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Introdução e Justificativa 

Deficiência Intelectual (DI) é uma desordem do neurodesenvolvimento que é 
caracterizada por significantes limitações na função intelectual e comportamento 
adaptativo, os quais são aparentes antes dos 18 anos de idade. Sua prevalência é de 2 
a 3% na população, com frequência elevada no sexo masculino (de Vries et al., 2005). 

DI de herança ligada ao X do tipo Nascimento, também conhecida como 
síndrome da deficiência da enzima conjugadora de ubiquitina E2 A (UBE2A), foi 
reportada pela primeira vez em 2006 em 3 homens afetados da mesma família devido 
a uma mutação nonsense no gene da UBE2A (UBE2A) (Nascimento et al., 2006). 
UBE2A é uma enzima conjugadora de ubiquitina E2 A da via de ubiquitinação de 
proteínas, a qual exerce função importante para diversos processos incluindo 
regulação do reparo de DNA, degradação de proteínas e transcrição gênica (An et al., 
2017; Cai et al., 2014; Chen et al., 2012; Game & Chernikova, 2009; Hoege et al., 
2002).  

Uma nova mutação na UBE2A (mutação Q93E), localizada no sítio catalítico da 
enzima, foi recentemente identificada em irmãos com DI moderada. Estudos 
estruturais mostraram que esta mutação afeta a capacidade de poliubiquitinação da 
UBE2A e interfere na transferência de ubiquitina para a proteína alvo (de Oliveira et 
al., 2019). Para investigar o impacto desta nova mutação no desenvolvimento do 
sistema nervoso central e função da UBE2A, modelos de camundongos portadores da 
mutação missense no gene UBE2A foram gerados no LNBio-CNPEM utilizando a 
ferramenta de edição do genoma CRISPR/Cas9 e microinjeção pró-nuclear em 
embrião de camundongos (Wang et al., 2013).   

 

Objetivos 

O objetivo deste projeto é caracterizar a linhagem de camundongos portadora 
da mutação Q93E da UBE2A quanto à expressão de UBE2A e à quantidade de 
neurônios em regiões cerebrais comparando com o animal controle (selvagem). 
Especificamente iremos: 

 

1 - Realizar a amplificação do cDNA+3’UTR de UBE2A murino a partir de 
biblioteca de cDNA de cérebro e clonagem em vetor pGEM-T Easy. 

2 – Sintetizar as sondas de RNA sense e antisense através de transcrição in vitro 
e purificação. 

3 - Realizar o ensaio de Hibridação de RNA in situ com cérebros de animais 
adultos selvagens e mutantes a fim de mostrar que o padrão de expressão de UBE2A 
não é alterada no animal mutante. 

4 - Quantificar os neurônios totais de regiões cerebrais dissecadas (córtex, 
hipocampo, cerebelo e estrutura remanescentes) através da determinação da 
proporção de núcleos marcados com DAPI e positivos para o marcador neuronal 
NeuN. 
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Metodologia 

 

Amplificação do cDNA+3’UTR de UBE2A e clonagem no vetor pGEM-T Easy 

O cDNA de UBE2A, bem como uma parte de sua região 3’UTR, serão 
amplificados através da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando 
uma biblioteca de cDNA de cérebro de camundongo, Taq DNA polimerase, dNTPs e os 
primers UBE2A probe F (5’- GAAGGGACCCCGTTTGAG-3’) e UBE2A probe R (5’- 
TCCGAAACAGAATGCGCT-3’). Em seguida, os produtos de PCR serão observados em 
gel de agarose 1%, o DNA será purificado, clonado no vetor pGEM-T Easy e 
sequenciado. 

 

Síntese das sondas de RNA sense e antisense 

Os plasmídeos contendo o cDNA+3’UTR de UBE2A serão digeridos com enzimas 
de restrição localizadas a jusante ou a montante do inserto clonado. Em seguida, o 
vetor linearizado será utilizado na reação de transcrição in vitro para sintetizar as 
sondas de RNA sense e antisense. A transcrição in vitro será realizada à 37°C por 3 
horas com 1 µg de DNA plasmideal linearizado, 2 µL de tampão de transcrição 10x, 1 
µL de DTT 100 mM, 1 µL de mix contendo digoxigenina-11-UTP, 0,5 µL de Rnasin e 2 
µL de T7 ou Sp6 RNA polimerase.  

 

Hibridação de RNA in situ 

Camundongos adultos selvagens e da linhagem UBE2A Q93E serão perfundidos 
transcardialmente com paraformaldeído (PFA), os cérebros coletados e pós-fixados 
através de imersão em PFA 4%. Em seguida, serão desidratados em bateria de 
metanol (25%, 50%, 75% e 2x100%). Pode-se armazenar em -20°C por tempo 
indeterminado. No primeiro dia da in situ, será realizado a etapa de hidratação em 
bateria metanol (75%, 50%, 25% e 2xPBS(T)). “Bleach” com H2O2 (clarear o tecido), 
seguida por lavagens, permeabilização com Proteinase K 10 ug/mL (tempo de 
incubação de acordo com o tamanho do tecido), seguida por lavagens, pós-fixação 
com PFA 4%, glutaraldeído 0,2%, pré-hibridação com solução Hyb solution em câmara 
úmida a 65°C por 3h. Por fim, será feita a Hibridação da sonda (desnaturada e diluída 
em solução hyb) por 16 horas a 65°C. No segundo dia, será feita a lavagem quente 
com solução de formamida, SSC e SDS para aumentar a estringência de ligação da 
sonda com o mRNA, lavagem pós-hibridação com MAB(T)-levamisole para inativar a 
fosfatase alcalina endógena, bloqueio com BBR (minimiza ligações inespecíficas). A 
incubação do anticorpo antidigoxigenina conjugado com fosfatase alcalina será 
realizada durante 16 horas a 4°C. No outro dia, o material será lavado e revelado com 
BMPurple. Após a hibridação de RNA in situ, os cérebros de camundongo serão 
incluídos em gelatina 20% (2 banhos de 1 hora cada, a 55°C) e cortados em vibrátomo 
TPI Series 3000, com espessura de 70 μm cada corte. 

 

 



 

 
CNPEM é uma Organização Social supervisionada pelo Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações (MCTIC) 
Campus: Rua Giuseppe Máximo Scolfaro, 10.000 - Polo II de Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-970 - Campinas/SP 

Fone: +55.19.3512.1010 | Fax: +55.19.3512.1004 | www.cnpem.br 

Quantificação de neurônios totais de regiões cerebrais 

Camundongos adultos selvagens e da linhagem UBE2A Q93E serão perfundidos 
transcardialmente com paraformaldeído (PFA), os cérebros coletados e pós-fixados 
através de imersão em PFA 4%. As estruturas cerebrais (córtex, hipocampo, cerebelo 
e estruturas remanescentes) serão dissecadas em PBS1x e pesadas. As células serão 
lisadas  em solução de dissociação (citrato de sódio 40 mM e Triton X-100 em água) 
utilizando um homogeneizador Douncer. Em seguida, uma fração dos núcleos será 
marcada com corante DAPI por 5 min a temperatura ambiente. Os núcleos serão 
contados em câmara de Newbawer e, em seguida, serão marcados com anticorpo 
anti-NeuN-Alexa488. Por fim, os núcleos positivos para NeuN serão contados e a 
proporção de neurônios é calculada segundo a equação: (% núcleos NeuN (+) * 
Número total de células)/100  (Herculano-Houzel & Lent, 2005). 
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