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Introdugao e Justificativa

Deficiéncia Intelectual (DI) é uma desordem do neurodesenvolvimento que é
caracterizada por significantes limitacdes na funcdo intelectual e comportamento
adaptativo, os quais sdo aparentes antes dos 18 anos de idade. Sua prevaléncia é de 2
a 3% na populacdo, com frequéncia elevada no sexo masculino (de Vries et al., 2005).

DI de herancga ligada ao X do tipo Nascimento, também conhecida como
sindrome da deficiéncia da enzima conjugadora de ubiquitina E2 A (UBE2A), foi
reportada pela primeira vez em 2006 em 3 homens afetados da mesma familia devido
a uma mutagdo nonsense no gene da UBE2A (UBE2A) (Nascimento et al., 2006).
UBE2A é uma enzima conjugadora de ubiquitina E2 A da via de ubiquitinacdo de
proteinas, a qual exerce funcdo importante para diversos processos incluindo
regulacdo do reparo de DNA, degradacdo de proteinas e transcricdo génica (An et al.,
2017; Cai et al., 2014; Chen et al.,, 2012; Game & Chernikova, 2009; Hoege et al.,
2002).

Uma nova mutag¢dao na UBE2A (mutag¢do Q93E), localizada no sitio catalitico da
enzima, foi recentemente identificada em irmdos com DI moderada. Estudos
estruturais mostraram que esta mutacdo afeta a capacidade de poliubiquitinacdo da
UBE2A e interfere na transferéncia de ubiquitina para a proteina alvo (de Oliveira et
al.,, 2019). Para investigar o impacto desta nova mutacdao no desenvolvimento do
sistema nervoso central e fungdo da UBE2A, modelos de camundongos portadores da
mutacdo missense no gene UBE2A foram gerados no LNBio-CNPEM utilizando a
ferramenta de edicdo do genoma CRISPR/Cas9 e microinjecdo prd-nuclear em
embrido de camundongos (Wang et al., 2013).

Objetivos

O objetivo deste projeto é caracterizar a linhagem de camundongos portadora
da mutacdo Q93E da UBE2A quanto a expressao de UBE2A e a quantidade de
neurénios em regides cerebrais comparando com o animal controle (selvagem).
Especificamente iremos:

1 - Realizar a amplificacdo 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 transcricao in vitro
e purificacdo.

3 - Realizar o ensaio de Hibridacdo de RNA jn situ com cérebros de animais
adultos selvagens e mutantes a fim de mostrar que o padrdao de expressao de UBE2A
nao é alterada no animal mutante.

4 - Quantificar os neur6nios totais de regides cerebrais dissecadas (coértex,
hipocampo, cerebelo e estrutura remanescentes) através da determinacdo da
proporcdao de nucleos marcados com DAPI e positivos para o marcador neuronal
NeuN.
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Metodologia

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

O cDNA de UBE2A, bem como uma parte de sua regido 3’'UTR, serdo
amplificados através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando
uma biblioteca de cDNA de cérebro de camundongo, Tag 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 serdo observados em
gel de agarose 1%, o DNA serd purificado, clonado no vetor pGEM-T Easy e
sequenciado.

Sintese das sondas de RNA sense e antisense

Os plasmideos contendo o cDNA+3’UTR de UBE2A serdo digeridos com enzimas
de restricao localizadas a jusante ou a montante do inserto clonado. Em seguida, o
vetor linearizado serd utilizado na reacdo de transcricdo in vitro para sintetizar as
sondas de RNA sense e antisense. A transcri¢ao in vitro sera realizada a 37°C por 3
horas com 1 pg de DNA plasmideal linearizado, 2 uL de tampao de transcricdo 10x, 1
pL de DTT 100 mM, 1 pL de mix contendo digoxigenina-11-UTP, 0,5 pL de Rnasin e 2
uL de T7 ou Sp6 RNA polimerase.

Hibridagdao de RNA in situ

Camundongos adultos selvagens e da linhagem UBE2A Q93E serdo perfundidos
transcardialmente com paraformaldeido (PFA), os cérebros coletados e pdés-fixados
através de imersdo em PFA 4%. Em seguida, serdo 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, serd realizado a etapa de hidratacdo em
bateria metanol (75%, 50%, 25% e 2xPBS(T)). “Bleach” com H202 (clarear o tecido),
seguida por lavagens, permeabilizagdo com Proteinase K 10 ug/mL (tempo de
incubacdo de acordo com o tamanho do tecido), seguida por lavagens, pos-fixacao
com PFA 4%, glutaraldeido 0,2%, pré-hibridacdo com soluc¢do Hyb solution em camara
Umida a 65°C por 3h. Por fim, sera feita a Hibridacdo da sonda (desnaturada e diluida
em solucdo hyb) por 16 horas a 65°C. No segundo dia, sera feita a lavagem quente
com solucdo de formamida, SSC e SDS para aumentar a estringéncia de ligacdo da
sonda com o mRNA, lavagem pds-hibridacdo com MAB(T)-levamisole para inativar a
fosfatase alcalina enddgena, blogueio com BBR (minimiza ligacdes inespecificas). A
incubacdo do anticorpo antidigoxigenina conjugado com fosfatase alcalina sera
realizada durante 16 horas a 4°C. No outro dia, o material sera lavado e revelado com
BMPurple. Apds a hibridacdo de RNA in situ, os cérebros de camundongo serdo
incluidos em gelatina 20% (2 banhos de 1 hora cada, a 55°C) e cortados em vibratomo
TPI Series 3000, com espessura de 70 um cada corte.
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Quantificagcdao de neurdnios totais de regides cerebrais

Camundongos adultos selvagens e da linhagem UBE2A Q93E serdo perfundidos
transcardialmente com paraformaldeido (PFA), os cérebros coletados e pds-fixados
através de imersdao em PFA 4%. As estruturas cerebrais (cértex, hipocampo, cerebelo
e estruturas remanescentes) serdo dissecadas em PBS1x e pesadas. As células serdo
lisadas em solucdo de dissociacdo (citrato de sddio 40 mM e Triton X-100 em agua)
utilizando um homogeneizador Douncer. Em seguida, uma fracdo dos nucleos sera
marcada com corante DAPI por 5 min a temperatura ambiente. Os nucleos serdo
contados em camara de Newbawer e, em seguida, serdo marcados com anticorpo
anti-NeuN-Alexa488. Por fim, os nucleos positivos para NeuN serdo contados e a
propor¢dao de neurdnios é calculada segundo a equagdo: (% nucleos NeuN (+) *
NuUmero total de células)/100 (Herculano-Houzel & Lent, 2005).
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