL 

de uma solução contendo cDNA e água. Foram incluídas na mesma placa todas as 

linhagens cuja quantificação seria comparada, além dos controles endógenos e dos 

controles de contaminação (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 dissociação 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 inglês, threshold cycle), medida de concentração relativa da 

quantidade de determinado alvo na reação 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 quantificação relativa através da fórmula: RQ =            
Sendo o valor de     obtido pela subtração do valor de    da sequencia de interesse pela 

média dos valores de    dos controles endógenos utilizados no estudo. 

 

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

Como primeira etapa para o experimento de superexpressão de SF2/ASF em 

células HEK293T foi necessária a amplificação de sua sequência de cDNA, à partir de 

bibliotecas de cDNAs, e sua subclonagem em um vetor de expressão. 

Tanto o isolamento do cDNA de SF2/ASF, à partir de uma biblioteca de cDNA de 

cérebro fetal humano (Clontech), quanto a subclonagem no vetor de expressão em células 

de mamífero pcDNA-FLAG foram feitas pela Dr. Juliana Smetana, nas instalações do 

Laboratório Nacional de Biociências.  

O vetor de expressão pcDNA-FLAG é uma modificação do vetor comercial pcDNA3 

(Invitrogen) feita no Laboratório Nacional de Biociências. O vetor modificado apresenta a 

inclusão de um epítopo FLAG próximo ao promotor T7, como mostra a Figura 7, 

permitindo que a proteína de interesse, quando expressa na célula, possa ser reconhecida 

por anticorpos contra esse epítopo. Sendo assim, ensaios de envolvam anticorpos, como 

Western Blotting e microscopia de imunofluorescência, podem ser realizados sem a 

necessidade de anticorpos específicos para a proteína de interesse. 
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Figura 7: Comparação dos mapas dos vetores pcDNA3 (Invitrogen), à esquerda, e do seu 

derivado, o vetor pcDNA-FLAG. A figura mostra a inserção do epítopo FLAG, após o promotor T7, 

no vetor pcDNA-FLAG e a modificação de alguns sítios de restrição. 

 

3.6. Transfecção de células HEK293T 

Feita a clonagem da sequencia no vetor pcDNA-FLAG, foi realizada a transfecção 

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 transfecção dessas células, que forneceriam o RNA necessário para o 

experimento de Exon Array, foi feita em garrafas de 75 cm², em triplicatas biológicas. As 

células, cultivadas até atingirem a confluência de 80%, foram transfectadas utilizando o 

reagente PEI (Polyethyleneimina), polímero catiônico que carreia o DNA mediante 

interação com sua carga negativa, similarmente ao mecanismo do reagente Lipofectamine 

(Invitrogen).  

Para a transfecção foram misturados 200 µL de uma solução de NaCl 150 mM a 5 

µg de DNA e, posteriormente, acrescentados 17 µL de PEI. A mistura foi incubada por 30 

minutos e adicionada a cada garrafa, que durante a incubação tiveram seu meio DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) trocado por meio novo. 

 

3.7. Coleta e lise celular para análise por Western Blotting 

Após 48 horas, as células transfectadas foram desprendidas das garrafas e 

peletadas por centrifugação a 1500 rpm (Centrífuga 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 Na2PO4; 1,4 mM KH2PO4). As células lavadas foram divididas em 2 

alíquotas, uma para análise da expressão da proteína, por Western Blotting, e a outra 

usada para a extração do RNA total. 

A lise das células usadas para verificação da expressão de proteínas foi realizada 

seguindo o protocolo descrito por Nikolakaki e colaboradores (2001). 

 

3.8. Imunoprecipitação e Western Blotting 

Para análise da superexpressão de SF2/ASF em células HEK293T por Western 

Blotting foi, primeiramente, realizada a imunoprecipitação das alíquotas resultantes da 

extração de proteínas. 

A imunoprecipitação foi realizada a partir da incubação da proteína G Sepharose 

(GE Healthcare) com o anticorpo anti-FLAG (Invitrogen), seguida pela incubação com as 

proteínas extraídas da célula HEK293T lisada. Com esse procedimento foi possível 

concentrar e isolar somente as proteínas que continham o epítopo FLAG, que, no caso, 

seriam aquelas expressas a partir do plasmídeo pcDNA-FLAG. 

Feita a imunoprecipitação, a análise da superexpressão de SF2/ASF-FLAG foi realizada por 

Western Blotting, usando anticorpo contra o epítopo FLAG. A Figura 18 na seção 4.3 dos 

Resultados e Discussão mostra o resultado dessa análise. 

 

3.9. Extração de RNA e análise da sua qualidade 

Confirmada a superexpressão da proteína SF2/ASF nas triplicatas de células 

HEK293T, como mostra a Figura 18, seguiu-se com a extração de RNA total. A extração, 

feita a partir das alíquotas indicadas na seção 3.7, foi realizada utilizando-se o kit RNeasy 

(Qiagen), indicado pela empresa Affymetrix (que produz os chips de Exon Array) devido à 

pureza e rendimento obtidos. 

Os RNAs extraídos foram quantificados e avaliadas quanto à sua integridade e 

pureza através de leitura dos valores de absorbância a 260 nm e das razões 260/280 nm e 

260/230 nm utilizando o NanodropTM Spectrophotometer. A análise de qualidade foi 

complementada com o Agilent 2100 Bioanalyser RNA 6000 Nano chip, ferramenta que 

possibilita a análise eletroforética do RNA somada à sua quantificação e medida da razão 

de RNA ribossomal.  
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Essa ferramenta tem como principal vantagem a avaliação da qualidade e 

integridade do RNA total por valores numéricos, expressos pelo fator RIN (do inglês, RNA 

Integrity Number), impedindo interpretações individuais errôneas e subjetivas. Os valores 

de RIN são determinados pela integridade do RNA ribossomal submetido a uma 

eletroforese em gel que é feita dentro do chip. O RNA mais íntegro, cujo valor de RIN está 

próximo a 10, deve apresentar bandas nítidas correspondentes às subunidades 28S e 18S 

do RNA ribossomal e ausência de degradação (caracterizada pela presença de rastros 

durante a migração no gel). 

Tanto para os RNAs extraídos das triplicatas de superexpressão de SF2/ASF-FLAG 

quanto os RNAs oriundos das triplicatas controle apresentaram valores de RIN superiores 

à 9,8. A Figura 19 na seção 4.3 dos Resultados e Discussão mostra o resultado da 

eletroforese feita através do Agilent 2100 Bioanalyser RNA 600 Nano chip. 

 

3.10. Experimento de Exon Array: síntese do cDNA e hibridização dos chips 

O RNA total das células HEK293T, cuja qualidade foi analisada e confirmada, foi 

utilizado para a síntese da primeira e segunda fitas do cDNA, realizada através do WT 

Expression Kit (Ambion) segundo as descrições do fabricante.  

A fita sense de cDNA resultante foi fragmentada e teve sua porção terminal 3’ 
marcada com biotina de acordo com o protocolo descrito no WT Terminal Labeling Kit 

(Affymetrix) . Os fragmentos resultantes foram usados para a hibridização dos chips de 

Exon Array, realizada de acordo com as indicações do Hibridization Control Kit (Affymetrix) 

e Hibridization Wash and Stain Kit (Affymetrix).  

Maiores detalhes sobre os procedimentos de síntese de cDNA, fragmentação, 

marcação, hibridização 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 análise primária dos dados 

As etapas finais de lavagem e escaneamento dos arrays foram realizadas em uma 

estação fluídica (Fluidic Station 450), operada através do Affymetrix GeneChip Command 

Console (AGCC). Durante essa etapa foram feitas as primeiras análises de qualidade do 

chip pela verificação da ocorrência da hibridização 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 

interrogação de um mesmo exon 4 vezes.  

A análise pelo AGCC fornece dados de intensidade no formato .CEL, que 

correspondem à transformação numérica das intensidades de luz capturadas durante o 

escaneamento. Esses dados são normalizados e convertidos, já utilizando o Affymetrix 

Expression Console Software 1.2, em arquivos .CHP. 

O Affymetrix Expression Console Software 1.2 é uma ferramenta que permite a 

análise primária dos dados presentes no chip e a análise estatística das correlações de 

intensidade entre os chips utilizados no experimento. Todas essas análises se baseiam na 

sumarização dos dados de intensidade, que passam do formato .CEL para .CHP, através da 

utilização de dois algoritmos: RMA (Robust Multichip Analysis) e PLIER (Probe Logarithmic 

Intensity Error Estimation). 

Os dois algoritmos tem como função a conversão dos valores de intensidade de 

cada probe em apenas um único valor, que corresponderá ao valor da probe set. Essa 

conversão é, inicialmente, dependente da quantidade de background (ruído) presente na 

hibridização. Ou seja, para que os dados de expressão sejam fidedignos e não sejam 

superestimados pela ocorrência de hibridização inespecífica, os valores de ruído devem 

ser descontados (Okoniewski & Miller, 2008). 

O algoritmo RMA, de forma simplificada, trabalha apenas com a análise da 

hibridização correta (Perfect Match – PM), que é dependente da quantidade de material e 

sua afinidade pela sequencia de cDNA presente no array, levando em consideração no 

cálculo um “fator de erro”. Já o algoritmo PLIER trabalha com a relação de hibridização 

correta e hibridização errônea (Mismatch – MM), que, no caso, é calculada pela 

quantidade de amostras que se hibridizam a spots do chip que contém sequências 

propositalmente alteradas (mutadas), permitindo o cálculo do ruído presente na análise 

por essas ligações inespecíficas (Okoniewski & Miller, 2008). 

Como o Exon Array não possui spots contendo MM, a sumarização dos dados 

obtidos nesse trabalho foi feita com o algoritmo RMA (Okoniewski & Miller, 2008). Após a 

sumarização, cada chip foi analisado individualmente quanto o sucesso de sua 

hibridização. Para tanto, ainda utilizando o Affymetrix Expression Console Software 1.2, 

foram verificados diferentes controles de qualidade, como: controle de hibridização; de 

marcação (labeling) e controles internos (housekeeping controls).  
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Além dessa análise foram realizadas análises estatísticas de correlação linear para 

comparar o sinal estimado para cada conjunto de chips. Ou seja, nessa análise, 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 à 

outra triplicata. 

Tanto a análise dos controles de hibridização quanto à análise da correlação de 

valores de intensidade entre os chips indicaram uma maior similaridade entre os chips 

pertencentes a cada subgrupo. Ou seja, como era esperado, o padrão de intensidade 

entre as triplicatas correspondentes à superexpressão de SF2/ASF-FLAG era mais 

semelhante entre si do que semelhantes à triplicata controle (FLAG-vazio). 

 

3.12. Experimento de Exon Array: clusterização hierárquica 

Feitas as análises primárias de qualidade e similaridade entre os chips, foi realizada 

a clusterização hierárquica dos dados. 

A clusterização hierárquica é o método mais popular de análise dos dados de 

expressão de experimentos de microarranjo. Nessa análise, genes com padrão de 

expressão similiar são agrupados e conectados por uma série de “braços”, chamados de 

árvore de clusterização ou dendrograma.  

Além do agrupamento de genes, a clusterização também agrupa experimentos (ou 

chips) que tenham um padrão similar de expressão entre as amostras. Sendo assim, com a 

finalidade de comprovar a similaridade de expressão entre os chips de cada triplicata, já 

demonstrada utilizando o Expression Console, foi utilizado o software dCHIP (Li & Wong, 

2001). O resultado da clusterização das triplicatas de microarranjo está indicado na Figura 

20 na seção 4.3 dos Resultados e Discussão.  

 

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

Feitas todas as análises de controle de qualidade e comprovada a similaridade de 

expressão entre os chips pertencentes à mesma triplicata, seguiu-se com a análise dos 

resultados dos Exon Arrays. 

Diferentemente dos demais arrays, que avaliam apenas a expressão diferencial de 

genes, o Exon Array permite análises em duas frentes: gene level e exon level. A gene level 

analysis se assemelha ao nível de análise existente nos demais tipos de array. O algoritmo 



21 
 

usado nesse nível de estudo sumariza os dados de todas as probes de um mesmo 

transcrito, ou seja, fornece dados sobre a expressão diferencial do gene. 

Já na exon level analysis a sumarização ocorre apenas para as probes do mesmo 

exon, ou seja, os sinais obtidos para esse nível de estudo apontam o valor de cada exon do 

transcrito de forma individual. É na exon level analysis, por permitir a visualização dos 

eventos de splicing, que está o grande diferencial e a vantagem de se fazer uso de Exon 

Array em análises de splicing global. Nesse contexto vale ressaltar que os resultados 

apresentados nesse trabalho compreendem apenas a gene level analysis, sendo, portanto, 

uma análise primária e ainda carente de maiores confirmações e aprofundamento.  

Todas as análises gene level dos dados de array foram realizadas na Faculdade de 

Ciências Médicas da Unicamp em colaboração com a Drª Cristiane S. Rocha. 
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4. Resultados e Discussão 

4.1. Busca por alterações no transcrito de SRPK2 em linhagens leucêmicas 

Dados de Jang e colaboradores (2008) dão importantes indícios sobre a relevância 

da quinase SRPK2 para o desenvolvimento e progressão da leucemia. Os autores 

demonstraram a relevância de SRPK2 para a proliferação da linhagem leucêmica K562 

que, ao ser tratada com RNA de interferência para SRPK2, apresentou diminuição 

significativa em sua taxa de crescimento. Além disso, foram encontradas alterações na 

sublocalização da quinase em células linfoides e sua expressão aumentada em 

determinadas linhagens leucêmicas de origem linfoide e mieloide, bem como em 

pacientes portadores de LMA.  

Apesar das interessantes observações de Jang e colaboradores (2008) pouco se 

sabe sobre as possíveis causas das alterações de expressão e sublocalização da proteína 

SRPK2. Sendo assim, em busca de possíveis modificações na sequencia de SRPK2 que 

pudessem se relacionar a esse quadro de alteração, partimos para o sequenciamento do 

seu RNAm em uma série de linhagens leucêmicas. O objetivo dessa análise foi avaliar se os 

eventos descritos pelos autores citados acima teriam como pano de fundo algum tipo de 

mutação na sequencia de SRPK2 que pudessem implicar na alteração do seu 

endereçamento dentro da célula, de sua atividade quinase ou expressão. 

Foram escolhidas para essa análise por sequenciamento 12 linhagens leucêmicas 

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 análise e 

também o tipo celular do qual são derivadas. 

 

Tabela 1: Linhagens utilizadas para análise de mutações na sequencia gênica de SRPK2. 

Linhagem Linhagem Leucêmica 

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 análise do RNAm foi realizada através da síntese de DNAs complementares 

(cDNAs) presentes nas linhagens leucêmicas, seguida da amplificação, por Polymerase 

Chain Reaction (PCR), do cDNA de SRPK2. 

Devido a divisão das regiões amplificadas em porções de 600 a 650pb, SRPK2, cuja 

isoforma canônica possui 2067pb, teve seu cDNA amplificado em 4 porções distintas 

(maiores detalhes sobre os primers podem ser encontrados na seção 3.3 do Material e 

Métodos). Essas porções foram denominadas de acordo com a posição de anelamento dos 

primers, sendo a região mais próxima à porção 5’ UTR denominada de SRPK2_seq1 e a 

mais próxima à região 3’ UTR chamada de SRPK2_seq4 (Figura 6). 

Como mostra a Figura 8, a amplificação das regiões SRPK2_seq1, SRPK2_seq2 e 

SRPK2_seq3 ocorreu no tamanho esperado de, aproximadamente, 600pb. Já na região 

SRPK2_seq4 pode ser observada, além da banda esperada de 600pb, a amplificação de 

duas outras bandas, uma de menor tamanho (aproximadamente 450pb) e outra de maior 

tamanho (aproximadamente 700pb), indicadas pelas pontas de seta.  

Nenhuma mutação foi encontrada para as porções SRPK2_seq1, SRPK2_seq2 e 

SRPK2_seq3 após análise por sequenciamento dos amplicons obtidos na amplificação das 

12 linhagens estudadas. Porém, o padrão diferencial de amplificação da porção 

SRPK2_seq4 poderia ser um indício da presença de isoformas do gene de SRPK2 nas 

linhagens de leucemia. A Figura 9 mostra a repetição da amplificação da porção 

SRPK2_seq4, usando uma enzima DNA polimerase de alta fidelidade. 

Buscando analisar o tipo de alteração que resultou na amplificação 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 três 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, já que o mesmo resultado foi 

encontrado para os amplicons oriundos das linhagens U937 e P12. 
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Figura 10: Alinhamento da sequência canônica de SRPK2 com o amplicon de 450pb obtido durante a amplificação do cDNA da linhagem 

leucêmica RS4. A figura mostra o resultado do sequenciamento do amplicon de 450pb obtido à partir da amplificação da porção SRPK2_seq4 do 

cDNA de SRPK2. O alinhamento corresponde à porção final da sequencia de SRPK2, sendo possível observar a similaridade entre as sequencias 

consenso do gene e do amplicon de 450pb nas regiões entre as bases 1522 à 1720 e 1884 à 2067 (ambas as regiões marcadas em vermelho). 

Entre as bases 1721 e 1883 pode ser percebida a perda de similaridade, causada pela deleção de 163pb (em preto) da sequencia canônica. Vale 

ressaltar que o mesmo resultado foi obtido para as linhagens U937 e P12 .   
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fenômeno, as variações observadas nos amplicons de SRPK2 também poderiam se 

relacionar a translocações e fusões cromossômicas, bastante comuns em leucemias. Esses 

dois fenômenos também são capazes de alterar o genoma da célula, produzindo 

transcritos híbridos e gerando proteínas aberrantes (Milteman, Johansson & Mertens, 

2007; Kennedy & Barabé, 2008). 

A fim de buscar a origem da região inserida na porção final da quinase SRPK2 foi 

utilizada a ferramenta BLAST (do inglês, Basic Local Alignment Search Tool), presente na 

plataforma NCBI (do inglês, National Center for Biotechnology Information). A análise por 

BLAST indicou uma alta similaridade entre a sequencia inserida e regiões do cromossomo 

7 humano, onde o gene de SRPK2 está localizado.  

Os resultados obtidos usando o BLAST levaram a busca pela região do próprio 

cromossomo 7 que seria retida e, consequentemente, seria responsável pelo padrão 

inesperado da amplificação de SRPK2 a partir do cDNA de linhagens leucêmicas. 

Interessantemente, os resultados desses alinhamentos indicaram como origem da porção 

de 93pb (Figura 12) o intron existente entre os exons 14 e 15, como mostra a Figura 13. 

Desse modo, a alteração encontrada para o transcrito de 700pb corresponderia também a 

uma modalidade de splicing alternativo, aquela que causa retenção de introns durante a 

edição do pré-RNAm. 
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Figura 13: Alinhamento da sequência genômica de SRPK2 com a sequencia de 93pb inserida na região 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 genônica de SRPK2 e a porção de 93pb 

inserida entre os exons 14 e 15 da sequencia de SRPK2 amplificada à partir do cDNA de linhagens leucêmicas. A inserção está presente na porção 

denominada SRPK2_seq4_700pb. 
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Essa modalidade de splicing parece estar relacionada ao desenvolvimento de 

doenças, por, em muitos casos, resultar na perda de funcionalidade da proteína. A 

retenção de introns de um RNAm pode levá-lo à vias de degradação e resultar na 

diminuição da expressão de genes importantes, como supressores tumorais e genes 

relacionados ao metabolismo celular (Maciejewski & Padgett, 2012). Funcionalmente, 

essa degradação mediada por erro no splicing alternativo de um determinado RNAm 

equivale à haplossuficiência de um gene ou sua inativação, sendo, em muitos casos, 

bastante prejudicial à homeostase celular (Maciejewski & Padgett, 2012). 

Os RNAms dotados de sequencias intrônicas seriam levados à degradação, ainda 

no núcleo, pela instabilidade de suas sequencias ou pela presença de stop codons 

precoces. Nesse último caso a degradação do RNAm defeituoso ocorreria pela via de 

Nonsense-mediated Decay – NMD (Kervestin & Jacobson, 2012). Essa via de degradação 

tem função de impedir que RNAms defeituosos e que não levam a informação total para a 

tradução de uma proteína sejam traduzidos e possam, porventura, causar danos à célula 

ou organismo (Kervestin & Jacobson, 2012). 

Análises in silico mostram que, aparentemente, a retenção parcial do intron 14 no 

amplicon de 700pb não resulta na inserção de um stop codon precoce. A análise de frame 

de leitura, feita através da plataforma ORF Finder (NCBI), mostra (Figura 14) o não 

truncamento da proteína produzida após a retenção parcial do intron, indicando, 

possivelmente, tratar-se de uma isoforma funcional e que, em princípio, não seria 

degradada pela via de NMD.  

Já na sequencia de 450pb, surpreendentemente, foi observada a alteração do 

frame de leitura do RNAm após a deleção dos exons 13 e 14, resultando na inclusão de um 

stop codon precoce e na perda do exon 15. Apesar de não se saber se a isoforma 

resultante da deleção dos exons 13, 14 e 15 seria traduzida quando expressa in vivo, já 

que o RNAm poderia ser degradado pela via NMD, foi feita a análise da provável 

sequencia da proteína formada, como mostra a Figura 14. 
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Figura 14: Alinhamento entre as sequencias de proteína SRPK2 canônica e as sequencias resultantes das isoformas amplificadas à partir do 

cDNA de linhagens leucêmicas. Foram alinhadas, na figura, a sequencia canônica de SRPK2, que contém 688aa e as sequencias resultantes da 

alteração 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 inclusão dos aminoácidos 628 a 658 na sequencia correspondente ao amplicon de 700pb (resultando 

em uma proteína com 719aa) e a deleção dos aminoácidos posteriores ao aminoácido 574 na sequencia correspondente ao amplicon de 450pb 

(resultando em uma proteína com 581aa).  
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Buscando traçar uma possível relação entre as isoformas encontradas e o possível 

prejuízo na atividade da proteína traduzida, seguiu-se com a análise dos domínios da 

proteína que seriam afetados pelas alterações descritas. Primeiramente, foi utilizada a 

Conserved Domain Database (plataforma do NCBI), recurso que permite a anotação 

funcional dos domínios de uma proteína através da análise da sua similaridade com os 

domínios depositados no banco de dados (Marchler-Bauer et al., 2013).  

A análise, feita através da Conserved Domain Database (CDD), apontou as porções 

entre os aminoácidos 80 a 220 e 500 e 550 como as regiões de localização dos sítios de 

ligação a ATP e a substratos (Figura 15). Estando localizado, ainda na região entre os 

aminoácidos 500 e 550, o loop de ativação de SRPK2, estrutura importante para a 

ancoragem e fosforilação de substratos (Nolen, Taylor & Gosh, 2004). Os dados obtidos na 

plataforma estão de acordo com os estudos de Wang e colaboradores (1998) que 

descreveram, pela primeira vez, a quinase e apontaram seus domínios funcionais. 

Analisando-se a localização dos domínios de SRPK2, através da sequencia de 

aminoácidos, pode-se inferir que as alterações encontradas nesse trabalho não afetariam 

diretamente a região. Isso porque a deleção dos exons 13 a 15 e a retenção de parte do 

intron 14 ocorrem, respectivamente, a partir do resíduo 574 e nos resíduos 628 a 658.  

Entretanto, a análise da estrutura cristalográfica de SRPK2 (depositada por Pike e 

colaboradores em 2010), mostra uma proximidade estrutural entre as regiões catalíticas 

da proteína e a porção deletada na isoforma amplificada nesse estudo (Figura 16). Além 

disso, a análise comparada entre os domínios de SRPK1, estudados por Plocinik e 

colaboradores (2011), e os domínios de SRPK2 mostra a proximidade entre a porção 

deletada na isoforma (marcada em verde na Firura 16) e domínios importantes para sua 

atividade quinase, os loops catalítico e de ativação (apontados na Figura 16). Sugerindo, 

dessa forma, que a deleção encontrada poderia ser responsável por modificações 

conformacionais importantes e que, possivelmente, resultariam na alteração da atividade 

de SRPK2 dentro da célula.  

Apesar de não estar tão próximo a nenhum dos domínios catalíticos, o mesmo 

raciocínio pode ser empregado na análise dos efeitos da inserção de aminoácidos (Figura 

16). A inclusão de 31 resíduos de aminoácidos poderia alterar a conformação da proteína 

e a distribuição de cargas nas proximidades do domínio catalítico e do sítio de ancoragem 

da proteína (apontados na Figura 16), favorecendo interações pouco específicas ou 

comprometendo a interação com ligantes e outras proteínas que sabidamente são 

fosforiladas por SRPK2.  
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Figura 15: Predição dos domínios funcionais da proteína SRPK2 usando a ferramenta Conserved Domain Database. A análise através do banco 

de dados apontou as regiões entre ao aminoácidos 80 a 220 e 500 a 550 como sendo o sítio catalítico da proteína SRPK2. Nessas duas regiões 

estariam localizados o sítio ativo, o sítio de ligação ao ATP e ao substrato. O domínio localizado entre os aminoácidos 500 a 550 ainda conteriam 

o loop de ativação da proteína. A análise dos domínios foi feita através do nível de significância (caracterizado pelos baixos e-values) do 

alinhamento da sequencia em estudo com as sequencias depositadas no banco de dados.  
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Vale lembrar que a análise da estrutura resolvida por Pike e colaboradores deve 

ser cuidadosa, já que a estrutura depositada contém apenas os domínios catalíticos da 

proteína SRPK2 e não inclui a região espaçadora, altamente desorganizada. Sendo assim, 

as inferências funcionais são mais seguras para o domínio quinase localizado entre os 

aminoácidos 500 e 550, já que a proximidade entre as regiões alteradas e o sítio catalítico 

localizado entre os aminoácidos 80 a 220 pode ser apenas um artefato de técnica. 

Mesmo levando em consideração essa ressalva, são inúmeras as possíveis 

implicações biológicas resultantes das alterações encontradas em SRPK2. As isoformas 

encontradas não estão descritas em nenhum banco de dados e, devido a ampla 

distribuição entre as linhagens estudadas, podem ter uma importante relação com a 

leucemia. A perda de 107 resíduos de aminoácidos no amplicon de 450pb e a inserção de 

31 resíduos de aminoácidos no amplicon de 700pb pode afetar de forma considerável a 

conformação da proteína SRPK2, alterando a interação com ligantes e substratos.  

Dados publicados por Hong, Jang & Ye (2010) fornecem indícios interessantes 

sobre a possível implicação biológica da expressão das isoformas alteradas de SRPK2. Os 

autores já haviam mostrado anteriormente (Jang et al., 2009) que SRPK2 influencia na 

progressão do ciclo celular e é capaz de induzir apoptose através da super-regulação da 

ciclina D1. Sendo mecanismo dependente da fosforilação da Thr492 de SRPK2 por Akt, 

promovendo sua translocação 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 ação de SRPK2 na 

apoptose é dependente de sua clivagem pela caspase 3 nos resíduos Asp 139 e Asp 403. A 

clivagem geraria 3 produtos distintos de SRPK2: produto N-terminal (do aminoácido 1 até 

o 139), um produto intermediário (do aminoácido 139 ao 403) e um produto C-terminal 

(do aminoácido 403 até o 688). 

Ao ser analisada a sublocalização celular, surpreendentemente, o produto N-

terminal da clivagem da Asp139 era o único capaz de se translocar para o núcleo, 

enquanto os demais permaneciam no citoplasma. Essa alteração na sublocalização seria 

um forte indício de sua atuação nas vias que desencadeiam a morte celular, segundo os 

autores. 

Mutações feitas nos resíduos 139 e 403 diminuíram significativamente a apoptose 

de células HEK293 tratadas com o agente citotóxico etoposídeo. Entretanto, somente as 

células transfectadas com os duplos mutantes e com a construção mutada do resíduo 139 

(D139A) não apresentavam apoptose ao serem tratadas com o composto citotóxico, 

demonstrando que o resíduo Asp 139 é essencial para a ocorrência da apoptose. 
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Segundo os autores, a clivagem de SRPks mediada por caspases, durante o estágio 

tardio de estresse celular, diminuiria sua atividade quinase, garantindo que o programa 

apoptótico fosse completamente executado nas células já condenadas. 

Nesse contexto cabem as seguintes indagações: será que a conformação resultante 

das alterações encontradas nas isoformas de SRPK2 impede o acesso aos sítios de 

clivagem Asp 139 e Asp 403 pela caspase 3, fazendo com que SRPK2 não tenha sua 

atividade diminuída e que células comprometidas não entrem em apoptose? Seria esse o 

mecanismo que leva SRPK2 a contribuir para a proliferação de células leucêmicas, como 

descrito por Jang e colaboradores (2008)?  

O trabalho de Hong, Jang & Ye (2010) torna as indagações sobre os efeitos 

biológicos da expressão de novas isoformas de SRPK2 ainda mais interessantes, abrindo 

espaço para estudos funcionais e estruturais que tentem desvendar o mecanismo pelo 

qual a quinase promove a proliferação de células cancerígenas ao invés de levá-las à 

apoptose. 

Ainda no contexto da atividade quinase vale apontar as observações feitas por Ngo 

e colaboradores (2007) em relação à quinase SRPK1, paráloga a SRPK2. Os autores 

mostraram, através do estudo da estrutura cristalográfica da quinase SRPK1, a adoção de 

uma conformação constitutivamente ativa pela proteína. Ou seja, independente da 

interação com as proteínas testadas pelos autores, o loop de ativação da quinase 

permaneceria em um estado ativado. E, além disso, a quinase ainda se manteria ativa 

mesmo com uma série de mutações no seu segmento de ativação. Essa constatação 

surpreendente teria correlação com a adoção de novas interações dentro da proteína, 

permitindo a manutenção da competência catalítica da quinase mesmo diante de um 

quadro de prejuízo causado por mutações. 

As constatações de Ngo e colaboradores (2007) dão base para outras indagações 

com relação à quinase SRPK2 e suas isoformas, descritas nesse estudo. Seria a quinase 

SRPK2 também constitutivamente ativa? As alterações do RNAm que resultam nas 

isoformas encontradas seriam capazes de causar prejuízo à sua atividade quinase ou 

também seriam compensadas pela aquisição de uma nova conformação da proteína? As 

isoformas, além de não acarretarem prejuízo a atividade da quinase, poderiam de alguma 

forma levar a um ganho de função, tornando a quinase mais ativa ou menos exigente 

quanto à 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 indagações sobre a importância e o mecanismo com que a quinase SRPK2 favorece a 
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leucomogênese. Torna-se necessário, a partir de agora, desenvolver as análises 

experimentais que poderão responder a essas perguntas e permitirão a construção de 

uma visão mais concreta e fundamentada sobre o papel dessa quinase na leucemia. 

 

4.2. Busca por alterações na expressão das SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 em 

leucemias 

Ainda em busca de alterações em SRPK2 que pudessem se relacionar com as 

observações realizadas por Jang e colaboradores (2008), foi feita a análise do nível de 

expressão da quinase nas linhagens leucêmicas. Apesar das observações dos autores se 

referirem apenas à quinase SRPK2, a análise de expressão 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). Já CLK1 foi incluída no estudo por ser 

responsável pela fosforilação do fator de splicing proto-oncogênico SF2/ASF, promovendo 

sua saída dos speckles nucleares (Ngo et al., 2005). 

No experimento de quantificação, feito por qRT-PCR (do inglês, quantitative real-

time PCR), foi utilizada a quantificação relativa (RQ), método que permite comparar a 

diferença de expressão do RNAm dos genes de interesse usando como normalizador um 

gene constitutivamente expresso. Foram escolhidos dois controles endógenos 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 estáveis em diferentes amostras de origem 

leucêmica, sendo, portanto, controles endógenos ideias para o tipo de análise realizada 

nesse trabalho. 

Após a determinação da eficiência dos primers e da quantidade de cDNA 

necessária para a amplificação (experimentos descritos nos Materiais e Métodos) seguiu-

se com a amplificação dos genes de interesse. A Figura 17 mostra o resultado da 

quantificação relativa da expressão dos transcritos de SRPK1, SRPK2 e CLK1 para as 

diferentes leucemias englobadas nesse estudo. 
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K562. Linhagem que ainda foi classificada por Jang e colaboradores (2008) como dotada 

de uma expressão moderada de SRPK2 e, ainda, comparável ao observado para KG1. 

Apesar dos dados discordantes entre as observações de Jang e colaboradores 

(2008) para as LMAs e as quantificações realizadas nesse trabalho, pode ser observada 

uma maior expressão de SRPK2 nas linhagens derivadas de LLA-B. Assim como mostrado 

pelos autores nas marcações por imunoblotting, a expressão do transcrito de SRPK2 foi 

muito maior nas linhagens de origem linfoide derivadas de célula B quando comparadas 

com linhagens mieloides. É importante ressaltar que no estudo feito por Jang e 

colaboradores (2008) só foram analisadas células linfoides derivadas de célula B, de modo 

que o alto nível de expressão de SRPK2 nas linhagens de LLA-T permanece como dado 

inédito. 

Com relação à quinase SRPK1 pode-se observar uma alta expressão de seus 

transcritos na maioria das linhagens, sendo os maiores valores de expressão observáveis 

nas linhagens LLA-T. A alta expressão de SRPK1 em células de LLA-T já havia sido descrita 

por Hishizawa e colaboradores (2005) em pacientes adultos portadores da doença. Salesse 

e colaboradores (2004) também mostraram uma alta expressão da quinase em pacientes 

portadores de leucemia mieloide crônica (LMC). Apesar de não terem sido analisadas 

linhagens derivadas de LMC, SRPK1 também parece ter uma alta expressão em outro tipo 

de leucemia mieloide, a LMA. 

Com relação a CLK1, o gráfico mostra uma alta expressão 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 não existir nenhum estudo que aponte um relação entre CLK1 e 

neoplasias. Sendo a única relação indireta da quinase com a oncogênese o fato dela 

fosforilar o fator de splicing proto-oncogênico SF2/ASF. Desse modo, a alta expressão de 

CLK1 nas linhagens de leucemia (superando até os níveis de expressão da quinase SRPK2) 

poderia ser um indício de uma possível relação com a leucomogênese.  

Interessantemente, ao ser observado o gráfico com os valores de quantificação 

relativa, pode ser notado também que a expressão 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 alterações descritas para SRPK2 nesse estudo (seção 4.1) e a 

similaridade de sequencia entre as quinases, seria interessante levantar a seguinte 

questão: será que a maior expressão de SRPK1 nas leucemias seria um mecanismo 

compensatório para as alterações encontradas em SRPK2? Será que, nas leucemias, SRPK1 

poderia desempenhar as funções de SRPK2 como forma de minimizar possíveis danos em 

sua atividade, decorrentes da expressão de isoformas não canônicas? E, além disso, seria 
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a maior expressão dessas duas quinases, bem como de CLK1, um indicativo de uma 

alteração global de mecanismo de splicing na leucemia? 

Com relação à SRPK1 e SRPK2, sabe-se que a homologia entre as duas quinases é 

bastante alta, sendo de 90% a similaridade entre seus  domínios de quinase (Wang et al., 

1998). Além disso, a atividade redundante das duas quinases já foi demonstrada por 

estudos de Koizumi e colaboradores (1999). Foi observado que, em determinados 

momentos do ciclo celular, em que SRPK1 não 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 alterações na estrutura e atividade da proteína, SRPK1, possivelmente, 

exerceria sua função de forma compensatória. E, sendo assim, a quinase SRPK1 

apresentaria-se mais ativa ou mais expressa nessas células a fim de exercer uma dupla 

função.  

São diversas as indagações possíveis de serem formuladas a partir dos dados 

encontrados nesse trabalho. As isoformas de SRPK2 amplificadas a partir do cDNA de 

linhagens leucêmicas e a expressão diferencial das quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 nas 

mesmas linhagens reforçam, ainda mais, a relação entre alterações no mecanismo de 

splicing e a oncogênese. E podem, ainda, ser um indicativo de uma modificação global de 

diferentes genes relacionados ao splicing alternativo em células leucêmicas. Apesar da 

quantidade de conjecturas possíveis a partir dos dados apresentados nesse trabalho, são 

inúmeros os experimentos necessários para analisar e validar a relação dessas quinases 

com a leucomogênese. Apesar disso, os dados encontrados dão indícios promissores e 

animadores sobre o estudo dessas quinases no contexto da leucemia. 

 

4.3. Busca por alterações no splicing global de células ectopicamente expressando o 

fator de splicing SF2/ASF 

Paralelamente à busca por alterações genéticas e de expressão da quinase SRPK2 

em linhagens leucêmicas, foram realizados estudos envolvendo o fator de splicing 

SF2/ASF.  

Apesar da caracterização desse fator como proto-oncogênico por Karni e 

colaboradores (2007) e sua alta expressão em diferentes tipos de tumores sólidos (Karni 

et al., 2007; Ezponda et al., 2010; Anczuków et al., 2012), são escassas as informações 

sobre as isoformas que seriam desreguladas mediante a alteração da expressão de 

SF2/ASF. Diante desse quadro, buscamos nesse trabalho investigar os efeitos da alteração 

de expressão de SF2/ASF no splicing global de células HEK293T, modelo celular bastante 
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usado e consolidado em estudos que envolvem expressão de proteínas recombinantes 

(Thomas & Smart, 2005).  

Como ferramenta de análise do splicing global dessas células foi utilizado o Exon 

Array (Affymetrix GeneChip Exon 1.0 ST), ferramenta capaz de fornecer informações mais 

detalhadas sobre o transcriptoma por focar não só no nível de expressão de um transcrito, 

mas também no seu padrão de splicing alternativo. Essa tecnologia une a vantagem do 

uso do microarranjo, ferramenta poderosa no estudo de mecanismos biológicos por 

possibilitar uma análise high throughput dos transcritos presentes em uma célula, órgão 

ou tecido (Simon, 2009), com a possibilidade de se analisar as isoformas gênicas 

diferencialmente expressas presentes nas amostras estudadas. Sendo assim, alterações na 

expressão gênica em resposta a doenças, tratamentos e medicamentos quimioterápicos, 

que afetam a dinâmica 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 publicações podem ser encontradas 

relacionando eventos de splicing alternativo, detectados pelo uso de Exon Array, com os 

mais diferentes tipos de neoplasias, dentre elas a leucemia e o câncer de próstata (Dolnik 

et al., 2009; Jhavar et al., 2009; Wasim et al., 2010).  

Levando-se em consideração o enfoque desse trabalho em um fator de splicing e 

suas principais quinases ativadoras, a análise por Exon Array mostrou-se uma ferramenta 

metodológica bastante adequada para a avaliação dos efeitos da superexpressão de 

SF2/ASF no splicing global de células HEK293T. 

Como primeira etapa desse experimento foi realizada a superexpressão de SF2/ASF 

em células HEK293T, como mostrado na Figura 18, que traz a confirmação, por Western 

Blotting, da superexpressão desse fator de splicing. Feita a confirmação, o RNA total das 

células HEK293T foi extraído e analisado segundo os parâmetros de qualidade exigidos 

pela Affymetrix (Figura 19), fabricante dos Exon Arrays, possibilitando a síntese do cDNA e 

a hibridização dos chips.  
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Como mostra a Figura 20, a clusterização dos dados de superexpressão indicou que 

o padrão de expressão dos chips experimentais (com superexpressão de SF2/ASF) é mais 

semelhante entre si do que ao grupo controle (células transfectadas com FLAG-vazio), 

permitindo, dessa forma, o prosseguimento das análises dos dados (maiores detalhes 

sobre os passos iniciais do experimento de Exon Array podem ser encontrados na seção 

Materiais e Métodos). 

A análise dos dados de expressão 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 estatísticos e 

formas de apresentação de dados, permitindo uma maior autonomia do usuário durante a 

análise dos dados (Okoniewski & Miller, 2008).  

Na primeira etapa de análise utilizando o Bioconductor, do total de 1,4 milhão de 

probe sets presentes no array, foram obtidas 8.653 probe sets alterados pela 

superexpressão de SF2/ASF que continham um p-value menor do que 0,01. O p-value < 

0,1 foi escolhido como parâmetro de corte inicial para minimizar a quantidade de falsos 

positivos que seriam considerados verdadeiros ao se utilizar um parâmetro 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 estatístico de Benjamini-Hochberg (BH). Esse teste estatístico é utilizado para 

controlar a proporção de falsos positivos dentro de análises múltiplas, ou seja, dentro de 

análises estatísticas que avaliam diversos parâmetros ao mesmo tempo, como é o caso 

das análises envolvendo resultados de arrays.  

Os valores de BH variam de 0 a 1 e, em termos práticos, podem ser considerados 

como a porcentagem de falsos positivos que são toleráveis na análise realizada. A lista de 

8.653 probe sets foi reduzida ao valor de 2.817 probe sets alterados, ao serem retiradas as 

amostras que possuíam um valor de BH superior a 0,2. A Figura 21 traz um esquema 

ilustrativo sobre as análises estatísticas empregadas e o resultado de probe sets 

encontrados alterados a cada restrição.  
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daqueles que foram descritos, não sendo, portanto, exatamente a sequencia descrita 

como afetada por SF2/ASF. Esse dado mostra-se interessante por, possivelmente, 

expandir a atuação de SF2/ASF no splicing de outros genes componentes de mesma 

família dos genes listados na Figura 22 e que não foram analisados pelas publicações 

encontradas no NCBI. 

Ainda com relação à pequena correspondência entre os 14 genes já estudados por 

terem o splicing alterado por SF2/ASF e os genes resultantes da análise dos Exon Arrays, 

vale ressaltar que os dados presentes nas duas listas descritas nesse trabalho 

correspondem apenas à análise gene level dos arrays.  

Na análise gene level são avaliadas as alterações globais de um transcrito, ou seja, 

o valor de expressão de cada probe set é considerado em conjunto. Dessa forma, genes 

cujas alterações de splicing envolvem apenas um ou poucos exons dificilmente estariam 

representados na lista, pela baixa significância que possuiriam na análise gene level (para 

mais detalhes sobre gene e exon level analysis dos Exon Arrays deve-se consultar a seção 

3.13 dos Materiais e Métodos). Sendo assim, os demais genes que não foram indicados na 

intersecção do diagrama de Venn podem ter sido alterados no experimento de Exon 

Array, mas, por uma questão da sumarização dos dados somada a estatística empregada, 

foram cortados na análise gene level. 

Dando prosseguimento a gene level analysis foi realizada a análise das vias e 

processo celulares comprometidos pela superexpressão de SF2/ASF. Para tanto foi 

utilizado o software Metacore™, que permite a anotação de dados de microarranjo em 

vias celulares e vias de processos metabólicos. O diferencial desse software é a curadoria 

manual de suas informações, realizada por um time de especialistas que buscam e 

adicionam informações tão logo ocorra a publicação de novos dados sobre vias, processos 

e interações moleculares (Bugrim, Nikolskaya & Nikolsky, 2004).  

Apesar do Metacore™ permitir tanto a análise dos dados brutos do array quanto a 

visualização de dados já refinados (Nikolsky et al., 2005), optou-se pela utilização do 

software apenas para analisar os dados já refinados com o uso do software Bioconductor, 

minimizando, assim, a quantidade de falsos positivos provenientes da grande quantidade 

de informação fornecida pelo Exon Array. As anotações dos processos biológicos e vias 

foram realizadas com as duas listas (menor e maior) geradas a partir da análise com o 

software Bioconductor.  

As duas listas foram mantidas pela mesma questão de sumarização de dados 

discutida acima. Na gene level analysis todos os valores de probe sets são agrupados em 

um único valor, fazendo com que transcritos cuja alteração de splicing modulada por 

SF2/ASF envolva um ou poucos exons apresentem p-values pouco significativos. Esses 
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É interessante observar que, nas duas listas, são encontrados alterados diversos 

pontos das vias de resposta imune e também de remodelamento do citoesqueleto e 

adesão celular. Para a lista maior, das 10 vias mais significativamente alteradas 5 estão 

relacionadas com a reposta imune e 4 estão relacionadas ao citoesqueleto e adesão 

celular (Figura 24). Já na lista, menor outras vias aparecem como as mais 

significativamente alteradas, porém, ainda permanecem alterações significativas nas vias 

de resposta imune, remodelamento do citoesqueleto e adesão celular. Neste caso, são 

encontradas na listagem do Metacore™ duas vias celulares alteradas para cada um desses 

três processos (Figura 25).  

Vale ressaltar que as alterações de significância encontradas na análise da lista 

menor, possivelmente, tem relação com a redução do número total de dados. Ou seja, ao 

ser diminuído o número total de genes alterados na lista menor, genes de outras vias 

passaram a ter uma significância maior na análise. Fato possivelmente relacionado à 

exclusão de muitos dos genes envolvidos na resposta imune durante o corte estatístico 

que reduziu a lista de 8.653 para 2.817 probe sets alterados.  

 

Figura 24: Representação esquemática das vias significativamente alteradas pela 

superexpressão de SF2/ASF em células HEK293T – dados da lista maior. A figura mostra o 

resultado na análise 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 

classificação dependente do valor de –             As vias que ocupam as primeiras posições na 

classificação representam os processos com mais genes alterados mediante a superexpressão de 

SF2/ASF.  
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Figura 25: Representação esquemática das vias mais significativamente alteradas pela 

superexpressão de SF2/ASF em células HEK293T – dados da lista menor. A figura mostra o 

resultado na análise 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 

classificação dependente do valor de –             As vias que ocupam as primeiras posições na 

classificação representam os processos com mais genes alterados mediante a superexpressão de 

SF2/ASF.  

 

Apesar da análise usando o software Metacore™ ainda ser preliminar e necessitar 
de maior aprofundamento, é interessante observar como os dados preliminares já 

apontam para alterações de vias que se relacionam com o desenvolvimento e progressão 

de neoplasias.  

A estreita relação entre sistema imunológico e câncer vem sendo estudada há anos 

e possibilitou o desenvolvimento de terapias imunológicas feitas com anticorpos 

monoclonais (como o rituximab), mais específicas 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 manutenção do câncer.  

Existem inúmeros indícios que ligam a ocorrência de longos processos 

inflamatórios à facilitação da transformação maligna de células e a progressão do câncer 

(Dunn et al., 2002; Swann et al., 2007). Nesse contexto, o sistema complemento, essencial 

para a ocorrência da resposta inflamatória 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 associação entre desbalanço do sistema imune e o desenvolvimento de neoplasias. 

O complemento é um sistema complexo formado por mais de 30 proteínas de 

membrana e proteínas solúveis (Kolev et al., 2011). Tradicionalmente sua função era a de 

“primeira linha de combate” do organismo, sendo responsável apenas por eliminar 
microrganismos invasivos. Porém, hoje se sabe que sua função é mais ampla, 

compreendendo a complementação de diversos processos biológicos e inflamatórios 

(Ricklin et al., 2010). 

Com relação ao câncer, sempre se acreditou que o complemento desempenhava a 

função de proteção do organismo contra células malignas, já que muitos efetores desse 

sistema foram encontrados na superfície de diversas células tumorais (Ricklin et al., 2010). 

Porém, a partir da publicação feita por Markiewski e colaboradores (2008) uma nova 

perspectiva de atuação do sistema complemento na carcinogênese foi vislumbrada.  

As observações feitas por Markiewski e colaboradores (2008) sugerem que o 

sistema complemento contribui para a manutenção tumoral, participando dos 

mecanismos que levam ao seu crescimento. A molécula chave desse processo seria a 

partícula 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+. Reforçando esses dados está o fato do bloqueio farmacológico do receptor 

de C5a restabelecer o crescimento tumoral a níveis muito próximos daquele produzido 

por drogas anticâncer, como o paclitaxel.  

Apesar da necessidade de novos estudos clínicos sobre a descoberta feita por 

Markiewski e colaboradores (2008), os dados publicados pelo grupo dão consistência à 

visão já aceita de que processos inflamatórios e infecciosos podem provocar ou aumentar 

o crescimento de tumores (Loveland & Cebon, 2008).  

O citoesqueleto, outro componente celular bastante importante para o 

desenvolvimento do câncer, também foi alterado pela superexpressão do fator de splicing 

SF2/ASF, juntamente com processos de adesão celular, como mostram as Figuras 24 (vias 

4, 5, 6 e 8) e 25 (vias 3, 5, 7 e 9).  

O citoesqueleto corresponde à estrutura básica responsável pela morfologia e 

mobilidade das células, sendo composto por microtúbulos, filamentos intermediários e 

filamentos de actina (Jiang, Emonoto & Takahashi, 2009). No contexto do câncer, o 

desbalanço da regulação do citoesqueleto está relacionado com a ocorrência de 

metástase. A metástase corresponde ao fenômeno pelo qual as células cancerígenas, por 

modificação das interações célula-célula e também na sua morfologia, adquirem a 
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capacidade de se desprender do tumor (sítio primário) e se alojar em outra região do 

organismo (sítio secundário), resultando na formação de tumores em locais diferentes do 

sítio primário (Yilmaz & Christofori, 2009). 

A reorganização do citoesqueleto de actina, a alteração das adesões focais (ligação 

da célula à matriz extracelular) e mudanças na resposta ao microambiente são alguns dos 

fatores que facilitam a invasão de tecidos próximos ao câncer e, por fim, a ocorrência da 

metástase (Jiang, Emonoto & Takahashi, 2009). 

Muitas vias de sinalização celular são responsáveis pela modulação do 

citoesqueleto, principalmente aquelas que envolvem ativação por fatores humorais como 

quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas (Jiang, Emonoto & Takahashi, 2009). 

Evidências indicam que a via de sinalização por PI3K/Akt é responsável por promover a 

movimentação de fibroblastos e de células tumorais, apesar de ser desconhecido o 

mecanismo com que a via atua sobre a polimerização 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 interação entre células epiteliais (fenômeno chamado 

de transição epitélio-mesenquimal - alteração chave para a ocorrência de metástase) e no 

mecanismo de migração celular. Enquanto a diminuição de expressão da isoforma Akt1 

estimula a migração de células de câncer de mama e altera dramaticamente sua 

morfologia, a isoforma Akt2 reverte o quadro de conversão morfológica e reduz a 

proliferação das células. Sabe-se ainda que a superexpressão de Akt1 em células de câncer 

de mama leva a fosforilação e posterior degradação do supressor tumoral TSC2, 

possivelmente facilitando a progressão desse tipo de câncer (Jiang, Emonoto & Takahashi, 

2009).  

Apesar dos dados de Exon Array não mostrarem a alteração do splicing de Akt 

(resultado não mostrado), é interessante apontar que a análise das vias celulares 

alteradas pela superexpressão de SF2/ASF mostra diferentes proteínas pertencentes à via 

de PI3K/Akt/mTOR. Foram encontrados com expressão aumentada em relação ao 

controle os RNAms de PDK1, RICTOR e S6K, além da própria actina (a Figura 26 traz 

maiores detalhes sobra a via de PI3K/AKt). 
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Apesar do mecanismo exato de ocorrência dessa ativação ser desconhecido, os 

autores sugerem um mecanismo de ativação indireto, envolvendo o splicing alternativo de 

proteínas ativadoras ou inibidoras da via de mTOR. A favor desse cenário está a 

descoberta feita pelo mesmo grupo da expressão de uma nova isoforma de S6K induzida 

por SF2/ASF (Karni et al., 2008). Segundo os autores, essa nova isoforma, sabidamente 

oncogênica, poderia, em determinado contexto celular e através de feedback positivo, 

ativar a via mTOR.  

Dados mais recentes de Anczuków e colaboradores (2012) somam indícios a esse 

quadro ao apontar que o crescimento elevado de glândulas acinosas, observado em 

células de mama superexpressando SF2/ASF, é dependente da ativação da via de mTOR, 

sendo diminuído em células tratadas com rapamicina, inibidor da via mTOR. 

Apesar de necessitarem de maior aprofundamento e confirmações estatísticas, os 

primeiros resultados obtidos na análise gene level dos efeitos de superexpressão do fator 

de splicing SF2/ASF abrem perspectivas promissoras da sua relação com a oncogênese.  

Apesar de não existirem dados que indiquem a influência direta de SF2/ASF na 

resposta imunológica, muitas das vias alteradas no estudo de Exon Array têm relação com 

a resposta imune, e principalmente com a ativação do sistema complemento. 

Demonstrando uma possível e importante relação entre o splicing modulado por SF2/ASF 

e essa importante via biológica que, sabidamente, tem relação com o desenvolvimento de 

neoplasias. 

Já com relação ao remodelamento do citoesqueleto foram confirmados dados já 

publicados por Karni e colaboradores (2008). E, além disso, foram observadas na análise 

dos resultados do Exon Array alterações de outros componentes da via de Akt/mTOR, 

indicando que, possivelmente, o fator de splicing SF2/ASF tem influência direta nessa via 

por modular o splicing alternativo de seus componentes, hipótese 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 eleição de gene candidatos e a discussão mais aprofundada sobre o comprometimento 

biológico causado pela alteração de expressão de SF2/ASF. Além disso, precisam ser 

realizadas as análises em nível de exon, a exon level analysis, que permitirão a visualização 

das isoformas que são alteradas pela superexpressão de SF2/ASF e, assim, possibilitarão 

um estudo mais aprofundado da influência do splicing alternativo na perda de 

homeostase celular.  
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5. Conclusão e Perspectivas 

Esse trabalho teve como objetivo tentar elucidar a relação entre a maquinaria de 

splicing e o desenvolvimento do câncer, buscando possíveis alterações no fator de splicing 

proto-oncogênico SF2/ASF e nas SR quinases SRPK1, SRPK2 e CLK1 que pudessem se 

relacionar à leucomogênese. 

Foram encontradas duas novas isoformas da quinase SRPK2, isoladas a partir do 

cDNA de diferentes linhagens leucêmicas. Uma das isoformas apresenta a deleção de 

163pb, enquanto a outra possui a retenção parcial de um intron, totalizando a inserção de 

93pb. Essas alterações, em nível de proteína, parecem afetar de forma significativa a 

atividade da quinase SRPK2 por se localizarem em regiões próximas ao seu sítio catalítico. 

Também foi observada a expressão diferencial das SR quinases SRPK1, SRPK2 e 

CLK1 nas diferentes leucemias estudadas, sugerindo um papel particular de cada quinase 

nessas leucemias. Essa análise também indicou a expressão elevada de SRPK1 em relação 

a SRPK2 em grande parte das linhagens, podendo ser um indício da atividade 

compensatória de SRPK1 na presença das isoformas de SRPK2 encontradas nesse estudo. 

Além disso, o quadro de alteração da expressão dessas SR quinases, somado à descoberta 

dessas isoformas, podem ser um indicativo da alteração 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 

relação entre a maquinaria de edição do RNAm e o câncer. A análise gene level indicou 

alterações signifitivas nas vias de resposta imune e de remodelamento do citoesqueleto, 

sendo que esta possui relação já conhecida com o fator SF2/ASF por ele ser responsável 

pelo splicing de componentes da via de Akt/mTOR. 

Como perspectiva desse trabalho, pretendemos quantificar a expressão das 

isoformas encontradas em linhagens leucêmicas e em células de pacientes, buscando uma 

correlação entre sua expressão e características biológico-clínicas da leucemia. Além disso, 

pretendemos realizar estudos funcionais com as isoformas de SRPK2 e também com as 

quinases SRPK1 e CLK1, tentando elucidar o possível papel dessas proteínas e das 

alterações encontradas na leucomogênese.  

Já com relação ao experimento de Exon Array, é necessária a confirmação dos 

resultados obtidos na análise gene level e a realização da análise exon level dos dados, 

permitindo visualizar os eventos de splicing alterados pela superexpresão de SF2/ASF. E, 

dessa forma, possibilitar o maior esclarecimento sobre o mecanismo pelo qual esse fator 

de splicing se relaciona com o câncer.  
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