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Resumo

A Sindrome de Down (SD) é a aneuploidia mais frequente e a principal causa
de retardo mental na populagdo humana. Os portadores apresentam, além das
caracteristicas faciais e dermatoldgicas tipicas, cardiopatias e anomalias
imunoldgicas, gastrointestinais e endocrinas. Ha também um risco de
desenvolvimento de leucemia 20 vezes maior que o normal em criancas portadoras
da sindrome. Embora essa anomalia seja principalmente resultante da trissomia do
cromossomo 21, ha casos em que apenas uma regiao deste aparece em ftriplicata.
Esses casos permitiram mapear uma regido critica comum a todos os portadores da
sindrome. O gene DSCRZ2, localizado na Regidao Critica da Sindrome de Down 2
(DCR-2), codifica uma proteina de 32,8 kDa rica em leucina e composta de uma alta
porcentagem de residuos hidrofébicos. Experimentalmente, pouco se sabe sobre as
caracteristicas desta proteina, mas muitas possibilidades foram levantadas
baseadas em sua seqliéncia de aminoacidos. Neste trabalho, foi estudada a
localizagdo subcelular da proteina DSCR2 em células de mamiferos. Estudos
anteriores propuseram que a DSCR2 atuaria como uma proteina integral da
membrana plasmatica. Entretanto, em experimentos com células de mamiferos, nés
observamos a proteina DSCR2 no reticulo endoplasmatico das células. Formas
truncadas, construidas com o intuito de entender esta distribuicdo celular da DSCR2,
apresentaram o mesmo padrao de fluorescéncia da proteina integra. Este resultado
nos levou a concluir que esta proteina ndo esta inserida na membrana do reticulo
endoplasmatico, uma vez que a auséncia dos dominios transmembranas preditos
ndo alterou a sua distribuigdo subcelular. Desta forma, nos sugerimos que a DSCR2
se localiza associada ao reticulo endoplasmatico ndo como uma proteina integral de
membrana, mas por algum tipo de interac&o indireta com a membrana ou com

outras proteinas.
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Abstract

Down Syndrome (DS) is the major cause of mental retardation with a high
incidence among human beings. Main features in DS include facial and
dermatological features, congenital heart defects as well as immunological,
gastrointestinal and endocrine abnormalities. Among a variety of cancer, a 20 fold
increased risk of developing leukemia in younger people and an increased risk of
testicular cancer is noticeable in DS patients. Most DS patients carry a complete
trisomy of chromosome 21, but patients carrying a partial trisomy have also been
observed. Analyses of partial trisomy of chromosome 21 have helped determining
the minimal regions potentially associated with DS features. The DSCR2 gene
located in the so-called Down Syndrome Critical Region 2 (DCR-2) codes a 32.8-kDa
leucine-rich protein comprised of 34% hydrophobic amino acid residues. Little is
known about the DSCR2 protein characteristics but many assumptions have been
made according to in silico predictions. In this work, we used immunocytochemical
and fluorescence assays to investigate the subcellular location of the protein
encoded by the DSCR2 gene in transfected cells. It was previously suggested that
DSCR2 was located in the plasma membrane as an integral protein. Interestingly, we
observed this protein in the endoplasmic reticulum of cells. We also studied whether
the location of DSCR2 truncated forms had different subcellular distribution and our
observations indicate that it is probably not inserted in inner membranes once the
fragments lacking the predicted transmembrane helices remained in the ER. We
suggest that DSCR2 is located in the cytoplasmic side of endoplasmic reticulum by

indirect interaction with the ER membrane or with another protein.
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I. INTRODUGAO

1.1. A Sindrome de Down

A cento e trinta e sete anos atras, John Langdon Down publicou a primeira
descrigcao clinica do que seria a Sindrome de Down (SD) (Down, 1866). Entretanto,
somente em 1959, Lejeune e colaboradores confirmaram que a Sindrome de Down
é resultado de uma aneuploidia genética caracterizada pela presenca de trés cépias
do cromossomo 21 (CH21) no genoma do portador (Lejeune et al., 1959).
Atualmente, sabe-se que a Sindrome de Down é a anomalia genética mais frequente
na populacdo humana, afetando 1 em cada 700 nascimentos (Epstein, 1995). A
partir dos 35 anos de idade da méae, a tendéncia deste risco é de aumentar, podendo
atingir 1 em cada 50 nascimentos em maes com 43 anos (Vogel et al., 1997).

Através do uso de marcadores moleculares, foi observado que em 68% dos
casos, 0S erros que originam a trissomia do cromossomo 21 ocorrem durante a
meiose materna. Esses estudos também demonstraram que uma proporgao
significante das nao disjun¢des durante a meiose | materna estdo associadas a uma
falha na recombinacao cromossémica. Ha também erros que sdo de origem meidtica
paterna (6,8%) e de origem mitética pds-zigodtica (5,5%). (Antonarakis et al., 1991,
1992, 1993; Sherman et al.,1991, 1994; Yoon et al.,1996 e Lamb et al., 1997).

A Sindrome de Down é associada a uma grande variedade de caracteristicas
fenotipicas consequentes da ma formagado durante o desenvolvimento. Dentre as
principais, retardo mental e hipotonia neonatal sdo as unicas comuns a todos os
casos relatados (Korenberg et al., 1992). Individuos portadores podem ainda exibir
cardiopatias, anomalias gastrointestinal e enddcrina, deficiéncias imunoldgicas,
baixa expectativa de vida, além de algumas caracteristicas dermatolégicas e faciais
diagnosticaveis logo apdés o nascimento como: face achatada, fendas palpebrais

obliquas, orelhas pequenas e displasicas e prega palmar horizontal Unica. Em
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adicdo, portadores apresentam um elevado risco de desenvolvimento da doenca de
Alzheimer (Epstein, 1986).

A incidéncia de tumores em portadores da sindrome nao é estatisticamente
diferente do esperado. Entretanto, é notada uma diferenga quanto a distribuicdo dos
tipos de cancer e uma incidéncia de leucemia aproximadamente 20 vezes superior
ao da populagdo normal (Hill et al., 2003). A associagdo com leucemia parece
decrescer com a idade (Hasle et al., 2000). A elevada incidéncia de leucemia em
portadores de SD tem sido associada a presenga de alguns genes no cromossomo
21 que participariam do fendtipo de células leucémicas. Entre eles, destaca-se o
gene que codifica o fator de transcricdo AML1, envolvido em 25% dos casos de
leucemia linfocitica aguda (ALL) e 15% dos casos de leucemia mieldide aguda
(AML) (Yang et al., 2002). Em adigao, a expressao do fator de metastase e invaséo
tumoral (TIAM1), codificado no cromossomo 21, € aumentada em portadores
leucémicos (Yang et al., 2002). Outros tipos de tumores, como céncer de testiculo,
sdo registrados com uma frequéncia maior do que a esperada para a populagao
normal. Embora este aumento ndo seja muito significante, foi demonstrado que 63-
90% dos tumores de testiculo ndo seminomatosos apresentam um ganho da regido
21q, sugerindo que a expresséo de genes no CH21 deve influenciar a predisposi¢céo
ao cancer (Hill et al., 2003).

Atualmente, os esforgos para se entender as consequéncias do desbalango
génico resultante da trissomia do CH21 tém se concentrado nos estudos funcionais
e na identificacdo de novos genes potencialmente envolvidos com a SD.
Recentemente, estudos de expressao utilizando camundongos modelos de SD
demonstraram que algumas proteinas que afetam o desenvolvimento e a
degeneragdo neural, incluindo proliferagdo e viabilidade celular, sdo expressos

diferencialmente em cérebros de camundongos (Antonarakis, 2001).



Recentemente, um estudo da expressao dos genes do CH21 revelou que os
niveis dos RNAm correspondentes aparecem elevados durante o desenvolvimento
cerebral (Mao et al., 2003). Entretanto, ha muitas divergéncias quanto a idéia de que
a trissomia do CH21 resultaria em uma super-expressao dos genes presentes neste
cromossomo e que este fato contribuiria para a Sindrome de Down. Assim, ha duas
hipéteses para explicar como a trissomia do cromossomo 21 resulta na Sindrome de
Down: (1) a simples presenga de trés copias, ao invés de duas, de alguns dos
aproximadamente 330 genes do CH21 contribuiriam para o complexo fendtipo da
sindrome; (2) os produtos destes genes agiriam direta ou indiretamente através de
processos que afetam a expressdo de outros genes ou produtos génicos
(Antonarakis et al., 2001). E possivel que o mecanismo responsavel pela ocorréncia
da SD s6 seja clarificado quando os estudos completos do CH21, incluindo a

identificacdo dos genes presentes e seus estudos funcionais, forem elucidados.

1.2. O cromossomo 21

O cromossomo 21 (Figura 1.2) representa aproximadamente 1 a 1,5% do
genoma humano (Hattori et al., 2000). Apesar de representar uma parte muito
pequena do genoma, os esforgos em se obter informagdes sobre a constituicdo do
cromossomo 21 sao devidos principalmente a sua participacao no fendtipo da
Sindrome de Down.

Com o fechamento da sequéncia completa do cromossomo 21 por Hattori e
colaboradores em 2000, foram mapeados 225 genes, que correspondem a 33,8 Mb
sendo que apenas 3% da sequéncia do CH21 codifica proteinas (Antonarakis,
2001). Atualmente, este numero aumentou e ja foram identificados 165 genes de
sequéncia conhecida, 150 “tags” de sequéncias expressas (EST) e 14 genes

preditos (Roizen et al., 2003).
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Além da densidade génica relativamente baixa do cromossomo 21,
consistente com a observacao de que essa € uma das poucas aneuploidias viaveis
em humanos (Hattori et al., 2000), ha uma grande variagdo dessa densidade no
braco longo do CH21 (21q). Na sua parte distal foram identificados 167 genes
enquanto que na parte proximal 58, sendo notavel uma regido nessa parte proximal
de 7Mb com apenas 7 genes (Antonarakis, 2001). Uma analise mais detalhada
deste conteudo mostrou que ha alguns grupos de genes no CH21 envolvidos na
mesma via metabdlica ou sistema biologico (Roizen et al., 2003). Dentre estes,
aparecem genes relacionados a disfungédo mitocondrial e geragdo de energia, e um
grupo que codifica enzimas do metabolismo de folato. Estes ultimos poderiam
exercer influéncia sobre controle da expressédo génica (Roizen et al., 2003). Genes
relacionados ao desenvolvimento cerebral também foram mapeados no CH21

(Capone, 2001 e Roizer et al., 2003).



1.3. A definicdo de uma regiao critica da Sindrome de Down

A principio acreditava-se que a Sindrome de Down era causada somente pela
trissomia total do cromossomo 21, isto é, individuos portadores deveriam apresentar
uma cépia extra deste cromossomo no seu genoma. Estes casos representam 95%
dos casos de trissomia do CH21 e resultam de nao disjungdes cromossOmicas
durante a divisdo celular (Antonarakis, 1998). Nos 5% dos casos restantes, a SD
esta associada a duplicagdes de pequenas regides do brago longo do cromossomo
21 resultantes de translocagbes. As mais comuns sao t(14; 21) e t(21; 21) e
demonstram ocorrer com maior frequéncia durante a meiose materna. Estes casos
caracterizam a trissomia parcial do CH21 (Korenberg et al., 1994).

O cromossomo 21 apresenta 37 Mb preenchendo o brago longo (21q), o que
representa aproximadamente 1% do genoma humano (Antonarakis, 1998). O braco
pequeno do cromossomo 21 (21p), que é similar ao de quatro outros cromossomos
acrocéntricos, ndo demonstra estar associado as caracteristicas da Sindrome e
trissomias parciais resultantes de translocagdes t(21;21) em que este brago é
deletado nao diferem de trissomias totais (Antonarakis, 1998). Com esta informacao,
os esforgcos na identificagdo e caracterizagcao de genes que possam estar envolvidos
na Sindrome de Down se concentram na regido 21q.

Devido ao tamanho do fragmento translocado, alguns casos de trissomia
parcial ndao sao detectados pelas técnicas de bandamento cromossdmico
convencionais. A localizagcdo desses pequenos fragmentos do CH21 que se
apresentam em triplicata em portadores de SD com numero dipléide normal (2n=46)
pdde ser realizada devido ao uso de marcadores moleculares e estudos
correlacionando fendtipo e gendtipo do portador. Esse fato possibilitou a
investigacao de uma regido minima do cromossomo 21 que estaria relacionada ao

fen6tipo anédmalo da Sindrome de Down e muitos estudos vem sendo feitos para



assinalar as caracteristicas fenotipicas observadas a determinadas regides do
CH21.

A principio acreditava-se que toda a regido 21922 estaria envolvida com a
Sindrome. Atualmente, € sabido que a regido critica € menor, e que o marcador
molecular D21S55 esta localizado préximo aos genes responsaveis pelas
caracteristicas comuns aos portadores (Rahmani et al., 1989; Epstein et al., 1991 e
Fuentes et al., 1995).

O estudo de pacientes com trissomia parcial que apresentam diversas
caracteristicas da SD permitiu mapear duas regiées sobrepostas da regiao distal do
brago longo do cromossomo 21, a DSCR e a DCR-2 (Figura 1.3). Primeira a ser
mapeada, a Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR) foi definida como
aproximadamente 4 Mb entre os marcadores D21S17 e ETS2 (Antonarakis, 1998) e
0s genes localizados nessa regido estariam relacionados com retardo mental,
hipotonia muscular, crescimento retardado e hiperlaxia de jungdes, além de oito
caracteristicas dermatolégicas e faciais. A Regido Critica da Sindrome de Down-2
(DCR-2) estaria localizada entre os marcadores D21S55 e MX1, e incluiria os genes
responsaveis por seis caracteristicas dermatoldgicas e faciais além de, em alguns
casos, demonstrar estar associada a cardiopatia e retardo mental (Korenberg et al.,
1992) e estenose duodenal (Vidal-Taboada et al., 1998).

Entretanto, a idéia de regides unicas responsaveis por todas as caracteristicas
da Sindrome de Down ndo é totalmente aceita. Ja foram reportados casos de
portadores que apresentam, em ftriplicata, fragmentos da parte proximal do 21q,
porcdo mapeada fora da regido critica, e que apresentam algumas das
caracteristicas dermatoldgicas e faciais, micro-encefalia, estatura baixa, hipotonia e

retardo mental (Korenberg et al., 1994).
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Dessa maneira, ainda nao foi possivel delimitar regides do CH21
responsaveis por todas as caracteristicas da SD. Devido a participacao de varios
genes fora das regides envolvidas no fendtipo da anomalia, faz-se necessario um
estudo mais amplo, que englobe um maior nimero de casos, para que seja feito um
mapeamento completo do fendtipo e clarifique a implicagdo dos genes do CH21 na

Sindrome de Down.

1.4. O gene DSCR2

Em 1998, Vidal-Taboada e colaboradores identificaram e caracterizaram um
gene na Regido Critica da Sindrome de Down 2 (DCR-2), o qual foi nomeado
DSCR2. Baseado na abundéncia do aminoéacido leucina em sua sequéncia (10%),
este gene recebeu o nome oficial de c21-LRP (“‘chromosome 21 leucine rich
protein”). Mapeado entre os marcadores D21S343 e D21S268 do CH21, o DSCR2

possui 1080pb e é composto por 7 éxons e 6 introns. Sua fase aberta de leitura é



constituida por 867pb que codificam uma proteina de 288 aminoacidos e 32,8 kDa.

E importante ressaltar que todas as referéncias feitas a esse gene neste trabalho

utilizaréo a sigla DSCR2.

Basicos

Acidos Hidrofdbicos

Polares

Figura 1.4.1: Analise da
seqUéncia de aminoacidos da
proteina DSCR2.

De acordo com a sequéncia de
aminoacidos  codificados, 34% da
proteina DSCR2 €& composta de
aminoacidos hidrofébicos, 32% polares,
12% bésicos e 12% 4acidos, sendo o
dominio  amino-terminal  (N-terminal)
levemente basico e o carboxi-terminal (C-

terminal) levemente acido (Figura 1.4.1).

No quadro abaixo, pode-se observar a sequéncia da proteina DSCR2. Os

aminoacidos hidrofébicos estdo em negrito. A primeira regido sublinhada

corresponde ao dominio SH2 predito, enquanto que as outras duas regides

sublinhadas correspondem aos possiveis dominios transmembranas sugeridos por

Vidal-Taboada (1998).

MAATFFGEVV KAPCRAGTED EEEEEEGRRE TPEDREVRLQ LARKREVRLL

RRQTKTSLEV SLLEKYPCSK FIIAIGNNAV AFLSSFVMNS GVWEEVGCAK

LWNEWCRTTD TTHLSSTEAF CVFYHLKSNP SVFLCQCSCY VAEDQQYQWL
EKVFGSCPRK NMQITILTCR HVTDYKTSES TGSLPSPFLR ALKTQNFKDS

ACCPLLEQPN IVHDLPAAVL SYCOQVWKIPA ILYLCYTDVM KLDL/TVEAF

KP/LSTRSLK GLVKNIPQST EILKKLMTTN EIQSNIYT

Poucas caracteristicas da proteina DSCR2 ja foram reveladas empiricamente,

mas muita informacao foi levantada de acordo com predigbes in silico (Vidal-



Taboada et al., 1998). A analise da sequéncia de aminoacidos da DSCR2 através do

programa PSORTII, disponivel em <http://psort.nibb.ac.jp/form2.html>, ndo detectou

sinais para localizagdo da proteina em organelas celulares especificas e atribuiu
69,6% de probabilidade a uma localizagdo citoplasmatica da DSCR2, e uma
probabilidade menor (17,4%) de localizar-se na mitocondria. Em adigéo,
comparando a seqliéncia da DSCR2 com bases de dados de motivos de proteina foi
detectado um dominio SH2 entre os aminoacidos 36 e 42 da proteina.

Ainda baseando-se em analises in silico, Vidal-Taboada e colaboradores
predisseram a existéncia de duas hélices transmembrana na sequéncia da DSCR2
(Figura 1.4.2). Estes dominios, localizados entre os aminoacidos 72-92 e 217-237,
levaram a formulacdo de dois modelos hipotéticos. No primeiro, a proteina possuiria
apenas um dominio transmembrana (TM) e sua porgdo N-terminal se localizaria no
citoplasma. O segundo modelo aponta dois dominios TM. Neste caso, as por¢oes
amino e carboxi terminais estariam localizadas no compartimento intracelular e a

regido entre os TM estaria localizada extracelularmente.

™ 1 ™ 2
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72-89 218-237
1 288

Figura 1.4.2: Desenho esquematico da proteina DSCR2 demonstrando a provavel
localizagdo dos dominios transmembrana (TM) de acordo com a sequéncia de
aminoacidos predita.

A homodloga da proteina DSCR2 em camundongo apresenta 85,4% de
identidade e 96,9% de similaridade com a DSCR2 humana, o que indica uma
provavel fungdo conservada em mamiferos (Vidal-Taboada et al., 2000). Analise das

proteinas DSCR2 humana e de camundongo utilizando o software Propsearch,
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disponivel em <http://embl-heideberg.de/prs.html> detectou certa similaridade com

proteinas implicadas em transdugdo de sinal e controle do ciclo celular (Vidal-
Taboada et al., 2000).
Um estudo da expressdo in silico usando o programa BLASTn, disponivel

em<(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast> demonstrou que a proteina DSCR2 ¢&

expressa durante todos os estagios embrionarios de camundongo (Vidal-Taboada et
al., 2000) (Figura 1.4.3). Adicionalmente, anadlises da expressdo do DSCR2 em
diferentes linhagens celulares humanas demonstraram que a sua expressao é maior
em células que possuem alta taxa de proliferagcdo celular, como as linhagens
tumorais Jurkat, Raji, HL60 e Hela (Vidal-Taboada et al., 2000). Também foi
demonstrado empiricamente que quando células Jurkat e T98G sdo induzidas a
proliferacédo celular, o nivel de expressao da DSCR2 aumenta. Por outro lado, se a
divisdo celular ¢é inibida, estes niveis diminuem. Esta correlacdo com proliferacao
celular também ¢é evidenciada pela alta incidéncia da proteina DSCR2 em
hepatocarcinoma enquanto que ha pouca expressdo em hepatdcitos normais (Vidal-
Taboada et al., 2000). Recentemente, em um trabalho que relata o aumento de
expressao dos genes do CH21 durante o desenvolvimento cerebral, Mao e
colaboradores demonstraram que o nivel de RNAm do gene DSCR2 aparece
notavelmente elevado em amostras cérebro fetal e linhagens celulares derivadas de

cérebro fetal (Mao et al., 2003).
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Figura 1.4.3: Resultado da analise de expressdo da DSCR2 feita por Vidal-Taboada
e colaboradores. No primeiro grafico, esta ilustrada a analise feita nos diferentes
estagios embrionarios. No segundo, a analise feita em diferentes tecidos. (Adaptado
de Vidal-Taboada et al., 2000).
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1.5. Localizagao subcelular de proteinas
1.5.1. A célula eucariota

A célula eucariota apresenta-se organizada em diferentes compartimentos
celulares (Figura 1.5.1). Estes compartimentos diferem em sua estrutura e fungao,
incluindo nas proteinas que os compdem. Os estudos da localizagcao de proteinas
nos compartimentos subcelulares podem ser utilizados como uma ferramenta inicial
do estudo da proteina e seu papel celular, assim como para direcionar e facilitar os
estudos funcionais posteriores.

As células apresentam um vasto sistema de membranas, que inclui a
membrana plasmatica e as membranas intracelulares. Estas membranas sao
essenciais para o isolamento dos componentes celulares em relacdo ao meio
extracelular e para separar os eventos intracelulares entre si. Cada compartimento
celular possui um papel definido no crescimento e metabolismo celular, e
consequentemente, proteinas com fungdes especificas Kotyk et al., 1988).

A membrana plasmatica exerce diversas fungdes, que vao desde a interagao
com a matriz extracelular e a manutenc¢ao da polaridade da célula até a participacéo
em mecanismos de transducéo de sinal.

O reticulo endoplasmatico (RE) representa, na maioria dos tipos celulares, o
maior sistema interno de membranas celulares. Frequentemente, o RE forma um
grande sistema de vesiculas achatadas e conectadas entre si e com a membrana
nuclear, se estendendo citoplasma adentro (Teasdale et al.,1996). Além de participar
da sintese e enovelamento de proteinas, o RE tem sido muito estudado quanto a
sua participagdo em processos de sinalizagao celular (Berridge, 2002). O RE pode
ser encontrado em duas formas nas células eucariotas: o reticulo endoplasmatico
liso (REL) e o reticulo endoplasmatico rugoso (RER). No REL ocorre a sintese de

acidos graxos e fosfolipidios e sao encontradas muitas enzimas de fungao celular
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importante. Na maioria das células, o REL representa uma pequena parte do reticulo
endoplasmatico. O RER é assim chamado pois sua superficie apresenta-se coberta
por ribossomos, onde ocorre a sintese de muitas proteinas (Lodish, et al., 2000).
Embora todas as células eucariotas devam apresentar RER para a produgédo de
proteinas especiais, como as que compdem a membrana plasmatica e as proteinas
da matriz extracelular, sdo nas células especializadas em secrecado de proteinas

onde os RER s&o mais abundantes (Kotyk et al., 1988).
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Figura 1.5.1: llustragdo de uma célula animal. As setas indicam as vias de transporte
de proteinas no interior da célula. (Fonte: Lodish et al., 2000)
1.5.2. A sintese e o enderegamento de proteinas

A sintese de proteinas se inicia nos ribossomos livres presentes no citosol.
Entretanto, algumas proteinas terminam a sua sintese junto a membrana do RER
(Figura 1.5.2). Estas proteinas geralmente apresentam uma sequéncia sinal de
enderecamento para o RE, composta principalmente por residuos hidrofébicos,
localizada na extremidade N-terminal da sua sequéncia de aminoacidos (van Vliet et
al., 2003).

Uma proteina conhecida como Particula Reconhecedora de Sinal (SRP) é

capaz de reconhecer e se ligar a esta seqiéncia sinal na proteina que esta sendo
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sintetizada no ribossomo. Simultaneamente, a SRP se liga ao ribossomo e pausa a
sintese desta proteina até que o complexo SRP-proteina-ribossomo alcance a
membrana do RE. Uma vez em contato com a membrana do RE, o complexo SRP-
proteina-ribossomo se liga a uma proteina receptora (Receptor de SRP) e ao
complexo protéico Sec61p localizados na membrana do RE, e a sintese é re-
iniciada. A partir dai, um complexo de proteinas transmembranas se encarrega de
direcionar a cadeia que esta sendo sintetizada em direcdo ao lumen do RE através
de um canal denominado Translocon. Conforme o N-terminal da proteina, e
consequentemente a sequéncia sinal, entra no lumen do RE, a sequéncia sinal é
geralmente clivada por uma enzima denominada peptidase sinal (van Vliet et al.,
2003) e o posterior enovelamento do recém formado polipeptidio € auxiliado por
muitas chaperonas presentes no lumen do RE (Lodish et al., 2000).

Algumas proteinas possuem um mecanismo de retengao no préprio reticulo
endoplasmatico que evita que estas deixem o RE e sigam para outros
compartimentos. O mecanismo pelo qual estas proteinas sdo mantidas no RE ainda
nao é totalmente conhecido. Acredita-se que algumas proteinas se mantém no RE
apés a oligomerizacdo e exclusdo destas proteinas das vesiculas que as
transportariam para fora do RE (Teasdale et al., 1996).

Algumas proteinas transmembranas, quando estdo sendo sintetizadas,
atravessam o translocon da mesma forma que ocorre com as proteinas da via de
secregdo. Entretanto, além da sequéncia sinal da sintese associada ao RE comum a
ambas, estas possuem uma sequUéncia de retencdo capaz de parar o transporte
através do translocon até que a proteina seja completamente sintetizada. Apos a
clivagem da sequéncia sinal e o término da sintese, a proteina se move lateralmente
e utiliza o dominio de retengéo, que também atua como hélice transmembrana, para

se manter na membrana do RE.
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Outras proteinas possuem um dominio que ao mesmo tempo atua como uma
sequéncia sinal para o RE e um dominio de ancoragem. Este dominio ndo é clivado
e apos o término da sintese atua como uma hélice transmembrana. Neste caso, a
orientagdo destas proteinas na membrana do RE dependera dos residuos
adjacentes ao dominio transmembrana. Geralmente, a regido flanqueadora do TM
que possui o maior numero de aminoacidos positivamente carregados permanece

voltado para o citosol (Kotyk et al., 1988).
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Figura 1.5.2: Esquema da sintese de proteinas e translocagédo simultadnea para o RE
através do translocon. (Fonte: Lodish et al., 2000)
1.5.3. O transporte das proteinas através das membranas intracelulares

ApoOs a sintese, as proteinas que atingem o lumen do RE e sdo corretamente
enoveladas sdo direcionadas para o seu local de atuagdo ou seguem a via de
secregao celular (Figura 1.5.3). As proteinas sintetizadas no RE sao exportadas em
vesiculas de transporte formadas em regides diferenciadas do RER livres de
ribossomos. Estas vesiculas de transporte se fundem para formar uma rede tubular
de vesiculas denominada Compartimento Intermediario RE-Golgi (ERGIC). A regiao
periférica do ERGIC dara origem a rede cis-Golgi (van Vliet et al.,, 2003), que
consequentemente fara parte do complexo de Golgi. Neste compartimento, as

proteinas secretoras continuam a serem transportadas por este sistema de vesiculas
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que culminara com seu transporte para um local especifico na célula ou para o meio
extracelular.

Uma vez nas vesiculas da via de secrecdo, as proteinas tomam rumos
diversos. As proteinas que sao destinadas a compartimentos subcelulares
especificos, como algumas proteinas do RE e as de membrana plasmatica, séo
exportadas do RE em vesiculas similares. Muitos fatores determinam a direcdo do
transporte das vesiculas na via de secrecao. Por exemplo, na via de secrecdo
celular, as vesiculas de transporte que carregam as proteinas sao recobertas por
proteinas denominadas COPII, enquanto que as vesiculas que carregam proteinas
do Golgi para o RE sao recobertas por COPI (van Vliet et al., 2003). O carregamento
destas proteinas em vesiculas de diferente composicao protéica é determinada pela
sequéncia da proteina que sera carregada.

Proteinas que sdo destinadas a compartimentos subcelulares especificos
dependem de um sinal de localizagao para que cheguem ao seu destino. Este sinal
determinara qual vesicula carregara a proteina ao seu destino. No caso de proteinas
da membrana plasmatica, diversos sinais de enderecamento foram identificados.
Geralmente, as proteinas de membrana plasmatica sédo segregadas no
compartimento Trans-Golgi e carregadas em vesiculas de transporte (van Vliet et al.,
2003) em direcao aos dominios apical e basolateral. Para que este mecanismo
ocorra, as proteinas apresentam sinais especificos de enderegamento para os
diferentes dominios. Alguns dos sinais de membrana apical podem estar localizados
dentro da sequéncia de ancoragem da proteina na camada lipidica da membrana.
Entretanto, embora o encaminhamento e reciclagem das proteinas da membrana
plasmatica sejam essenciais, 0s mecanismos de reten¢ao da proteina ancorada na

membrana também s&o muito importantes.
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Assim como as proteinas de membrana plasmatica, as proteinas de reticulo
endoplasmatico possuem sinais de localizagao subcelular. As soluveis, isto €, que se
mantém no lumen do RE geralmente apresentam um dominio conservado entre
eucariontes composto de um tetrapeptideo carboxi-terminal de sequéncia KDEL ou
HDEL (fungos) (Pelham, 1995; Jackson et al., 1993). O motivo K/HDEL é necessario
para ligagdo de uma proteina receptora chamada Erd2 e seu re-encaminhamento
para o RE (van Vliet et al., 2003).

Existem dois tipos de proteinas que compdem a membrana do RE. As
proteinas transmembrana de tipo | (Numen-Cecitosol) N@ Maioria das vezes possuem
uma sequéncia sinal composta de dois residuos de lisina chamada de motivo KKXX
ou di-lisina e que é responsavel pelo re-encaminhamento da proteina ao RE
(Pelham, 1995). Foi demonstrado que o motivo KKXX deve estar localizado na
extremidade carboxi-terminal, mais especificamente entre os ultimos cinco residuos
da extremidade da proteina, para que seja possivel interagir com as vesiculas
cobertas por COPI (Teasdale et al., 1996). Proteinas transmembrana de tipo Il
(Ncitoso-Clumen) residentes no RE possuem um motivo diferente do presente nas
proteinas transmembranas do tipo I. Este motivo € composto por dois residuos de
arginina na extremidade N-terminal da proteina e foi chamado de motivo XXRR ou
di-arginina (van Vliet et al., 2003). Estas proteinas também s&o transportadas em
vesiculas cobertas por COPI de volta para o RE (Pelham, 1995). Ainda existem
algumas proteinas de tipo Il que possuem ambos os motivos KKXX e XXRR na sua
sequéncia, ou ainda que possuem além do motivo XXRR, o motivo H/KDEL comum
as proteinas soluveis do RE (Teasdale et al., 1996).

Entretanto, muitas proteinas da membrana do RE ndo possuem estes motivos
di-basicos no seu dominio citoplasmatico, necessitando assim de outros

mecanismos para seu re-encaminhamento ao RE. Um mecanismo alternativo
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utilizado por estas proteinas é a formagdo de complexos com outras proteinas que,
por sua vez, possuem os motivos di-lisinas, como ocorre com as riboforinas | e Il. Ha
também proteinas que possuem motivos alternativos na sua seqiiéncia que ainda
nao foram identificados. Alguns destes motivos ja foram descritos, como o motivo
presente no citocromo P-450 e s&o tipicamente maiores e menos discretos que os

motivos di-basicos (Teasdale et al., 1996).

Figura 1.5.3: llustracdo da via de transporte de proteinas pelas membranas
intracelulares. (Fonte: van Vliet et al., 2003).
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1.5.4. Proteinas de membranas

Existem dois tipos de proteinas que podem estar associadas a membranas
celulares: proteinas periféricas e proteinas integrais. Proteinas periféricas de
membrana n&o interagem diretamente com a camada fosfolipidica. Elas se mantém
ligadas indiretamente a membrana por interacdo com proteinas integrais da
membrana ou com grupos polares dos lipideos presentes na membrana. Um
exemplo de proteina periférica de membrana é a quinase C, que apresenta um papel
importante na transducao de sinal da face citosdlica da membrana plasmatica para o
citosol (Kotyk et al., 1988).

As proteinas integrais de membrana apresentam um ou mais segmentos
imersos na camada fosfolipidica que interagem com os acidos graxos ancorando a
proteina na membrana. Estas proteinas podem estar atravessando a membrana
celular da qual fazem parte. Tais proteinas transmembranas possuem um ou mais
dominios transmembranas compostos de 20 ou mais residuos de aminoacidos
altamente hidrofébicos que interagem com os lipideos da camada fosfolipidica
(Lodish et al., 2000). Provavelmente, interagcdes ibnicas das proteinas com os
grupos polares dos fosfolipideos também contribuem para a estabilidade da proteina
transmembrana. O tipo e grau de interagdo da proteina com a membrana sao
determinados pela sua estrutura primaria e secundaria. O arranjo em a-hélice
permite a formagdo do maior numero de pontes de hidrogénio possivel da
membrana com a proteina e, combinada com a hidrofobicidade, favorece uma forte
interac&do das proteinas integrais com a camada fosfolipidica.

Por outro lado, algumas proteinas possuem apenas uma regido que atua
como um motivo de ancoragem da proteina na membrana, e esta fica parcialmente

submersa na camada fosfolipidica. Um exemplo sdo as proteinas que se ligam a
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membrana através de um glicosilfosfatidilinositol (GPI). Estas possuem um sinal na
sua extremidade C-terminal que direciona a ligagdo do GPI na proteina (Low, 1989).

A maioria das proteinas transmembranas que residem no reticulo
endoplasmatico possuem apenas uma hélice transmembrana (TM) inserindo a
proteina na camada fosfolipidica. Estas proteinas podem estar orientadas na
membrana de duas maneiras e esta caracteristica depende do tamanho e
composi¢cao do dominio transmembrana e dos residuos hidrofilicos que flanqueiam
este dominio. Dominios transmembrana com mais de 20 residuos tendem a adotar a
orientagdo Niumen-Coitosol €Nquanto que a orientagdo oposta € preferida por proteinas
com segmentos hidrofébicos menores (Kotyk et al., 1988). Outros mecanismos
permitem a orientacdo Niymen-Ceitosol das proteinas do reticulo endoplasmatico, como
€ 0 caso dos sinais de re-encaminhamento no transporte retrogrado de proteinas do
Golgi para o RE.

Analises in silico sao primeiramente utilizadas para indicar um possivel
mecanismo de enderegamento protéico a determinado compartimento celular e,
inclusive, retencdo da proteina em compartimentos membranosos. Embora este tipo
de analise seja muito elucidativo, muitos novos mecanismos estdo constantemente
sendo descobertos e as analises experimentais sdo essenciais para a
caracterizagdo de uma determinada proteina.

Assim, neste trabalho fazemos uso das duas abordagens para estudar a
localizacdo de uma proteina chamada DSCR2. Como pouco se sabe sobre esta
proteina, uma analise inicial in silico é utilizada para fortalecer as abordagens

experimentais.
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Il. OBJETIVOS

A analise da localizagdo subcelular de proteinas fornece um importante
subsidio para estudos sobre suas fungdes. A expressao diferencial da DSCR2 indica
a provavel relagdo com a regulacdo do ciclo celular, especialmente com a
proliferacdo celular. O fato de individuos portadores de Sindrome de Down
apresentarem problemas de malformagdo genética durante o desenvolvimento, o
que resulta em algumas caracteristicas fenotipicas caracteristicas da sindrome, e o
alto risco de incidéncia de leucemia em portadores faz do gene DSCR2 um alvo
importante nas pesquisas relacionadas a SD.

Assim, os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Subclonar o gene DSCR2 em um sistema para expressao heteréloga em células
de mamiferos;

e Analisar a localizacdo subcelular da DSCR2 por microscopia de fluorescéncia e
microscopia confocal de varredura a laser;

o Verificar através de mutagdes a regido responsavel pela localizagdo da proteina

na célula.
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lll. MATERIAIS e METODOS

3.1. Materiais

Inicialmente, a fase aberta de leitura do gene DSCR2 foi amplificada a partir um
painel de cDNAs (DNA complementar) de rim fetal humano proveniente da empresa
Clontech. Este clone inicial foi construido durante o mestrado do aluno César Adolfo
Sommer, e foi utilizado como molde para os estudos seguintes da DSCR2.

O vetor pGEM- T (Promega) foi utilizado para a clonagem inicial do gene
DSCR2. Para a subclonagem e posterior expressao heteréloga em células de
mamiferos, foram adotados dois sistemas de expressao: (a) o vetor p3XFLAG-myc-
CMV-25 e o plasmideo controle p3XFLAG-CMV™-7-BAP (Sigma-Aldrich); (b) os
vetores pEGFP-N1 e pEGFP-C1 (Clontech). Os vetores pEYFP-nuc e pEYFP-mito
(Clontech) foram utilizados para analises de co-localizacdo. Todos os
oligonucleotideos utilizados neste trabalho foram sintetizados pela empresa
Invitrogen.

A maioria dos reagentes utilizada neste trabalho foi obtida da empresa Merck.
As enzimas de restricdo e modificagdo sdo provenientes da Boehringer Mannheim,
Amersham Biosciences e Invitrogen. A cepa de Escherichia coli DH-5a foi utilizada
para a propagagao dos subclones e cultivada em meio de cultura LB liquido e LB
agar suplementados com o antibiético ampicilina (USB). Os reagentes X-gal (5-
Bromo-4-Cloro-3-Indocyl-B-D-Galactosideo) e IPTG (isopropll B-D-
tiogalactopiranosideo) foram provenientes da Promega.

As preparagbes plasmidiais utilizadas para a transfecgdo em células de
mamiferos foram efetuadas utilizando o kit “Perfectprep Plasmid Midi” (Eppendorf).
Para as etapas que requeriam a purificacdo de DNA, resultante de amplificagdo ou

extracado de gel de agarose, foi utilizado o kit “NucleoSpin Extract” (Bioeasy).
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Para a expressao em células de mamiferos, foram utilizadas como hospedeiras
as linhagens eucariéticas CHO-1 (Chinese Hamster Ovary Cells), COS-7 (SV40
African Green Monkey Kidney Cells) e HEK-293 (Human Embryonic Kidney Cells).
Para a cultura e transfecg¢ao celular, foram utilizados os seguintes materiais: meio de
cultura “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM), soro fetal bovino (FBS),
Lipofectamina 2000, tripsina, glutamina, penicilina-streptomicina, dimetilsulfoxido
(DMSO), todos provenientes da Invitrogen (Gibco-BRL); garrafas para cultura celular
(25 cm? e 75 cm?), placas de petri com 35 mm de diametro, pipetas soroldgicas (5ml,
10 ml e 25 ml) provenientes da Corning—Costar; pipetas pasteur da Nalge-Nunc Int;
laminas retangulares e laminulas quadradas da GlassTécnica Import Company.

Para os ensaios de imunocitoquimica foram utilizados os seguintes anticorpos:
anticorpo monoclonal de camundongo anti-FLAG M2 conjugado com FITC (Sigma-
Aldrich); anticorpo monoclonal de camundongo anti-c-myc conjugado com Cy3
(Sigma-Aldrich); anticorpo policlonal de cabra anti-GRP-78 (Santa Cruz) e anticopo
policlonal de jumento anti-cabra IgG (Fab’2) conjugado com FITC (Jackson Immuno
Research). Para o bloqueio, foram utilizados albumina sérica bovina (BSA) (Bio-Rad)
e anticorpo de jumento anti-lgG (Jackson ImmunoResearch).

Para a visualizacdo das células em cultura foi utilizado um microscépio
invertido. As laminas foram visualizadas em um microscopio de fluorescéncia em
colaboragao com o Laboratério de Citogenética (DGE-UFSCar). Posteriormente,
utilizou-se um Microscopio Confocal de Varredura a Lazer (Zeiss Axiovert LSM 510).
Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Microscopia Confocal do
Departamento de Histologia e Embriologia (ICB-USP) em colaboragdo com a
Professora Dra. Glaucia Maria Machado Santelli. Os programas LSM 5 Image
Browser R 3.0 (Zeiss) e Adobe Photoshop 5.0 foram utilizados para a analise e

processamento das imagens, respectivamente.
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Para o ensaio de “Western Blotting” utilizou-se membrana de nitrocelulose
proveniente da Millipore. O anticorpo monoclonal de camundongo anti-FLAG M2
conjugado com fosfatase alcalina e a solugdo reveladora da fosfatase alcalina

(BCIP/NBT) foram procedentes da Sigma-Aldrich.

3.2. Métodos
3.2.1. Analise in silico da sequiéncia da DSCR2

Embora Vidal-Taboada e colaboradores ja tivessem realizado algumas
predicbes in silico baseadas na sequéncia de aminoacidos da DSCR2, foi
necessario analisar os resultados destas predicbes mais detalhadamente para o
delineamento experimental. Assim, neste trabalho algumas destas predigdes foram
refeitas e complementadas com novas analises. Foram utilizados os seguintes

programas do pacote EXPASY, disponivel on line em <http://www.expasy.org/>:

Psort Il, TMHMM, DAS, TOPPred2, TargetP, SOSUI, PredictProtein. Para a
investigacao de proteinas similares a DSCR2 foi utilizado o programa Propsearch,

também do pacote EXPASY.

3.2.2. Subclonagens

A) Subclonagem do gene DSCR2 no pGEM-T

Este sistema é otimizado para a clonagem de produtos de PCR (Reagédo em
Cadeia da Polimerase) amplificados utilizando a enzima Taq DNA Polimerase, que
adiciona uma adenina na extremidade 3’ do fragmento resultante. Quando clonado,
o inserto interrompe a sequéncia da enzima B-galactosidase. Através da adi¢cédo de

X-gal e IPTG no meio de cultura bacteriana, os clones positivos sdo selecionados
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pela coloragdo branca das colénias recombinantes e azul das colbnias falso-
positivas.

Oligonucleotideos contendo sitios de restricdo nas extremidades 5§ foram
desenhados para a amplificagdo do DSCR2. Essa estratégia visava obter
fragmentos que pudessem ser clivados utilizando as enzimas de restricdo e
posteriormente subclonados em fase de expressao nos diversos vetores. As

sequéncias dos oligonucleotideos estao especificadas a seguir:

DSCR2F2  5'-CCg CTC gAg ATC TCA Tgg Cgg CCA CgT TCT TC - 3'
Xho!| Bglll

DSCR2R2 5-gCT CTA gAT gTATAAATgTTACTC Tg-3'
Xba

DSCR2 F3 5'- Cgg gAg CTC ATggCggCC ACg TTC TTC - 3'
Sac

DSCR2 R3 5'- CgC ggA TCC CgT gTATAAATg TTACTC Tg - 3'
BamH |

O gene DSCR2 foi amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase em um
aparelho termociclador (PTC-100™ - MJ Research) a partir de um subclone ja
existente no laboratério. Foram realizadas 3 reagbes de amplificagdo com
combinagdes diferentes de oligonucleotideos (F2/R2, F2/R3, e F3/R3). Essas
combinagdes permitiram que o gene clonado no pGEM-T fosse retirado deste vetor
e subclonado em fusdo com os peptideos repdrteres nos vetores de expressao. Ao
final obteriamos a proteina DSCR2 sendo expressa em fusdo com os epitopos
FLAG M2 e c-myc (p3XFLAG-myc-CMV-25) e com a proteina GFP (pEGFP-C1 e
pEGFP-N1). Para evitar possiveis erros utilizou-se nas amplificagdes uma DNA
polimerase com atividade revisora, a Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e os
reagentes utilizados seguem as recomendagdes do fornecedor. Abaixo segue as

temperaturas e periodos utilizados na amplificagdo por PCR:
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94°C, 5 minutos (1 ciclo inicial de desnaturacéo)
94°C, 30 segundos (desnaturagao)
35 ciclos de { 55°C, 30 segundos (anelamento)
72°C, 90 segundos (extens&o)

72°C, 7 minutos (1 ciclo final de extens&o)
O produto de PCR foi analisado através de eletroforese em gel de agarose

1% em TAE 1X e corado com brometo de etideo (Sigma-Aldrich). Sob luz
ultravioleta, as bandas de DNA referentes a amplificacdo foram comparadas a
padrées de peso molecular (Ladder 1Kb, Ladder 100bp) (Invitrogen). Uma vez que o
vetor pGEM-T possui uma timina protuberante no 3’ e a Platinum DNA polimerase
nao insere a adenina no produto de PCR, o produto foi purificado utilizando o kit
“NucleoSpin Extract” e posteriormente tratado com 1mM de dATP (Gibco-BRL) e 0,5
U de Tag DNA Polimerase (Amershan Biosciences) por 30 minutos & 70°C.

A seguir, foram realizadas as ligagdes dos fragmentos contendo o DSCR2
amplificado ao vetor pGEM-T. As trés reacdes foram feitas seguindo as
recomendagdes do fabricante e utilizou-se 60ng do produto de PCR e 50ng do vetor.
Apdés 12 horas a 4°C, foram feitas as transformacbes por choque térmico de
bactérias E.coli DH-50 competentes por cloreto de calcio 0,1M (Sambrook et al.,
2001). Apo6s o descongelamento da bactéria, foi adicionado a trés tubos contendo as
bactérias competentes metade dos produtos de cada ligagédo e as reagdes foram
mantidas no gelo por 15 minutos. As bactérias foram entdo incubadas por 90
segundos a 42°C e 2 minutos novamente no gelo. Adicionou-se aos tubos 0,8 ml de
meio de cultura liquido Luria Bertani (LB) (USB) e incubaram-se as bactérias a 37°C
por uma hora sob suave agitacdo. Apds esse periodo, as bactérias foram
plaqueadas em 25 ml de meio de cultura sélido LB AGAR (USB) com ampicilina
100ug/ul (USB), 50ul de IPTG 200mM e 50ul de X-Gal 5% (Promega).

Apos 12 horas de incubagdo, foi possivel diferenciar os possiveis

recombinantes pela diferenga na coloragédo das col6nias. Assim, algumas colbnias
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foram selecionadas e analisadas por “PCR de col6nia” utilizando o mesmo programa
citado para a amplificacdo do gene. Utilizou-se uma aliquota de cada colénia como
molde da reagao. Foram feitas preparacoes do DNA plasmidial pelo método de lise
alcalina (Sambrook et al.,, 2001) das colbnias que obtiveram resultado positivo no
“PCR de colbnia”. As construcdes foram mapeadas com as enzimas de restricado Bgl/
Il e Xba | seguindo as recomendacgdes do fabricante. As analises em gel de agarose
1% foram registradas utilizando um sistema de foto-documentagéo digital (Kodak

DC40).

B) Subclonagem do gene DSCR2 em fusdao com os epitopos c-myc e FLAG M2

O gene DSCR2 foi retirado do vetor previamente construido pGEM F2R2
utilizando as enzimas de restricdo Bgl Il e Xba | segundo as recomendagbes do
fabricante. O mesmo tratamento foi feito com o vetor p3XFLAG-myc-CMV-25 (Figura
3.2.2.1). Os fragmentos correspondentes ao inserto e ao vetor tratados com as
enzimas de restrigdo foram extraidos de um gel de agarose 1% utilizando-se o Kit
“NucleoSpin Extract”. A ligagdo dos fragmentos na concentracdo molar 1:1 foi feita
utilizando a enzima T4 DNA Ligase (GIBCO-BRL) e seguindo as especificagbes do

fabricante. Utilizou-se aproximadamente 100ng do vetor.
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Figura 3.2.2.1: Mapa do plasmideo p3XFLAG-myc-CMV-25, onde foi subclonado o
gene DSCR2 e esquema da proteina em fusdo com epitopos FLAG M2 e c-myc.

Em seguida, foram feitas as transformagdes de bactérias competentes E.coli
DH5a, como ja descrito no item 3.2.2. A. As coldnias transformantes foram testadas
quanto a presenga do inserto por “PCR de col6nia” e, apds preparagao do DNA
plasmidial pelo método de lise alcalina, por analise de restricdo utilizando as
enzimas Bgl/ Il e Xba I. Os resultados foram registrados por um sistema de foto-
documentacéo digital.

Confirmada a colbénia recombinante, foram feitas midi-preparacdes plasmidiais
utilizando o kit “Pefectpred Plasmid Midi”". Este método de preparacdo plasmidial
resulta em uma maior pureza e maior quantidade final de DNA, o que por sua vez

resulta em uma maior eficiéncia da transfec¢ao em células de mamiferos.

C) Subclonagem do gene DSCR2 em fusao com a proteina GFP

Para construcao de um plasmideo contendo a proteina GFP em fase com a
extremidade 5 do gene DSCR2, os plasmideos pGEM-F2R3 e o vetor pEGFP-C1
foram clivados utilizando as enzimas de restricdo Xho | e Bam HI. O plasmideo

contendo a proteina GFP em fase com a extremidade 3’ do gene DSCR2, foi
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construido através da clivagem dos plasmideos pEGFP-N1 e pGEM F3R3 utilizando
as enzimas de restricdo Sac | e Bam HI (Figura 3.2.2.2). Ambas as reag¢des foram
feitas segundo as recomendacgdes do fabricante. Os fragmentos correspondentes
aos insertos e aos vetores tratados foram extraidos de um gel de agarose 1%
utilizando-se o Kit “NucleoSpin Extract”. A insercdo dos fragmentos nos vetores, na
concentragao 1:1, foi realizada utilizando a enzima T4 DNA Ligase (GIBCO-BRL) e
seguindo as especificagbes do fabricante. Nesta subclonagem também foi utilizada
uma quantidade de vetor de aproximadamente 100ng.

Em seguida, foram feitas as transformagdes da bactéria competentes E.coli
DH5a, como ja descrito no item 3.2.2. A. As colbnias transformantes foram testadas
quanto a presenca do inserto por “PCR de col6nia” e, apds preparacao do DNA
plasmidial pelo método de lise alcalina, por analise de restricdo utilizando as
enzimas Bgl Il e Eco RI. Os resultados foram registrados utilizando um sistema de
foto-documentagéo digital.

Confirmada a colénia recombinante, foram feitas midi-preparacdes plasmidiais

utilizando o kit “Perfectprep Plasmid Midi”.

HS;.’I'IR(
Eco0109 paly pEGFP-C1

et BsiG | VA DEGFP-N1

GFP DSCR2

Figura 3.2.2.2: Mapa dos vetores para a subclonagem do DSCR2 (pEGFP-C1 e
pEGFP-N1) e esquema da proteina em fusdo com a proteina GFP.
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D) Subclonagem do fragmento DSCR2g4.,53

A existéncia de um sitio de reconhecimento da enzima de restricdo Eco Rl na
sequéncia do gene DSCR2 permitiu a constru¢éao de um plasmideo contendo uma
delecao dos primeiros 264 pares de bases (Figura 3.2.2.3). Esta construgao teve a
finalidade de investigar se a auséncia deste fragmento acarretaria em uma mudanca
na distribuicdo subcelular da proteina DSCR2 e, consequientemente, verificar a
existéncia do dominio transmembrana predito para os aminoacidos 72-91 e de um
possivel sinal de enderecamento celular.

Para tal, os vetores FLAG-DSCR2-myc e p3XFLAG-myc-CMV-25 foram
clivados utilizando as enzimas Eco Rl e Xba |. Os fragmentos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% e purificados utilizando o kit “NucleoSpin
Extract”. A ligacdo dos fragmentos e subsequente transformagédo de bactérias
competentes E.coli DH5a foram realizadas como descrito para as subclonagens
anteriores.

As colbnias transformantes foram testadas quanto a presenca do inserto por
‘PCR de colbnia” e, apos preparagdo do DNA plasmidial pelo método de lise
alcalina, por analise de restricao utilizando as enzimas Eco Rl e Xba |.

Os resultados foram registrados pelo sistema de foto-documentagao digital.
Da colénia recombinante foi feita uma midi-preparagéo plasmidial utilizando o kit

“Perfectprep Plasmid Midi”.

E) Subclonagem dos fragmentos DSCR2y1.217 € DSCR21.217

Foi necessaria a construgcdo de mais dois plasmideos para investigar a
relacdo da seqiéncia da proteina DSCR2 com a sua localizacao subcelular. Assim,
novos oligonucleotideos foram desenhados para amplificar fragmentos especificos

do gene DSCR2 (Figura 3.2.2.3), que estao descritos a seguir:
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DSCR2 F4 5'- gAA gAT CTA ggA gTC Tgg g- 3'
Bgl lI

DSCR2R4 5'-gCT CTA gAA ggA Agg TCg - 3'
Xba |

Estes oligonucleotideos foram utilizados em uma reacdo de amplificagao por
PCR utilizando como molde um subclone contendo o gene integro. Para amplificar a
forma DSCR2g1.288, foram utilizados os oligonucleotideos DSCR2F4 e DSCR2R2.
Para amplificar a forma DSCR2i2¢7, foi utilizada a combinagdo DSCR2F2 e
DSCR2R4. Essas combinagdes de oligonucleotideos foram escolhidas baseadas na
fase de leitura do plasmideo p3XFLAG-myc-CMV-25 e do fragmento amplificado. A
enzima Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) foi novamente utilizada e as reagdes
foram feitas nas mesmas condigdes ja descritas neste trabalho.

Apds anadlise em gel de agarose 1%, o produto de PCR foi purificado
utilizando o kit “NucleoSpin Extract” e diretamente submetido a clivagem utilizando
as enzimas Xba | e Bgl Il conforme as indicagdes do fabricante. Os fragmentos
correspondentes aos produtos amplificados e tratados foram isolados de um gel de
agarose 1% utilizando novamente o kit “NucleoSpin Extract’. A ligagdo dos
fragmentos, transformagdo de bactérias competentes E.coli DH5a e o “PCR de
colénia” foram realizados como descrito para as subclonagens anteriores. Apos
preparagao do DNA plasmidial pelo método de lise alcalina, foi realizada a analise
de restricdo utilizando as enzimas Xba | e Bgl Il. Os resultados foram registrados
pelo sistema de foto-documentacéao digital. Das colénias recombinantes, foram feitas

midi-preparacdes plasmidiais utilizando o kit “Perfectprep Plasmid Midi”.

30



1 92 288

- — - —

|
1
1
SH2 TM ™2 :
1 1

DSCR2 l I .
1 1 I. |I

1

DSCR29;.88 ! . . l
: 1 1 1
DSCR2y;317 : :
- I
1
e NN |

Figura 3.2.2.3: Esquema da DSCR2 e das formas truncadas subclonadas em fusao
com os epitopos FLAG M2 e c-myc
3.2.3. Sequenciamento de DNA

Todos os recombinantes construidos neste trabalho foram sequenciados pelo
método dideoxi utilizando o aparelho ABI Prism™ 377 DNA Sequencer. Os
reagentes utilizados e o protocolo seguido foram provenientes do kit “Dyenamic ET
Dye” (Amersham Biosciences).

Na reagao de sequénciamento das construgdes no pGEM-T foram utilizados
os oligonucleotideos comerciais T7 promoter e SP6 promoter. Para o
sequénciamento dos fragmentos no plasmideo p3XFLAG-myc-CMV-25 foram
utiizados os oligonucleotideos comerciais CMV30 e CMV24. E para o
seqUénciamento das construcoes GFP-DSCR2 e DSCR2-GFP foram utilizados os
oligonucleotideos DSCR2F e GFP-antisense; GFP-sense e DSCRZ2R,
respectivamente. Os oligonucleotideos GFP-sense e GFP-antisense foram
desenhados em nosso laboratério para o seqiénciamento das construgdes em fusao
com a GFP.

Foram feitas reag¢des de sequénciamento da regido 5’ e da regido 3’ de todas
as construgdes com a finalidade de obtengado da sequéncia completa do inserto. No

caso dos plasmideos de expressao, também era de interesse verificar a integridade
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das jung¢des do gene DSCR2 com a sequéncia reporter codificada pelo plasmideo. A
montagem da seqUéncia completa foi feita por sobreposicdo dos fragmentos
sequenciados. Os programas utilizados para a andlise das sequéncias foram:

“‘GeneRunner” versédo 3.05, disponivel m <http://www.generunner.com/> e “Multiple

sequence alignment - Multalin”, disponivel em

<http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html>.

3.2.4. Cultura Celular e Transfec¢ao Transiente

Células CHO-1, HEK-293 e COS-7 permanecem estocadas em tubos
criogénicos contendo meio de cultura DMEM com 10% de DMSO congeladas em
nitrogénio liquido. Os tubos contendo estas células foram aquecidos a
aproximadamente 37°C para que as células fossem descongeladas. As células
foram entdo centrifugadas por 5 minutos a 2000 RPM para retirar o DMSO, e
ressuspendidas em meio de cultura celular (DMEM) contendo 10% de soro fetal
bovino (FBS), 2mM de glutamina e 100U/(ml de penicilina e estreptomicina). Estas
células foram semeadas em garrafas de 25 cm? contendo mais um volume de meio
de cultura.

Apés atingir uma confluéncia de 80-100%, as células foram retiradas da
garrafa pelo método de tripsinizagcédo. Para tal, as células foram lavadas em PBS
(Tampao Fosfato Salino) 1X e incubadas em Tripsina 0,05% por 2-5 minutos para
desaderi-las da superficie da garrafa. As células foram entdo centrifugadas por 5
minutos a 2000 RPM, ressuspendidas em meio de cultura e semeadas. Para
ensaios de transfeccao celular, as células foram transferidas para placas de 35 mm.
Nestas placas, foram previamente colocadas laminulas de vidro esterilizadas com

alcool.
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O método de transfecgao realizado neste trabalho foi a transferéncia mediada
por lipideos catibnicos, que envolve a encapsulacdo do DNA de interesse em
vesiculas membranosas (lipossomos artificiais) seguida da fusdo destes complexos
com a membrana plasmatica da célula hospedeira. Segundo o fabricante, este
meétodo permite uma eficiéncia 10 X superior ao método de transfecg¢ao por fosfato
de calcio.

As placas contendo as células foram incubadas até atingir a confluéncia de
60-80% (aproximadamente 10° células). Para realizar a transfecgao,
aproximadamente 2ug do DNA foi misturado a 80ul de meio DMEM sem FBS
enquanto que 3ul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) foram misturados a 97ul de
meio DMEM sem FBS. As misturas foram mantidas a temperatura ambiente por 10
minutos e entdo juntadas em uma so6 solugédo. Durante 30 minutos a temperatura
ambiente, os complexos lipossomo-DNA foram formados e entdo foram adicionados
as placas. Para uma melhor eficiéncia do método, estas placas foram previamente
lavadas com PBS e o meio de cultura foi trocado por DMEM sem FBS. Durante 5
horas, as células foram incubadas em DMEM sem FBS para que ocorresse a
entrada do complexo DNA-lipossomo na célula hospedeira. Apds este periodo, foi
adicionado o equivalente a um volume de meio de cultura com 10% de FBS
(concentragdo final de 5%). Em alguns casos, as células foram submetidas
diretamente a analise de expressdo doze horas apods a adigdo do meio. Outras
vezes, doze horas depois, o meio de cultura foi trocado por DMEM com 10% de FBS
e as células foram mantidas na estufa por mais 24 ou 36 horas.

Durante o periodo de realizagao de ensaios com as células, as garrafas eram
sempre mantidas com as culturas em crescimento, trocando o meio de cultura e
tripsinizando as células quando necessario. A observacéo das células em cultura foi

feita através de um microscépio invertido. Todas as incubagbes e manutencao da
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cultura de células eram realizadas a 37°C em uma estufa umedecida e com
circulacao de 5% de CO,. Em todos os passos de manipulacido de cultura de células,
foram tomados os devidos cuidados de esterilizagcdo e descontaminagcdo dos

reagentes e equipamentos.

3.2.5. Analise da expressao por imunofluorescéncia

Os vetores usados para a expressdao da DSCR2 permitem que a analise seja
feita por observagao das células fixadas através um microscopio de florescéncia e,
com uma resolugao maior, através de um microscopio confocal de varredura a laser.

Uma vez que a proteina GFP possui fluorescéncia natural e ndo é necessaria
a adicdo de nenhum substrato para que esta seja observada, somente a fixagéo e
montagem da lamina sao suficientes para analisar a expressao da proteina de
interesse em fusdo com a GFP. Assim, para a analise da expressao transiente das
proteinas DSCR2-GFP e GFP-DSCR2, as células foram fixadas com
paraformaldeido 3,7% em PBS (pH 7,4) por 15 minutos a temperatura ambiente.
Apos este intervalo, as células foram lavadas com PBS e a laminula foi transferida
para uma lamina de vidro com de 10ul de glicerol, com a superficie contendo as
células voltadas para baixo. A laminula foi vedada com esmalte comercial sem
formaldeido e observada a luz de um microscopio de fluorescéncia.

Para os ensaios de imunofluorescéncia, as células fixadas foram lavadas em
PBS e permeabilizadas com a adi¢gao de Triton X-100 (Merck) na concentragédo de
0,5% por 5 minutos. As células fixadas e permeabilizadas foram lavadas novamente
e subsequentemente incubadas por 10 minutos em uma solugdo de bloqueio
contendo PBS e 1% de BSA (albumina sérica bovina).

Finalmente, as laminulas com as células aderidas foram incubadas com os

respectivos anticorpos, de acordo com a construcao transfectada. Nos experimentos
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para a deteccdo da proteina FLAG-DSCR2-myc e das formas truncadas
subclonadas com as mesmas fusdes, foram necessarias incubagdes Unicas, uma
vez que o anticorpo primario ja se apresentava conjugado com FITC ou Cy3. Assim,
as laminulas foram incubadas por 1 hora com anti-FLAG M2 conjugado com FITC na
concentracao 1:400 ou anti-c-myc conjugado com Cy3 na concentracdo 1:50 em
PBS com 1% de BSA.

Em alguns experimentos, foram feitos ensaios de co-localizagdo utilizando dois
corantes celulares simultaneamente. Para a co-localizagdo com o reticulo
endoplasmatico, as células transfectadas com a construgcdo FLAG-DSCR2-myc
foram fixadas e permeabilizadas como ja descrito anteriormente. Na reacdo de
bloqueio, foi adicionado ao PBS com 1% de BSA o anticorpo de jumento anti-IgG e
as células foram incubadas nesta solu¢ao por 30 minutos. As células foram entéo
incubadas com o anticorpo anti-c-myc conjugado com Cy3 nas mesmas condigdes
descritas anteriormente. A mesma laminula foi lavada com PBS e incubada por 1
hora com o anticorpo primario policlonal de cabra anti-GRP-78 na concentragdo de
15pug/ml em PBS com 1% de BSA. Apos este procedimento, a laminula foi incubada
por mais uma hora com o anticorpo secundario policlonal de jumento anti-cabra IgG
(Fab’2) conjugado com FITC diluido em PBS na concentragao 1:50.

Para a marcacgao do nucleo e da mitocéndria, foram feitas co-transfeccdes de
plasmideos codificando as formas da DSCR2 em fusdo com os epitopos c-myc e
FLAG M2 e dos plasmideos pEYFP-nuc (nucleo) ou pEYFP-mito (mitocondria). As
marcagdes das formas da DSCR2 foram feitas pelo uso do anti-c-myc conjugado
com Cy3, enquanto que a marcagao do nucleo e da mitocondria contou com a
fluorescéncia da proteina de fusao EYFP, uma proteina modificada a partir da

proteina GFP.

35



Apds as incubagdes, as laminulas que foram submetidas aos ensaios
imunocitoquimicos foram lavadas, montadas em lamina de vidro com 10ul de glicerol
ou “antifading” e vedadas com esmalte comercial sem formaldeido. Todas as etapas

foram feitas a temperatura ambiente.

3.2.6.Caracterizagao do reticulo endoplasmatico com DIOCg(3)

Uma alternativa utilizada para a marcacao do reticulo endoplasmatico foi a
marcagao com um corante lipofilico catiénico verde fluorescente chamado DIOCg(3).
A Marcacgao foi realizada como descrito por Spector e colaboradores (1997). Para
tal, células nao transfectadas foram fixadas, lavadas com PBS 1X, incubadas por 10
segundos em uma solugao contendo 2ul de DIOCg(3) 0,5ug/ml em 2ml de PBS 1X.
A laminula foi novamente lavada em PBS 1X e montada em uma ladmina de vidro

como descrito anteriormente.

3.2.7. Analise das imagens

As laminas foram inicialmente observadas a luz de um microscopio de
fluorescéncia convencional. Este microscopio permite apenas uma visualizacio
grosseira da localizagdo da fluorescéncia na célula. Assim as ladminas foram
guardadas a -20°C por no maximo uma semana e analisadas em um microscopio
confocal de varredura a laser. O resultado pdde ser observado por sobreposigao das
imagens capturadas a 488nm e 543nm.

As imagens tridimensionais s&o captadas pelo laser e visualizadas através do
programa LSM 5 ImageBrowser 3.0. A partir desta primeira visualizagéo, pudemos
modificar o aumento do microscoépio selecionando uma regiao de maior interesse na
area captada. Em algumas analises, foram feitos fatiamentos da imagem

tridimensional da célula que permitem uma visualizagdo de cortes transversais na
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célula e, consequentemente, uma melhor definicdo. O programa utilizado também

permite outros tipos de analise, que foram utilizados conforme a necessidade.

3.2.8. Ensaio de “Western Blotting”

Para confirmar se a proteina DSCR2 estava sendo expressa nas células
transfectadas foi feito um ensaio de “western blotting”. Uma garrafa de 75 cm? com
uma confluéncia celular de 60-80% foi transfectada com a construgdo FLAG-
DSCR2-myc pelo método descrito anteriormente. Apds 48 horas de incubagao, as
células foram tripsinizadas, transferidas para um tubo de 15 ml, e centrifugadas a
2000 RPM por 5 minutos. As células foram entao ressuspendidas e homogenizadas
em um tampao contendo 0,25M sacarose, 20mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA e 1mM
PMSF.

Uma aliquota do homogenado foi aplicada em gel SDS-PAGE 15% (“Sodium
Dodecil Sulfate-Polyacrilamide Gel Electroforesis”). Apds a corrida, o gel, a
membrana de nitrocelulose e dois pedagos de papel de filtro Whatman 3MM foram
imersos em tampao de transferéncia contendo Tris 200mM, Glicina 50mM e metanol
15%. O sistema de transferéncia foi montado na cuba de eletroforese e submetido a
voltagem de 150V e 160mA por 2 horas. Apos este periodo, a membrana foi corada
em uma solucdo de Ponceau 0,5% e acido acético 0,1%, por 5 minutos, para
visualizagcdo das bandas das proteinas transferidas. A membrana foi entdo incubada
por 1 hora em solugéo de bloqueio contendo 1% leite em p6 desnatado em TBS 1X
(Tris 50mM e NaCl 150mM), lavada em TBS 1X e incubada por mais 1 hora em uma
solugédo de TBS 1X contendo o anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-
FLAG M2 conjugado com fosfatase alcalina em uma diluigdo 1:50. A revelacédo da

membrana foi feita utilizando a solugao reveladora da fosfatase alcalina (BCIP/NBT).
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IV. RESULTADOS

4.1.Analise in silico da sequiéncia da proteina DSCR2

Se ha pouca informagéao disponivel sobre uma proteina em estudo, € possivel

fazer analises in silico baseando-se na seqliéncia de aminoacidos e em bancos de

dados que guardam sequenciais e motivos de proteinas ja conhecidas. Muitos

programas que fazem este tipo de analise estdo disponiveis na rede e sugerem

caracteristicas estruturais e funcionais para a proteina. Este primeiro passo em um

trabalho pode direcionar futuras etapas empiricas. Embora analises da seqiéncia da

DSCR?2 ja tivessem sido feitas, a falta de informagao detalhada nos levou a refazer

algumas e realizar novas analises. Abaixo segue o resultado das predigdes in silico

feitas neste trabalho para a proteina DSCR2:
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DAS: indicou a presenga de um possivel TM entre os aminoacidos 74-87 e
outro TM entre os aminoacidos 219-232. A segunda predigdo apresentou
maior significancia.

TMHMM: nao revelou nenhuma predicdo de dominio transmembrana com
valor significante.

PredictProtein: indicou a presenca de uma hélice transmembrana entre os
aminoacidos 219-236 e ainda sugeriu que a porgcao N-terminal estaria
localizada na parte externa e a C-terminal na parte interna da célula ou
organela subcelular.

SOSUI: ndo indicou a existéncia de peptideos sinais na DSCR2 e sugeriu que
fosse uma proteina soluvel.

TMPred: indicou a presenga de uma hélice transmembrana entre os
aminoacidos 71-91. Embora com uma significAncia abaixo da confiavel, o

programa também apontou a possibilidade de um segundo TM entre os



aminoacidos 215 e 240 da DSCR2. A proteina poderia estar em ambas as
orientacbes na membrana.

TOPPred: revelou suas predi¢cdes na forma de um grafico de hidrofobicidade
(Figura 4.1.2) e um modelo de disposi¢ao da proteina na célula (Figura 4.1.1).
Este resultado pode ser visualizado abaixo: Segundo o TOPPred, a proteina
possuiria um dominio transmembrana (TM) uUnico e estaria disposta na
membrana celular com o N-terminal voltado para dentro da célula (ou
organela) e o C-terminal para o exterior. Uma segunda possibilidade que foi
levantada seria a existéncia de dois dominios TM, sendo o N-terminal

localizado no exterior celular.

Figura 4.1.1: Modelos hipotéticos da disposicdo da DSCR2 em uma membrana.

Figura 4.1.2: Valores de hidrofobicidade atribuidos a sequéncia da DSCR2.
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PSORT II: ndo apontou nenhuma sequéncia sinal de enderegamento para a
DSCR2 e sugeriu que a proteina se localize no citoplasma da célula.

Ocitoplasmatica
E mitocondrial
Onuclear
49 4% Ovacuolar
Bvesiculas de secregédo
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4.2. Construcao dos vetores
4.2.1 Construcao dos vetores pGEM F2R2, pGEM F2R3 e pGEM F3R3

Para facilitar a manipulagédo do DSCR2, o gene foi clonado em um vetor de
propagacao (pGEM-T). Esta clonagem inicial foi feita com o intuito de facilitar as
subclonagens posteriores nos diferentes plasmideos de expressao. Assim, foram
feitas trés reacdes de amplificacdo que diferiam na composicdo dos
oligonucleotideos. Estes foram responsaveis pela inser¢cdo de sitios de restrigdo
especificos na extremidade 5e 3’ do fragmento amplificado. Como resultado,
obtivemos 3 plasmideos, pGEM F2R2, pGEM F2R3 e pGEM F3R3.

A confirmagdo das trés construcoes foi feita por PCR de colénia e
posteriormente por analise de restricdo (Figura 4.2.1). A integridade do gene, que
havia sido re-amplificado de uma construgcdo ja existente, foi confirmada por

sequenciamento de DNA. M 1 2

30000 >

900p — >

Figura 4.2.1: Analise de restricao dos subclones pGEM F2R2, pGEM F2R3 e pGEM
F3R3, (1, 2, 3, respectivamente). A banda de 3000pb corresponde ao vetor pGEM-T
e a de aproximadamente 900pb aos insertos amplificados com combinacbes de
oligonucleotideos diferentes. Produto de amplificacdo do gene DSCR2 (M).
4.2.2. Construcao do vetor contendo a DSCR2 em fusao com os epitopos FLAG
M2 e c-myc (FLAG-DSCR2-myc)

Para verificar a insergédo do gene no vetor p3XFLAG-myc-CMV-25, foi feito
um PCR de colbénia e restricdo enzimatica com as endonucleases Bgl Il e Xba |

(Figura 4.2.2). A integridade da construgéo e a fusdo do gene em fase de leitura com

os epitopos FLAG M2 e c-myc foram verificadas pelo sequenciamento de DNA.
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Uma vez confirmada a validade do subclone, foi realizada uma midi-
preparagao plasmidial da qual se obteve uma concentragao de 200ng/ul em 250ul de

agua milliQ autoclavada.

P12 3 4

b)

6400pb —»

<— 89opb —»

Figura 4.2.1:a)Produtos de PCR de 4 colbnias do FLAG-DSCR2-myc (1, 2, 3, 4).
b)Analise dos subclones 1, 2, 3 e 4 do FLAG-DSCR2-myc por restricdo enzimatica.
Produto amplificado correspondente ao gene DSCR2 (P).

4.2.3. Construcao dos vetores contendo a DSCR2 em fusao com a GFP (GFP-
DSCR2 e DSCR2-GFP)

A estratégia de utilizar uma forma otimizada da GFP (EGFP) fundida em fase
com a DSCR2 para a visualizacdo da localizacdo subcelular dessa proteina
apresenta a vantagem de ser desnecessarios tratamentos com anticorpos, uma vez
que a propria GFP é fluorescente e detectavel por microscopia de fluorescéncia
convencional. Além do mais, utilizando os ensaios com a GFP, o resultado por
imunofluorescéncia poderia ser confirmado. Desse modo, além da subclonagem no
vetor p3XFLAG-myc-CMV-25, o gene DSCR2 foi subclonado nos plasmideos de
expressao pEGFP-C1 e pEGFP-N1. A proteina DSCR2 foi entdo fundida ao C-
terminal (GFP-DSCR2) ou N-terminal (DSCR2-GFP) da proteina EGFP. A figura
4.2.3 mostra a analise de restricdo dos subclones com as endonucleases EcoRl e
BamH|. A integridade destas construgbes foi confirmada por sequenciamento de

DNA.
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Enfim, foi realizada uma midi-preparacao plasmidial da qual se obteve uma

concentragao de 250ng/ul em 250ul de agua milliQ autoclavada.

P1 2 3 4

4700pb

890pb

Figura 4.2.3: Analise de restricdo dos subclones GFP-DSCR2 e DSCR2-GFP.
Marcador de peso molecular (P); pEGFP-N1 (1); pEGFP-C1 (3) Analise de restricao
(2, 4). As bandas de 890pb correspondem ao gene DSCR2 digerido do plasmideo
(4700pb).
4.2.4. Construcao dos plasmideos DSCR2y1.;55, DSCR21217 € DSCR291217 em
fusdao com os epitopos FLAG M2 e c-myc

A analise de recombinantes por PCR de colbénia e restricdo enzimatica foi
realizada utilizando as enzimas Eco Rl e Xba |, no caso do subclone DSCR2g1.2g3, €

p

Bgl 1l e Xbal, no caso dos subclones DSCR21.,17 € DSCR2¢4.217. A figura 4.2.4 mostra
a fotografia do gel confirmando as subclonagens. A integridade da construgéo e a
fusdo do gene em fase de leitura com os epitopos FLAG M2 e c-myc foram

verificadas pelo sequenciamento de DNA. Na midi-preparacéo plasmidial obteve-se

uma concentragéo de 200ng/ul em 250ul de dgua milliQ autoclavada.

591pb

Figura 4.2.4. Andlise de Restricdo dos subclones correspondentes as formas
truncadas do gene DSCR2. Os subclones selecionados como positivos foram: 6
(DSCR21_217), 7 (DSCR291_217) e9 (DSCR291_238). Plasmideo p3XFLAG-myc-CMV-25
(8). Marcador de peso molecular 1Kb (P).
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4.3. A analise da localizagao subcelular
4.3.1. A localizagao subcelular da DSCR2 por imunofluorescéncia

Os plasmideos contendo a proteina DSCR2 em fusdo com os epitopos FLAG
M2 e c-myc foram transfectados inicialmente nas células COS-7 (“SV-40 Green
Monkey”), CHO-1 (“Chinese Hamster Ovary’) e HEK-293 (“Human Embrionic
Kidney”). Entretanto, devido a facilidade de manipulagéo e formato adequado para
as analises do citoplasma, toda a foto-documentacao foi realizada com as células
COS-7. Como pode ser observado na figura 4.3.1, a DSCR2 apresentou uma
distribuicdo citoplasmatica (C-F). Para uma andlise mais detalhada, foi feito a
imagem em maior aumento, que pode ser observada em G-H. A principio, este
padrdo de expressao ja descarta a provavel localizagdo na membrana plasmatica,
possibilidade levantada por Vidal-Taboada em 1998. Entretanto, proteinas
citosdlicas, isto €, que nao se localizam em organelas especificas do citoplasma,
apresentam uma distribuigdo mais homogénea, como pode ser observada na
imagem correspondente as células transfectadas com o plasmideo controle
p3XFLAG-CMV™-7-BAP (A-B) As células foram analisadas 12, 36 e 48 horas apos
a transfecgdo, o que indica que este padrdo de expressdao nao € temporario. A
localizagdo também foi independente do tipo celular utilizado (COS-7, CHO-1 e

HEK-293).

43



Figura 4.3.1: A DSCR2 é uma proteina citoplasmatica. Imunofluorescéncia de
células COS-7 expressando a proteina FLAG-DSCR2-myc. Controle de distribuicdo
citoplasmatica, (A,B). Anti-FLAG M2 conjugado com FITC (C,D). Anti-c-myc
conjugado com Cy3 (E,F). A seta indica a regiao em maior aumento destacada em
G,H.
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4.3.2. A localizagao subcelular da DSCR2 em fusao com a GFP

Para confirmar os resultados obtidos por imunofluorescéncia, foi analisada a
expressao da proteina DSCR2 em fusdo com a proteina EGFP. Como resultado, as
proteinas GFP-DSCR2 e DSCR2-GFP foram observadas no citoplasma das células
e nao foi observada diferenga entre as duas construgoes, isto &, tanto com a EGFP
no amino ou no carboxi terminal, a localizagdo foi citoplasmatica (Figura 4.3.2).
Embora a grande intensidade da fluorescéncia da proteina EGFP nao permitisse
uma definicdo muito apurada da localizagdo da DSCR2 dentro do citoplasma, as
analises destas células demonstraram claramente que a proteina ndo apresentava

localizagdo na membrana plasmatica.

Figura 4.3.2: O padrao de fluorescéncia citoplasmatico da DSCR2 é confirmado
nos ensaios com a GFP. A esquerda, analise de células COS-7 expressando as
fusdes GFP-DSCR2 (A) e DSCR2-GFP (C). A direita, células transfectadas com
apenas os vetores pEGFP-C1 (B) e pEGFP-N1 (D).
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4.3.3. Caracterizacao do reticulo endoplasmatico com DIOCg(3)

Alguns fluorocromos, como a dicarbocianina DIOCg(3), coram o reticulo
endoplasmatico quando usados em determinadas concentragdes. Para uma primeira
visualizagdo do RE e uma conseqlente analise comparativa, foi realizada a
marcacdo de células COS-7 com DIOCg(3) e pdde-se observar uma rede de
membranas citoplasmaticas muito similar a observada nos ensaios de localizacido da
DSCR2 marcada com Cy3 e FITC (figura 4.3.3). Este resultado indicou a

possibilidade da localizacido da DSCR2 ser no reticulo endoplasmatico.

Figura 4.3.3: O reticulo endoplasmatico € marcado com DIOCg(3). A distribuicéo
da fluorescéncia apresenta um padrdo de proteinas de RE, inclusive com a regido
perinuclear mais aparente.
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4.3.4. Co-visualizagcdo da DSCR2 com proteinas nuclear e mitocondrial
Plasmideos que codificam uma proteina modificada a partir da GFP, chamada
de EYFP (“enhanced yellow fluorescent protein”), em fusdo com uma sequéncia alvo
para estruturas subcelulares especificas, foram utilizados para ensaios de co-
localizagéo subcelular. Deste modo, os plasmideos pEYFP-nuc e pEYFP-mito foram
utilizados para a marcacao do nucleo celular e da mitocéndria, respectivamente. As
células foram analisadas apds a co-transfecgdo do subclone FLAG-DSCR2-myc e
cada um dos dois plasmideos marcadores em ensaios paralelos. Na figura 4.3.4
podemos observar que a localizagcdo da DSCR2 difere da disposicao da proteina

marcadora de mitocondria e de nucleo nas células.

=

10 pm 10 pm

Figura 4.3.4: Co-visualizagao do nucleo e da mitocéndria marcados com EYFP.
Células co-transfectadas com o subclone FLAG-DSCR2-myc e plasmideos
marcadores. A marcagao vermelha corresponde a DSCR2 detectada pelo anti-c-myc
conjugado com Cy3 (A, D) e a marcagao verde corresponde aos plasmideos
marcadores de nucleo (B) e mitocéndria (E). C e F demonstram a sobreposi¢ao das
imagens.
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4.3.5. Co-visualizagdo da DSCR2 e da GRP-78, uma proteina de reticulo
endoplasmatico

A confirmagdo de que a DSCR2 estava sendo observada no RE foi obtida
pelo uso de uma proteina chamada GRP-78 (“glucose-regulated protein”) ou BIP
(“immunoglobulin heavy chain binding protein”). Esta proteina € um membro da
familia de chaperoninas HSP70 que se localizam no RE. Assim, para os ensaios de
co-localizagdo da DSCR2 com o reticulo endoplasmatico, as células transfectadas
com o subclone FLAG-DSCR2-myc foram submetidas a uma dupla-marcagédo com
fluorescéncias distintas. Enquanto que o anticorpo anti-c-myc conjugado com Cy3
marcou a proteina FLAG-DSCR2-myc com fluorescéncia vermelha, a proteina
endogena GRP-78 foi detectada pelo anticorpo anti-GRP-78 e subseqlentemente
marcada com fluorescéncia verde pelo anticorpo secundario anti-IgG conjugado com
FITC (figura 4.3.5). A analise das imagens obtidas revela um padrdo altamente
similar de expressao das proteinas DSCR2 e GRP-78. Entretanto, alguns ensaios
demonstram que a DSCR2 apresenta uma fluorescéncia mais elevada na regiao
perinuclear quando comparada a GRP-78, o que pode ser resultado de uma
localizacdo em regibes especificas do compartimento intracelular. Embora as
analises realizadas indiquem uma localizagdgo da DSCR2 no reticulo
endoplasmatico, este resultado nao é suficiente para inferir se a proteina esta
localizada no lumen, na membrana ou simplesmente associada a superficie do

reticulo endoplasmatico por interagdo com outra proteina ou complexo protéico.
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Figura 4.3.5: A DSCR2 co-localiza com a GRP-78 no reticulo endoplasmatico.
Células transfectadas com o subclone FLAG-DSCR2-myc e submetidas a uma dupla
marcagao com os anticorpos anti-c-myc conjugado com Cy3 (A, D) e anti-GRP-78 +
anti-lgG conjugado com FITC (B, E). As imagens sobrepostas demonstram o padrao
similar de localizacdo das duas proteinas (C, F).
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4.3.6. A localizagao subcelular de formas truncadas da proteina DSCR2

Sequéncias sinais de localizagdo subcelular de proteinas geralmente estao
localizadas nas extremidades da seqliéncia de aminoacidos. Baseado neste
conhecimento e na predicdo da existéncia dos dominios transmembrana na DSCR2,
formas truncadas da proteina foram subclonadas em fusdo com os epitopos FLAG
M2 e c-myc. Foram subclonados fragmentos correspondentes a DSCR2 sem o N-
terminal, sem o C-terminal e sem ambas as extremidades. Surpreendentemente, a
analise da localizagéo dos fragmentos foi similar ao resultado obtido com a proteina
DSCR2 integra (figura 4.3.6.1). Este fato pode ser visualizado com um aumento
maior da célula transfectada com a construgcdo DSCR2g.217 (figura 4.3.6.2).

O resultado obtido com estes experimentos foi muito importante, pois
descartou algumas possibilidades de mecanismos que poderiam direcionar o
transporte subcelular da DSCR2. Pdde ser observado que a auséncia dos dominios
transmembranas em diferentes construgdes, assim como a auséncia de ambos os
dominios preditos na mesma construgao, nao alterou a distribuicio da DSCR2 na
célula. O que também pbde ser concluido foi que as extremidades N e C terminais

da proteina ndo sao essenciais para a localizagao da proteina.
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Figura 4.3.6.1: Localizagdao subcelular das formas DSCR2y.233(B), DSCR21.217
(C) e DSCR244.217 (D). Os fragmentos subclonados apresentam o mesmo padréo de
distribuigao subcelular da DSCR2 integra (A). As detecgbes foram feitas utilizando o
anti-c-myc conjugado ao Cy3.

Figura 4.3.6.2: A DSCR2¢1217 em maior aumento. A seta indica a regido
aumentada.
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4.4. Analise da expressdao da DSCR2 por “western blotting”

A detecgdo da proteina FLAG-DSCR2-myc nas células transfectadas foi
confirmada pelo ensaio de “western blotting”. Uma garrafa de cultura de células
COS-7 foi transfectada com esta construgdo e o extrato celular foi analisado por
SDS-PAGE. Uma aliquota de células nao transfectadas foi utilizada como controle
negativo. As proteinas foram entéo transferidas para uma membrana e a incubagéo
com o anticorpo anti-FLAG M2 conjugado com fosfatase alcalina permitiu detectar
uma proteina no extrato celular. De acordo com o peso molecular da proteina
reconhecida pelo anticorpo, podemos assumir que se trata da DSCR2 em fusdo com
os epitopos nas células. Este resultado pode ser observado na figura 4.4 e indica

também a eficiéncia da transfecc¢ao.

Figura 4.4: Detec¢ao da expressao da DSCR2 por “western blotting”. As bandas
representam a proteina FLAG-DSCR2-myc reconhecida pelo anticorpo anti-FLAG
M2 conjugado com fosfatase alcalina.
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V. DISCUSSAO

A determinacdo do compartimento subcelular onde uma proteina se localiza
pode ser muito importante quando a proteina se quer estudar uma proteina e sua
funcdo. O resultado pode guiar as primeiras inferéncias sobre o provavel papel da
proteina na célula. A predicao in silico de uma localizagao da DSCR2 na membrana
plasmatica levantou algumas idéias sobre o papel da DSCR2 na célula, embora
estas analises nao tivessem sido confirmadas experimentalmente.

Na tentativa de investigar a localizacdo subcelular da DSCR2, nés utilizamos
um sistema de expressdo contendo pequenas sequéncias de nucleotideos
codificando os epitopos FLAG M2 e c-myc em fusdo com a extremidade 5 e 3’ do
gene DSCR2, respectivamente. Em uma construgéo diferente, o DSCR2 foi fundido
a proteina verde fluorescente gerando as proteinas GFP-DSCR2 e DSCR2-GFP.
Nas construgdes, tanto o C-terminal como o N-terminal da proteina foram marcados
pelos seguintes motivos: (a) pouco se sabia sobre as propriedades da sequéncia de
aminoacidos da proteina DSCR2; (b) duas hélices transmembranas haviam sido
preditas na sequéncia da DSCR2; (c) nenhum peptideo sinal ou sequéncia de
enderecamento subcelular havia sido identificado na DSCR2. Assim, ndao havia
informacédo disponivel e confidvel sobre as regides da sequéncia da DSCR2
importantes para sua localizagdo na célula. Por outro lado, é sabido que a
distribuicdo de proteinas na célula eucarioto €, na maioria das vezes, regulada por
mecanismos complexos.

Baseado nas predicdes de Vidal-Taboada em 1998 era esperado observar a
DSCR2 na regido periférica das células, uma vez que esta € uma caracteristica de
proteinas de membrana plasmatica e este padrao de localizagao é muito facil de ser
diferenciado de proteinas citoplasmaticas. Entretanto, a DSCR2 em fusdo com os

epitopos FLAG M2 e c-myc foi detectada no citoplasma das células, com uma maior
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fluorescéncia na regido perinuclear. Este padrdao é caracteristico de proteinas de
reticulo endoplasmatico. Nenhuma diferenca foi observada entre o uso do anticorpo
contra o epitopo FLAG M2 e c-myc. Entretanto, devido a maior intensidade e menor
decaimento da fluorescéncia, optamos em usar o anti-c-myc nos experimentos
seguintes. As proteinas marcadas com a GFP também obtiveram um padréo similar
de distribuicdo celular. Entretanto, a fluorescéncia obtida com o uso da GFP foi
muito intensa e ndo permitiu uma caracterizacdo mais detalhada do citoplasma
marcado.

O uso das células COS-7 para toda a foto-documentagao foi uma opgao, uma
vez que, embora os resultados observados para as células HEK-293 e CHO-1
tenham sido iguais aos observados com a COS-7, estas ultimas apresentam um
formato mais adequado para se estudar proteinas citoplasmaticas. Além do mais, as
células COS-7 sao mais facilmente manipuladas e apresentam alta taxa de
proliferacdo celular, o que facilitou a manutencdo da cultura celular durante os
experimentos.

Os primeiros resultados obtidos descartaram a possibilidade da localizagao da
proteina DSCR2 na membrana plasmatica. Esta possibilidade foi levantada por
Vidal-Taboada e colaboradores e foi baseada em analises da seqléncia da proteina

por programas disponiveis na Internet em <www.expasy.org>. Durante a revisao

destas analises, pudemos notar que os programas discordavam entre si. A sugestao
da localizagcéo da proteina na membrana plasmatica provavelmente foi resultante da
falha unanime dos programas em encontrar um motivo responsavel pelo
enderecamento da proteina para outros compartimentos celulares. Esta sugestao
também deve ter sido reforcada pela indicagdo, pela maioria dos programas
revisados, de um ou mais dominios transmembranas na sequéncia da DSCR2.

Entretanto, vale lembrar que nenhum programa em especifico sugeriu a localizagao
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da DSCR2 na membrana plasmatica e que alguns programas nao mapearam
dominios transmembranas na proteina. Ja foi demonstrado que os programas de
predicdes disponiveis apresentam um maior indice de erros quando analisando
classes de proteinas com composigdes similares de aminoacidos. Além do mais,
também ¢é sabido que, através do uso das predi¢cdes in silico, a discriminagao é
melhor entre proteinas de membrana e nucleo e pior entre proteinas intracelulares e
ancoradas na membrana (Cedano et al., 1997). Assim, levando em conta a alta
hidrofobicidade da DSCR2, podemos considerar a dificuldade dos programas em
discernir entre dominios transmembranas caracteristicos e regides altamente
hidrofébicas de proteinas. Em adicdo, nenhum programa detectou sinais de
enderecamento subcelular para a DSCR2.

Uma vez que o programa PSORT Il indicou a possibilidade da DSCR2 se
localizar na mitocéndria, foram feitos ensaios de co-localizagdao com uma proteina
marcadora de mitocondria e a DSCR2. Nos resultados obtidos neste trabalho, ficou
claro que a DSCR2 ndo se localiza na mitocdndria, demonstrando ter uma
distribuicdo mais ampla na célula, sendo esta mais intensa nas areas adjacentes ao
nucleo.

A analise das células marcadas com DIOCg(3) revelou um padrdo de
fluorescéncia muito similar ao observado para a DSCR2. Este resultado nos levou a
investigar por dupla-marcagéao a possivel localizagdo da DSCR2 no RE. Através da
dupla-deteccao da DSCR2 e da proteina GRP-78 (uma chaperonina residente no
RE), pudemos confirmar que a DSCR2 co-localiza com o RE. Entretanto, a intensa
marcagao na regido perinuclear continuou mais aparente.

A interagdo de uma proteina com uma determinada membrana lipidica é dada
pela sua estrutura primaria e secundaria e a ancora surpreendentemente forte é

resultante da estrutura em a-hélice do segmento hidrofébico de 20-25 aminoacidos
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(Kotyk et al., 1988). Este segmento pode também ser determinante da retencdo da
proteina no RE, independendo em alguns casos de outros sinais de enderegamento.
De acordo com Vidal-Taboada (1998), a DSCR2 possui dois dominios
transmembranas possiveis. Entretanto, € mais provavel que os aminoacidos 72-91
componham um dominio TM, enquanto que a sequéncia predita no C-terminal da
proteina (217-237) apresenta uma probabilidade menor de compor um TM.

Como ja descrito anteriormente, sabe-se que proteinas do lumen e da
membrana do reticulo endoplasmatico requerem uma seqléncia sinal que direciona
a sintese e transporte da proteina para o RE. Também é comum, além dos TM, a
existéncia de uma sequéncia de enderegcamento responsavel pelo transporte
retrogrado do Golgi ao RE. Sinais parecidos também sao encontrados em proteinas
soluveis de RE. Embora a DSCR2 ndo possua um sinal tipico, nossos experimentos
demonstraram que a DSCR2 esta localizando no RE.

Assim, para caracterizar a regido responsavel pela localizagdo da DSCR2 no
RE, foram feitas analises mutacionais do gene DSCR2. Foram subclonadas formas
truncadas da proteina (DSCR24.217, DSCR291.217, DSCR291.288) em fusdo com os
epitopos FLAG M2 e c-myc. O fragmento DSCR24.217 ndo possui a regiao C-terminal
da DSCR2mas contém o TM1, predito para esta regido. O fragmento DSCR2g1.28s
nao possui todo o C-terminal da proteina, o que inclui o TM2. Adicionalmente, um
terceiro fragmento composto apenas da sequéncia entre os dois dominios
transmembranas putativos foi subclonado. Neste fragmento ndo ha nenhuma das
extremidades da proteina DSCR2. O epitopo ¢c-myc foi mais uma vez utilizado nos
ensaios de imunofluorescéncia e pbdde-se observar que a auséncia destes
fragmentos da DSCR2 nao influenciou a localizagdo da proteina na célula, que

continuou com o mesmo padrao de localizagdo subcelular no RE.
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A maioria das proteinas depende de sinais de localizagao subcelular e estes
sinais tipicamente se localizam nas extremidades da proteina, seja no N ou C-
terminal. Ha ainda casos de proteinas onde o TM poderia ser um sinal de retencao
ou re-direcionamento. Embora nenhum programa detectou sinais de enderegcamento
na DSCR2, a DSCR2 poderia possuir um sinal atipico ou simplesmente ter sua
localizagdo dependente de uma segunda proteina, que agiria como uma carregadora
da DSCR2 para um compartimento subcelular especifico.

Os motivos mais comuns de enderecamento para o RE via transporte
retrogrado de proteinas de membrana, os motivos di-lisina e di-arginina na
extremidade da proteina, ndo estao presentes na seqtiéncia da DSCR2, como ja dito
anteriormente. Entretanto, se analisarmos outras regides da sequéncia,
encontramos estes motivos afastados da extremidade da proteina. Ha uma dupla de
aminodacidos arginina distanciados 28 aminoacidos do amino-terminal, e uma di-
lisina distanciada 14 aminoacidos do C-terminal.

Nao ha na literatura trabalhos que relatem a funcionalidade destes motivos
nestas posicoes. Além do mais, neste trabalho foi demonstrado que a localizagcéo da
DSCR2 independe das suas extremidades. As analises também indicam que as
regides que haviam sido preditas como TMs n&o indicam ser sequéncias de inser¢ao
da proteina na membrana do RE, uma vez que quando deletadas da DSCR2 nao
alteram a distribui¢ao subcelular da proteina.

Na auséncia de possibilidades ja descritas na literatura, podemos inferir que a
DSCR2 nao demonstra ser uma proteina integral da membrana do RE, embora sua
localizag&o coincida com o reticulo endoplasmatico. Existem algumas proteinas de
RE que apresentam sequUéncias nao caracteristicas que direcionam a sua
localizagédo subcelular. Este € o caso do citocromo bs (Kotyk, et al., 1988), e este

sinal n&o esta localizado muito proximo a extremidade da proteina (Newton et al.,
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2003). Entretanto, uma vez que apenas a regiao entre os dominios transmembranas
preditos foi suficiente para manter a proteina marcando o RE, e esta regido nao
apresenta caracteristicas de dominios transmembranas, € mais provavel que a
DSCR2 estaria sendo mantida no lado citoplasmatico do RE por algum mecanismo
desconhecido. Se a proteina nao possui uma sequéncia sinal para o RE,
poderiamos supor que 0 seu carregamento para proximo ao RE, e a sua localizagao
no RE seria dependente de alguma outra proteina ou complexo protéico. A
identificacdo desta interacdo seria muito importante para se entender o papel da
DSCR2 nas células.

Se a DSCR2 ¢é realmente uma proteina de atuagcdo no RE, a sua funcao
passa a ser estudada neste contexto. O RE é uma organela altamente dindmica e
responsavel por muitas funcbdes celulares vitais, que incluem a sintese e
empacotamento das proteinas. Estes processos envolvem fatores de transcricao e
tradugdo que regulam sintese e apoptose. O RE também realiza um papel
importante nas vias de transdugdo de sinais do RE para outros compartimentos
celulares (Berridge et al., 2002).

Estudos anteriores da expressao da DSCR2 revelaram algumas evidéncias
de que a DSCR2 poderia estar relacionada a mecanismos de sinalizacdo do ciclo
celular e processos proliferativos (Vidal-Taboada et al., 2000). Estas evidéncias
incluem a similaridade com outras proteinas relacionadas a transdugédo de sinal e
controle do ciclo celular assim como uma expressdao mais elevada em tumores,
desenvolvimento embrionario e linhagens altamente proliferativas. E importante
considerar a incidéncia elevada de leucemia e tumor de testiculo em pacientes com
sindrome de Down, assim como a expressdo elevada da DSCR2 em linhagens
leucémicas e testiculo. Esta proteina pode estar envolvida em mecanismos do RE

relacionados ao ciclo celular, o que poderia sugerir o seu envolvimento com alguns
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processos proliferativos, que por sua vez poderia se relacionar com a incidéncia de
leucemia ou tumor de testiculo em portadores de SD. Mais estudos precisam ser
realizados que visem entender estes mecanismos e a participagdo do DSCR2 em
processos relacionados.

Uma possivel abordagem elucidativa seria a investigacdo de proteinas que
interajam com a DSCR2. O estudo, através da técnica de duplo-hibrido, esta sendo
planejado em nosso laboratorio e podera contribuir muito para o entendimento do

papel da DSCR2 na célula.

59



VI. CONCLUSOES

A proteina DSCR2 foi localizada no reticulo endoplasmatico de células de

mamiferos;

A DSCR2 néao é uma proteina integral de membrana;

Os fragmentos 72-92 e 217-237 nao demonstram ser dominios transmembranas

uma vez que quando deletados nao alteram a distribuicdo da proteina;

O fragmento entre os aminoacidos 92-217 é suficiente para manter a proteina no

reticulo endoplasmatico;

A DSCR2 pode estar interagindo indiretamente com a membrana do RE via uma

outra proteina;

A localizagdo da DSCR2 no RE permite uma revisdao de seu provavel papel na

célula.
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