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RESUMO 

 

MELLO, Aline Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2014. 
Identificação de Novos Parceiros de Interação para a Cinase Reguladora de 
Splicing SRPK2. Orientador: Gustavo Costa Bressan. Coorientadores: Luciano Gomes 
Fietto e Juliana Lopes Rangel Fietto. 
  

Serine-Arginine Protein Kinase 2 - SRPK2 é uma cinase reguladora de fatores de 

splicing não-snRNPs (proteínas SR), e de fatores snRNPs (U4⁄U6-U5 tri-snRNP). 

SRPK2 regula as proteínas SR fosforilando-as em seus resíduos de serina e recrutando-

as para a formação do spliceossomo, enquanto atua na formação do complexo U4⁄U6-

U5 tri-snRNP, envolvido na seleção do sítio de splicing γ’. As interações com fatores 

snRNP e não-snRNP são conhecidas e bem estabelecidas funcionalmente, no entanto, 

pouco se sabe sobre proteínas que regulam o funcionamento da SRPK2, e sobre demais 

alvos de fosforilação. As proteínas SRPKs possuem seu domínio cinase divido em dois 

por uma região espaçadora de grande flexibilidade estrutural, passível de interação. 

Portanto, possível responsável pela seleção de substratos e/ou alvo de regulação. Nosso 

objetivo com este trabalho foi encontrar novas interações proteicas de SRPK2 através 

de sua região espaçadora. A técnica escolhida foi o duplo-híbrido em leveduras, no qual 

estas foram cotransformadas com o plasmídeo pBTM116K/S-SRPK2 trp1 e com uma 

biblioteca de cDNAs de leucócitos humanos em pACT2 leu2. O experimento foi 

processado em meio restritivo SD–TRP –LEU –HIS, acrescido de 30mM de 3AT e 

mantido em estufa 30°C por 120 horas. Ao final deste período, foi verificado o 

crescimento de 119 colônias de leveduras, submetidas a diferentes testes de ativação 

dos genes repórteres his3 e lacZ. Os resultados destes testes nos levaram a seleção de 

42 clones, que tiveram seus DNAs plasmidiais extraídos, sequenciados e analisados 

pela ferramenta Blast do NCBI. As proteínas codificadas por estes genes estão 

funcionalmente relacionadas a processos celulares como biogênese ribossomal, 

migração, diferenciação, angiogênese, proliferação, sobrevivência e ciclo celular. Estes 

resultados sugerem novos mecanismos moleculares para a atuação da SRPK2 no 

processo tumorigênico. 

 



 
 

ix 
 

ABSTRACT 
 

MELLO, Aline Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2014. 
Idetification of New Interaction Mates for the splicing regulator kinase SRPK2. 
Adviser: Gustavo Costa Bressan. Co-advisers: Luciano Gomes Fietto and Juliana Lopes 
Rangel Fietto. 

 

Serine-Arginine Protein Kinase 2 - SRPK2 is a regulator kinase of non-snRNP splicing 

factors (SR proteins) and of snRNPs factors (U4⁄U6-U5 tri-snRNP). SRPK2 regulates 

SR proteins phosphorylating them on their serine and recruiting them for the formation 

of the spliceosome, while acts on the tri-snRNP U4/U6-U5 complex assembly, involved 

in the splicing γ’ site selection. The interactions with snRNP and non-snRNP factors 

are known and well-established functionally, however, little is known about the 

proteins that regulate the functioning of SRPK2, and about other targets of 

phosphorylation. The SRPKs proteins have their kinase domain divided into two by a 

spacer region of great structural flexibility, believable of interaction. Therefore, 

possible responsible for selection of substrates and/or aim of regulation. Our aim with 

this work was to find new protein interactions of SRPK2 by its space region. The 

technique chose was two-hybrid yeast, in which yeasts were cotransfected with 

pBTM116K/S-SRPK2 trp1 plasmid and a human leukocyte cDNA library in pACT2 

leu2. The experiment was processed in restrictive medium SD –TRP –LEU –HIS, plus 

30 mM of 3AT and keep in a incubator 30°C for 120 hours. At the end of this period, it 

was found the growth of 119 yeast colonies, subjected a different tests of activation of 

reporter genes his3 and lacZ. The results of these tests led to the selection of 42 clones, 

which had its plasmid DNA extracted, sequenced and analyzed by the NCBI Blast tool. 

The proteins encoded by these genes are functionally related in cellular processes as 

ribosome biogenesis, migration, differentiation, angiogenesis, proliferation, survival 

and cell cycle. These results suggest new molecular mechanisms for the performance of 

SRPK2 in tumorigenic process. 
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1. INTRODUÇÃO 

O genoma dos eucariotos superiores é constituído por sequências codificadoras de 

proteínas (exons), intercaladas por múltiplas sequências não-codificadoras de proteínas 

(introns). No entanto, o mRNA traduzido pelos ribossomos, dito mRNA maduro, é um 

mRNA processado, livre de introns. O processo de exclusão de introns e ligação de exons, é 

chamado splicing e pode ser do tipo constitutivo ou alternativo. 

O splicing alternativo consiste na exclusão de uma região exônica que normalmente é 

retida, na seleção de um sítio de splice 5’ ou γ’ alternativo, ou ainda na retenção de uma 

região intrônica que deveria ser excluída, no mRNA maduro. Este mecanismo produz 

isoformas de uma mesma proteína que possuem funções correlatas, aumentando a 

complexidade do proteoma eucariótico. 

Os componentes do spliceossomo, o complexo de microRNAs e proteínas responsável 

pelo processo de splicing, são chamados fatores de splicing e são de duas classes: os snRNPs 

(small nuclear ribonucleoprotein particles) e os não-snRNPs. As proteínas SR pertecem à 

classe dos não-snRNPs. Elas atuam na seleção do sítio de splicing, no recrutamento dos 

fatores de splicing snRNPs e na montagem do spliceossomo. Elas são reguladas 

primariamente pela fosforilação de suas serinas em regiões ricas em Ser-Arg, pelas SRPKs 

(Serine/Arginine specific-protein kinase).  

As SRPKs regulam não somente proteínas SR como também fatores de splicing da 

classe dos snRNPs. SR- protein kinase 1 (SRPK1) é encontrada associada ao snRNP U1, 

responsável pela seleção do sítio de splicing 5’ e SRPK2 ao complexo pré-formado snRNP 

U4/6-U5, responsável pela seleção do sítio de splicing γ’. 

As SRPKs possuem o domínio catalítico dividido em 2 lóbulos, N- e C-terminais, por 

uma região de aproximadamente 300 aminoácidos, com grande flexibilidade estrutural e de 

sequencia pouco conservada entre entre as diferentes cinases, o domínio espaçador. Acredita-

se que este domínio possua o sinal de localização citoplasmática, e na SRPK2, que detem uma 

região rica em aminoácidos ácidos, pode estar relacionado a esta função. Em experimentos 

nos quais a SRPK teve o seu domínio espaçador deletado, ela foi translocada para o núcleo 

formando agregados. 

Além da localização celular, o domínio espaçador parece estar relacionado a regulação 

das SRPKs e pode hipoteticamente estar envolvido na seleção de substratos. Pensando nisto, 

foi construído um clone contendo apenas a região espaçadora de SRPK2, para ser usado como 

isca em um duplo-hibrido de leveduras transformada com uma biblioteca de cDNA de 
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leucócitos humanos. O objetivo deste trabalho foi encontrar ligantes da SRPK2, visando 

entender seu papel no processo oncogênico. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Organização do genoma e o processo de splicing 
 

O genoma dos eucariotos superiores é constituído por sequências codificadoras 

chamadas exons, intercaladas por múltiplas sequências não-codificadoras ditas introns. Esta 

organização caracteriza o genoma eucariótico como descontínuo (Cooper, Wan & Dreyfuss, 

2009). A síntese de proteínas em células eucarióticas requer um processamento do pré-

mRNA, no qual os introns devem ser retirados pelo mecanismo de splicing por meio de duas 

reações de transesterificação e os exons ligados, resultando na formação de um mRNA 

maduro, o qual será traduzido em proteínas no citoplasma pelos ribossomos (Ward & Cooper, 

2010). Um esquema do evento de splicing pode ser visto na Figura 1. 

 

 

 
Figura 1 – Representação esquemática do mecanismo de splicing do mRNA. Figura 

modificada de Alberts et al, 1994. Molecular Biology of the Cell 3rd edition. New York: 
Garland Science. 1728 p. 
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O número relativamente modesto de genes no genoma humano não reflete a alta 

complexidade do proteoma expresso. Um mecanismo que pode explicar esta disparidade é o 

splicing alternativo, que permite não só a excisão de introns, como também a modificação e 

até mesmo eliminação de exons durante o processamento do pré-mRNA. Isto gera múltiplos 

mRNAs, que codificam diferentes isoformas de uma mesma proteína (Figura 2), que possuem 

funções correlatas, já que domínios específicos podem ser subtraídos ou adicionados 

(Skotheim & Nees, 2007). Estima-se que 95% dos transcritos dos genes multi-exons, estão 

sob o controle de splicing alternativo, sugerindo que este mecanismo tem papel central na 

geração de diversidade proteica (He et al, 2009). 

  

 

Figura 2 – Representação esquemática do mecanismo de splicing alternativo do 
mRNA. Figura modificada de Cartegni et al, 2002. Listening to silence and understanding 
nonsense: exonic mutations that affect splicing. Nature Reviews Genetics 3: 285-298 

 

 

O spliceossomo é o complexo responsável por catalisar o processo de splicing, tanto o 

constitutivo quanto o alternativo. Trata-se de uma ribonucleoproteína (RNP - 
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ribonucleoprotein) constituída por pelo menos cinco snRNAs (small nuclear RNAs) e 50 

proteínas, cujo núcleo ativo é composto em grande parte por RNA, sendo por isso 

considerado uma ribozima (Collins & Guthrie, 2000). Para a seleção do sítio de splicing, 

montagem do spliceossomo e processamento do pré-mRNA, a maquinaria celular conta com a 

ajuda dos fatores de splicing. São duas as classes de fatores de splicing; os snRNPs (small 

nuclear RNPs): U1, U2, U5 e U4/6; e os fatores não-snRNPs: hnRNPs (heterogeneous 

nuclear RNPs), proteínas SR (serine/arginine), dentre outras; e microRNAs (Krämer, 1996).  

O splicing do pré-mRNA envolve o reconhecimento inicial de sequências conservadas 

nos limites exon-intron (Roberts & Smith, 2002), por proteínas que se ligam a estes sítios. 

Estas proteínas incluem ativadores de splicing que promovem o uso de um sítio em particular, 

e repressores de splicing que reduzem o uso de um sítio em particular. Um fator de splicing da 

família de proteínas ricas em arginina/serina (proteínas SR) se liga a cada exon na transcrição, 

em uma sequência particular de nucleotídeos chamada ativador exônico de splicing (ESE - 

exonic splicing enhancer). As proteínas SR promovem a formação de complexos contendo 

snRNP U1 ligado ao sítio de splicing 5’ e U2 ligado ao sítio de ataque nucleofílico do pré-

mRNA (Blencowe, 2000). Uma proteína SR também pode inibir ao invés de aumentar a 

ligação dos snRNPs, e nesse caso a sequência à qual ela se liga é chamada de supressor 

exônico de splicing (ESS – exonic splicing suppressor) (Wang et al, 2004 e 2006). Dessa 

maneira, as proteínas SR, podem fazer com que um exon seja deixado de fora do mRNA final. 

Em humanos e outros mamíferos, essa deleção de exons é a forma mais frequente de splicing 

alternativo. O esquema de como estas proteínas se organizam no pré-mRNA pode ser 

visualizado na Figura 3. 
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Figura 3 – Representação esquemática do recrutamento dos fatores e seleção do sítio 
de splicing. RS: domínio rico em serina e arginina; RRM: domínio de ligação ao RNA; ESE: 
ativador exônico de splicing; ESS: supressor exônico de splicing. Figura modificada de 
Cartegni et al, 2002. Listening to silence and understanding nonsense: exonic mutations that 
affect splicing. Nature Reviews Genetics 3: 285-298 

 

 

As proteínas SR também agem nos passos subsequentes, por exemplo, facilitando o 

recrutamento de U4/U6 e U5, que entram na via de montagem do spliceossomo como 

partícula pré-formada U4/U6-U5 tri-snRNP (Blencowe, 2000). O domínio RS das proteínas 

SR é fosforilado por diferentes cinases e esta fosforilação é importante para a habilidade 

desses domínios de interagirem entre si e com outras proteínas, e para a atividade das SR no 

splicing (Giannakouros et al, 2011; Ghosh & Adams, 2011; Shepard & Hertel, 2009). 

 

2.2. As proteínas SR e suas cinases, as SRPKs 
 
 

As proteínas SR, descritas pela primeira vez por Roth e seus colegas (Zahler et al, 

1992), foram descobertas em um estudo com Drosophila. Um screening genético identificou 

3 fatores de splicing: SWAP (suppressor-of-white-apricot), Tra (transformer) e Tra-2 
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(transformer-2), que se caracterizam por um domínio rico em dipeptídeos de serina/arginina 

(RS domain). Em seguida, em estudos com linhagens de células humanas, foram identificados 

mais dois fatores de splicing, SF2/ASF e SC35, que também revelaram a presença de 

domínios RS além de pelo menos um domínio de ligação ao RNA (RNA recognition motifs - 

RRM) (Shepard & Hertel, 2009; Zahler et al, 1992). 

Após a identificação de outras proteínas que contêm o domínio RS, a família de 

proteínas SR foi classificada com base na presença de um fosfoepítopo reconhecido pelo 

anticorpo monoclonal mAb104, sua conservação em vertebrados e invertebrados, e sua 

atividade em ensaios complementares de splicing (Shepard & Hertel, 2009; Zahler et al, 

1992). Em humanos, a família de proteínas SR é codificada por 9 genes, designados splicing 

factor arginine/serine-rich (SFRS) 1-7, 9 e 11, são eles: SF2/ASF, SC35, SRp20, SRp40, 

SRp55, SRp75, SRp30c, 9G8, e SRp54 (Shepard & Hertel, 2009). Todos eles possuem uma 

organização estrutural semelhante, com um ou dois domínios de ligação ao RNA (RRM 

domain) na porção N-terminal, um domínio rico em serina e arginina (RS domain) na porção 

C-terminal e outros domínios RS ao longo do polipeptídeo (Figura 4). Os domínios RRMs são 

responsáveis por ligar a proteína ao RNA, enquanto os domínios RS funcionam como 

moduladores da interação proteína-proteína mediando os vários passos de montagem do 

spliceossomo (Wang et al, 1998). 

 

Figura 4 – Estrutura básica das proteínas SR. RRM: domínio de ligação ao RNA; 
RRMH: domínio homólogo ao RRM; Z: domínio de ligação ao RNA rico em zinco; RS: 
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domínio rico em serina e arginina. Figura modificada de Graveley 2000. Sorting out the 
complexity of SR protein functions. RNA. 6:1197-1211 

 

A localização das proteínas SR é predominantemente nuclear e subnuclear. Quando 

não ativamente envolvidas no processo de transcrição ou de splicing, as proteínas SR residem 

nos speckles nucleares, os quais são subdivisões no núcleo que armazenam os fatores de 

splicing (Jang et al, 2008) No entanto, ao serem fosforiladas em suas serinas, as proteínas SR 

saem dos speckles e vão para o nucleoplasma onde interagem com o pré-mRNA nascente. O 

balanço entre fosforilação e desfosforilação promove a escolha correta do sítio de splicing e 

posteriormente a catálise do processo (Shepard & Hertel, 2009). As cinases especializadas em 

fosforilar os resíduos de serina das proteínas SR são: Serine/Arginine specific-protein kinases 

(SRPK), Clk/Sty kinases, cdc2p34, e topoisomerases. 

As proteínas cinase serina/treonina, da qual as SRPKs fazem parte, e as cinase 

tirosina-específicas possuem um domínio catalítico de aproximadamente 290 aminoácidos 

divididos em 2 lóbulos, N-terminal e C-terminal, por uma região espaçadora estruturalmente 

desordenada e pouco conservada. Esta região espaçadora possui grande flexibilidade 

estrutural, podendo hipoteticamente ser considerada responsável pela seleção de substratos 

e/ou a região pela qual a SRPK2 sofre regulação. O sítio ativo está localizado entre o lóbulo 

N-terminal, composto por folhas ȕ e uma única α-hélice, a hélice C, e um grande lóbulo C-

terminal, predominantemente composto de α-hélices, que também inclui o segmento de 

ativação, uma região de 20 a 35 aminoácidos (Figura 5) (Endicott, Noble & Johnson, 2012). 

 

Figura 5 – Representação esquemática da estrutura da proteína SRPK1. Figura 
modificada de Liu et al, 2009. A novel Physarum polycephalum SR protein kinase 
specifically phosphorylates the RS domain of the human SR protein, ASF/SF2. Acta 
Biochimica Biophysica Sinica 41 (8): 657 – 667. 
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As cinases da família SRPK, SRPK1 e SRPK2, reconhecem somente os resíduos de 

arginina e fosforilam seus substratos somente nos resíduos de serina localizados em regiões de 

domínio RS (Gui et al, 1994b). Elas se diferenciam estruturalmente por SRPK1 possuir duas 

regiões de aminoácidos básicos (11-21 aas e 265-277 aas), enquanto SRPK2 possui apenas 

uma (264-276 aas). O domínio básico amino-terminal está relacionado à localização celular, é 

provável que ele funcione como um sinal de localização nuclear (NLS – nuclear localization 

signals). Ao invés de uma região básica amino-terminal, SRPK2 possui uma região rica em 

prolina (21-43 aas), a qual contêm vários sítios de ligação consenso para o domínio SH3 (Src 

homology 3) (Ren et al, 1993), que podem estar envolvidos com a interação com proteínas 

que possuem este domínio. Além disso, SRPK2 também possui uma região ácida no domínio 

espaçador (287-405 aas), diferentemente de SRPK1 (Kuroyanagi et al, 1998) (Figura 6). 

Outra diferença é que elas não são igualmente expressas nos diferentes tecidos humanos. A 

SRPK1 é encontrada superexpressa no testículo e pâncreas, enquanto a SRPK2 é encontrada 

superexpressa no cérebro, ambas são encontradas moderadamente expressas em outros tecidos 

humanos como o do coração e músculo esquelético, e pouco expressas no pulmão, fígado e 

rins (Wang et al, 1998). A localização subcelular das SRPKs é predominantemente 

citoplasmática, mas elas também estão presentes no núcleo, principalmente nos speckles, onde 

estão associadas aos fatores de splicing, exercendo regulação sobre estes, assim como do 

próprio processo de splicing (Jang et al, 2008).  

 

 

 
Figura 6 – Representação esquemática da estrutura primária das proteínas SRPK1 e 

SRPK2. RB: região básica; DA: Dominio Ácido; P: Prolina. Figura modificada de 
Kuroyanagi et al, 1998. Novel SR-Protein-Specific Kinase, SRPK2, Disassembles Nuclear 
Speckles. Biochemical and Biophysical Research Communications 242: 357–364. 
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As SRPKs são necessárias para a entrada das proteínas SR no núcleo. Estudos com a 

ortóloga de leveduras, Sky1 e seu substrato Nlp3p SR-like (que transporta mRNAs para fora 

do núcleo) mostraram que Nlp3p precisa ser fosforilada para liberar o mRNA e ser 

reimportada para o núcleo. Em humanos, fatores de splicing como SF2/ASF são fosforilados 

no citoplasma por SRPK1 e subsequentemente transportados para o núcleo pela transportina 

SR2, que interage especificamente com os domínios RS fosforilados (Giannakouros et al, 

2011). O domínio espaçador parece conter o sinal de localização citoplasmática, já que 

estudos anteriores demonstraram que a remoção do domínio espaçador em SRPK1 

desencadeia a translocação destas cinases para o núcleo e consequentemente induz a 

agregação de fatores de splicing no núcleo (Jang et al, 2008). Além disso, a evidência inicial 

era que o domínio espaçador tinha pouco efeito sobre a atividade cinase. No entanto, um 

estudo mais recente indica que o domínio espaçador pode aumentar a catálise aumentando a 

taxa limitante do passo de libertação de ADP nas reações de cinase (Aubol et al, 2012). 

Ainda, as células dos eucariotos respondem a uma reprogramação massiva do splicing 

alternativo ao serem estimuladas pelo fator de crescimento epidermal (EGF – Epidermal 

Growth Factor). Ao bloquear ramos individuais da via de sinalização de EGF, foi verificado 

que a ativação de AKT desempenha um papel principal, enquanto que outros ramos, como o 

das vias de JAK/STAT e ERK, fazem contribuições menores ao splicing induzido por EGF 

(Zhou et al, 2012). AKT ativada foi implicada na atuação direta sobre as proteínas SR 

(Blaustein et al, 2005 e Jiang et al, 2009) ou indiretamente ao retransmitir o sinal para o 

núcleo através de cinases específicas de proteínas SR, tais como SRPK2 (Jang et al, 2009) ou 

Clk/Sty (Jiang et al, 2009). Como as SRPKs parecem ocupar uma posição estratégica na 

célula ao retransmitir sinais externos para o núcleo, as SRPKs foram investigadas quanto a 

capacidade de transmitir o sinal da via de EGF para as proteínas SR culminando no splicing 

alternativo. Foi determinado então que as SRPKs são transmissoras centrais da sinalização de 

EGF, enquanto que todos os outros ramos estabelecidos previamente na via de EGF exercem 

papéis relativamente menores. Os resultados indicam que AKT provoca dois eventos de 

autofosforilação nas SRPKs essenciais para a ativação destas e da transmissão do sinal para as 

proteínas SR. Isto sugere que o eixo Akt-SRPK-SR constitui o principal ramo na transdução 

da sinalização de EGF na regulação do programa de splicing no núcleo (Zhou et al, 2012). 

A localização celular das proteínas SRPKs está relacionada à interação destas com 

complexos de chaperonas no citoplasma. As chaperonas atuam auxiliando no dobramento 

apropriado de proteínas alvo em suas conformações ativas e protegendo-as da degradação por 
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proteassomos. A chaperona Hsp90 também é reconhecida por sua atividade ATPásica em 

modular a dinâmica de interações proteína/chaperona, controlando assim a localização celular 

e o tráfego intracelular da proteína alvo (Zhong et al, 2009). As SRPKs, tanto SRPK1 quanto 

SRPK2, já foram associadas a interação direta com as co-chaperonas Hsp40/DNAjc8 e Aha1, 

que mediam a interação com suas chaperonas Hsp70 e Hsp90, respectivamente. O complexo 

Hsp70/Hsp40 atua ancorando as SRPKs no citoplasma, enquanto o complexo Hsp90/Aha1 

promove a translocação das SRPKs para o núcleo. As proteínas SRPKs ao serem fosforiladas 

aumentam a sua associação a Hsp90 e consequente translocação para o núcleo (Zhou et al, 

2012). 

A família de proteínas 14-3-3 por sua vez, age prevenindo a localização excessiva de 

SRPK no núcleo, mesmo sob condições de forte estimulação por EGF, o que pode causar 

efeitos tóxicos no núcleo. A proteína 14-3-γȕ ao ser superexpressa, bloqueia a interação das 

SRPKs com Hsp70 e também com Hsp90 (Zhou et al, 2012). Juntos, estes dados sugerem que 

as SRPKs são finamente reguladas por complexos heat shock e por membros da família 14-3-

3 durante o curso da sinalização por EGF. Estes resultados explicam porque as SRPKs não 

são totalmente translocadas para o núcleo em células induzidas com EGF. 

Apesar das SRPKs serem capazes de fosforilar proteínas SR residentes nos speckles 

nucleares, é difícil determinar o papel exato das diferentes cinases envolvidas na fosforilação 

dos fatores de splicing da família SR (Giannakouros et al, 2011; Wang et al, 2004). A 

fosforilação do domínio RS é um pré-requisito para a montagem do spliceossomo e o splicing 

em geral. A SRPK1 foi encontrada associada a U1-snRNP, que está envolvido na seleção do 

sítio de splicing 5’ (Kamachi et al, 2002), enquanto SRPK2 é requerida para a formação do 

complexo U4⁄U6-U5 tri-snRNP, que está envolvido na seleção do sítio de splicing γ’ 

(Mathew et al, 2008). No entanto, experimentos in vitro demonstraram que em elevadas 

concentrações, as SRPKs podem inibir o splicing, sugerindo a necessidade de um balanço 

entre cinases e fatores de splicing a serem fosforilados. 

A interação entre SRPK1a, uma isoforma que possui uma inserção de 171 

aminoácidos em seu domínio N-terminal e é similar a SRPK1 na especificidade do substrato e 

na localização subcelular, e SAFB1 (Scaffold Attachment Factor B1) já havia sido relatada 

(Nikolakaki et al, 2001). Mais recentemente, foi verificado que SAFB1 estaria de fato 

inibindo a atividade não só de SRPK1a, mas também de SRPK1 in vitro, e que sua região rica 

em RE (Arginina-Acido Glutâmico) é redundante para a inibição observada. A inibição da 

atividade cinase é causada pela direta ligação de SAFB1 a SRPK1a e SRPK1. E também 
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existem evidências para a ligação in vitro SAFB2 a estas duas cinases, apesar de que com 

afinidades diferentes. O complexo SRPK/SAFB está presente no núcleo de células HeLa e 

que a ativação enzimática da SRPK1 localizada na matriz nuclear esta reprimida (Chen & 

Sudol, 1995). 

As SRPKs também estão envolvidas com a reorganização dos speckles nucleares, que 

são desfeitos durante a metáfase e remontados conforme a progressão do ciclo celular na 

mitose (Jang et al, 2008). O que foi proposto é que as SRPKs (e potencialmente membros das 

famílias Akt e Clk-cinases) podem ter um papel chave, no início da mitose, primeiro 

mediando o destacamento da heterocromatina periférica da membrana nuclear interna através 

da fosforilação do domínio RS do LBR (lamin B receptor), um dos principais fatores de 

ancoramento da cromatina à membrana interna nuclear. E, subsequentemente, a remoção de 

HP1 (heterochromatin protein 1), um importante componente da heterocromatina interfásica, 

da cromatina mitótica, conduzindo assim a condensação cromossômica (Giannakouros et al, 

2011). 

Por outro lado, o acoplamento dos domínios de cromatina ao envelope nuclear 

resultam na sua inativação transcricional, e as proteínas HP1 são constituintes bem conhecidas 

da cromatina "silenciada". A translocação nuclear regulada das SRPKs pode contribuir para o 

reposicionamento e a descondensação de um loci gênico específico, conduzindo assim à 

ativação da transcrição destes (Giannakouros et al, 2011). Tudo isto demonstra o papel central 

destas cinases no processo de splicing, controlando a distribuição intracelular dos fatores de 

splicing nas células interfásicas e a reorganização dos speckles durante a mitose (Jang et al, 

2008). 

 

2.3. O envolvimento das SRPKs em diferentes doenças 
 
 

As proteínas SRPKs também já foram relacionadas à doenças neurodegenerativas, nas 

quais elas agem desencadeando a progressão do ciclo celular de neurônios diferenciados, 

promovendo apoptose, inibindo a polimerização de microtúbulos e a elongação axonal (Jang 

et al, 2009; Hong et al, 2011 e 2012 & Chan & Ye, 2013). Em doenças como o Alzheimer e a 

isquemia cerebral, SRPK2 é fosforilada por Akt em sua Thr-492, promovendo sua 

translocação para o núcleo, onde ela fosforila SC35 e então inativa p53, levando a uma up-

regulação de ciclina D1, reentrada no ciclo celular e apoptose neuronal (Jang et al, 2009). A 

apoptose também pode se dar pela translocação da porção N-terminal de SRPK2, clivada por 
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caspases em seus resíduos de Asp-139 e Asp-403, para o núcleo e interação com VP160, além 

da condensação de cromatina (Hong, Jang & Ye, 2011). 

A inibição destes eventos, se dá pelas proteínas 14-3-3 de duas formas: uma é pela 

ligação de 14-3-3 a SRPK2, fosforilada por Akt, impedindo sua ação sobre ciclina D1, 

degradação e clivagem por caspases; a outra é pela fosforilação de BAD e consequente 

ligação a 14-3-3, inibindo assim a função pró-apoptótica de deste (Jang et al, 2009 & Hong, 

Jang & Ye, 2011). 

A ação das SRPKs sobre a polimerização dos microtúbulos e elongação axonal 

deficiente, se dá pela fosforilação das proteínas tau em sua Ser-214, suprimindo suas funções. 

Tau é uma proteína do complexo MAP (microtubule-associated proteins) que age 

remodelando a rede de microtúbulos, principalmente no axônio neuronal, onde ela é bastante 

expressa (Black et al,1996 & Samsonov et al, 2004). Em doenças relacionadas a sua 

disfunção, tau está hiperfosforilada, redistribuída dos microtúbulos e forma agregados 

aberrantes nos neurônios (Grundke-Iqbal et al., 1986), que aumentam quando SRPK2 está 

superexpressa. Os microtúbulos então não são bem organizados, o que resulta na perda de um 

transporte intracelular efetivo, integridade dos neurônios é afetada e eventualmente a morte 

neuronal. O esgotamento da expressão de SRPK2 no hipocampo de camundongos APP/PS1, 

um modelo animal bem estabelecido para Alzheimer (Kurt et al., 2001), reduz a fosforilação 

de tau e a formação de filamentos helicoidais pareados (Hong et al, 2012). Uma evidência da 

participação de SRPK2 nestes eventos, é que sua atividade está aumentada nos neurônios de 

camundongos e pacientes com Alzheimer (Hong et al, 2012). 

As proteínas SRPKs também exercem um importante papel na replicação viral e 

montagem das proteínas do nucleocapsídeo. A montagem do nucleocapsídeo dos vírus da 

hepatite B (HBV) e do Epstein-Barr vírus (EBV), é dependente da fosforilação de resíduos de 

serina no domínio C-terminal (CTD) das proteínas do capsídeo, Cp183 e BLRF2, 

respectivamente. A fosforilação destes sítios pode-se dar tanto por SRPK1 quanto SRPK2 

(Daub et al, 2002 e Duarte et al, 2013). Em HBV, a ligação de SRPK2 ao CTD de Cp183 

estagna a montagem do nucleocapsídeo, a fim de evitar a formação de partículas virais, sem 

material genético. A montagem prossegue com a fosforilação das proteínas SR (Chen, Wang 

& Zlotnick, 2011). Além disso, as SRPKs também estão envolvidas com a replicação de 

HBV, HIV (vírus da imunodeficiência humana), HCV (vírus da hepatite C) e EBV (Zheng et 

al, 2005; Fukuhara et al, 2006; Karakama et al, 2010 & Duarte et al, 2013).  
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Ambas, SRPK1 e SRPK2, podem suprimir a replicação de HBV ao reduzir a 

eficiência de empacotamento do pgRNA (pregenomic RNA), sem que a formação das 

partículas do nucleocapsídeo sejam afetadas. Esse efeito supressivo de SRPK1 e SRPK2 na 

replicação de HBV não pode ser explicado por suas atividades de fosforilação, já que a 

superexpressão destas cinases não tem efeito detectável na fosforilação das proteínas do 

nucleocapsídeo de HBV in vivo e seus mutantes que perderam a atividade cinase ainda podem 

suprimir a replicação do DNA de HBV (Zheng et al, 2005). Quanto à replicação do HIV, 

sabe-se que a expressão do HIV diminui a atividade e a quantidade de proteínas SR. No 

entanto, a fosforilação de SRp75 por SRPK2, pode aumentar em até 20 vezes a expressão do 

HIV. O aumento da atividade de SRPK2 regula positivamente a expressão do HIV. Também 

foi verificado que, o uso de inibidores de SRPK2, como o SRPIN340, suprime a produção não 

só do HIV, como também de outros vírus, como o de Sindbis em ensaio de placa (Fukuhara et 

al, 2006) e na inibição da replicação do HCV, suprimindo de uma forma dose-dependente a 

expressão do seu replicon subgenômico. Este efeito inibitório não está associado a efeitos 

anti-proliferativos ou citotóxicos nas células hospedeiras (Karakama et al, 2010). 

Dessa forma, as SRPKs além de controlarem o splicing alternativo de vários genes 

envolvidos na replicação celular, surgem como uma alternativa no controle da infecção viral 

ao serem alvos terapêuticos na inibição da replicação e da encapsulação destes. 

 

2.4. As SRPKs e o câncer 
 
 

O interesse em SRPKs como alvos terapêuticos no tratamento de câncer, surgiu da 

observação de que a SRPK1 se mostra altamente expressa em tumores de mama, pâncreas e 

cólon (Hayes, Carriagan & Miller, 2007), bem como na leucemia aguda de células T induzida 

pelo vírus-1 da leucemia de células T humana (Hishizawa et al, 2005). Assim, linhagens de 

células derivadas de tumores da mama, do pâncreas e do cólon, quando tem o gene da SRPK1 

inativado, exibem a proliferação celular diminuída, aumentam o potencial apoptótico e a 

sensibilidade a quimioterápicos comuns como a cisplatina e gemcitabina (Hayes, Carriagan & 

Miller, 2007). 

Estudos anteriores demonstram que as SRPKs são reguladas durante o ciclo celular e, 

da mesma forma, exercem influência sobre o progresso deste. Mecanismos de sinalização 

celular induzem a translocação dessas cinases do citoplasma para o núcleo no limite das fases 

G2-M. A SRPK2, por exemplo, fosforila a proteína SR Acinus, que potencializa a transcrição 
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de ciclinas A1, envolvidas na maquinaria de regulação do ciclo celular, especialmente na 

transição das fases G1-S e G2-M (Jang et al, 2008). Portanto, estas ciclinas são indiretamente 

reguladas pelas SRPKs, consequentemente, podemos dizer que o ciclo celular é indiretamente 

regulado por estas cinases. 

A inativação de SRPK2 ou Acinus induz forte repressão na proliferação de linhagens 

de leucemia, levando ao acúmulo de células na fase G1. Por outro lado, a superexpressão de 

SRPK2 ou Acinus provoca um proeminente acúmulo de células na fase G2-M e um 

decréscimo de células na fase G1. Estes resultados levam a crer que a SRPK2 e Acinus são 

elementos chave na regulação do ciclo celular e são essenciais para a proliferação celular. A 

Acinus além de regular a transcrição de ciclinas, também é integrante do complexo ASAP 

(apoptosis-associated and splicing-associated protein), que inibe o processamento do RNA e 

acelera a progressão da morte celular após a indução de apoptose (Jang et al, 2008). 

No estudo realizado por Jang et al em 2008, os níveis de expressão de SRPK2 e acinus 

foram monitorados em linhagens de células leucêmicas e de células da medula óssea 

leucêmica. A localização subcelular de acinus parece ser predominantemente nuclear em 

linhagens de células leucêmicas mieloide (CLM) e células leucêmicas linfoide (CLL). Além 

disto, ela foi mais expressa em CLM e pouco expressa em CLL. Em contraste, os maiores 

níveis de expressão de SRPK2 foram encontrados em CLL. Nas CLMs os níveis de expressão 

variaram com os maiores sendo encontrados em NB4 e U-937, moderados em K562 e HL-60 

e os menores em HEL e KG1. Outro destaque é para a localização subcelular de SRPK2 que é 

predominantemente citoplasmática em CLM, mas parece ser citoplasmática e nuclear em 

CLL. Isto demonstra que algum mecanismo regulatório alternativo está envolvido na 

translocação de SRPK2 para dentro do núcleo, o que implicaria no aumento da fosforilação de 

acinus, aumento da transcrição de ciclina, progressão do ciclo celular e consequentemente 

aumento da proliferação desordenada de células leucêmicas. 

A ação das SRPKs no splicing alternativo do fator de cescimento epitelial vascular 

(VEGF – vascular epithelial growth fator) foi investigada em trabalho de 2010 (Nowak et al, 

2010). VEGF é um componente regulador chave na angiogênese fisiológica e patológica. No 

splicing alternativo de VEGF são geradas duas isoformas principais VEGF165 – proximal – 

pró-angiogênica (Houck et al, 1991) e VEGF165b – distal – anti-angiogênica (Woolard et al, 

2004), dependendo do sítio de splicing no exon 8.  O uso de IGF-1 (insulin-like growth 

factor-1), down-regula a expressão de VEGF165b e promove a escolha do sítio proximal, 

aumentando a expressão da forma pró-angiogênica (Nowak et al, 2008). Este efeito é 
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revertido quando são utilizados inibidores de SRPK como o SRPIN340, promovendo a 

escolha do sítio de splicing distal, ou seja, da forma anti-angiogênica. A superexpressão de 

SRPK1 diminui a expressão da forma anti-angiogênica de VEGF e consequentemente a 

expressão total de VEGF. Já a superexpressão de SRPK2 não afetou a produção VEGF165b, 

embora tenha reduzido a expressão total de VEGF (Nowak et al, 2010).  O papel das SRPKs 

no controle da expressão das formas pró- e anti- angiogênicas pode ser explorado como 

estratégia terapêutica num esforço para diminuir a vascularização de tecidos tumorais. 

A obtenção de informações inéditas sobre interações proteína-proteína é de alta 

relevância para o desvendamento dos mecanismos de regulação da atividade de SRPK2, o que 

contribuirá para o entendimento de seu papel na oncogênese da leucemia e outros tipos de 

tumores. Tais achados certamente subsidiarão o desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

para o controle de sua atividade anormal. 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi identificar novos parceiros de interação da 

SR cinase SRPK2, através de sua região espaçadora, aqui nominada como S-SRPK2, como 

forma de entender seus mecanismos de regulação e atividade. Para isso, a região S-SRPK2 foi 

subclonada no vetor de expressão em leveduras pBTM116K, e o screening de proteínas 

procedeu pelo método de duplo-híbrido em leveduras com o uso de uma biblioteca de cDNA 

de leucócitos, sendo encontradas 19 novas interações. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Amplificação da região espaçadora e clonagem em vetor de clonagem 

 

O primeiro passo deste trabalho foi amplificar a região espaçadora (S-SRPK2) a partir 

do cDNA completo da proteína SRPK2 clonado em plasmídeo de expressão em bactérias 

pET28a (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1 – Plasmídeos 

 

Plasmídeos Características 

pET 28a 

pGEM 

pBTM 116K 

pGAD424 

pACT2 

T7 Promoter, His Tag, MCS, lacI, Kanr 

lacZ, Ampr 

ADHI Promoter, LexA BD, MCS, Trp1, Kanr 

ADHI Promoter, Gal4 AD, MCS, Leu2, Ampr 

ADHI Promoter, Gal4 AD, MCS, Leu2, Ampr 

 

 

A delimitação da região espaçadora foi baseada no trabalho de Wang et al, 1998 e em 

análises de predição de estrutura de proteínas pelo servidor PSIPRED (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7 – Delimitação da região espaçadora da proteína SRPK2. A região delimitada 

foi determinada baseada no trabalho de Wang et al, 1998 e em análises de predição de 

estrutura de proteínas pelo servidor PSIPRED e abrange os aminoácidos entre a valina 224 e a 

arginina 524. 

 

Os primers utilizados nesta amplificação foram SSRPK2_BglEco_S e 

SSRPK2_SalI_AS (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Primers sintetizados para este trabalho 

 

Nome Sequência Fabricante 

SSRPK2_BglEco_S 

SSRPK2_SalI_AS 

5’ LexA 

ScreeningAmp5’ 

ScreeningAmpγ’ 

5’ AGATCTGAATTCGTGGATGATGCATATGTGAGAAG γ’ 

5’ GTCGACCTATCTAATTTTATCTGCATTCCGCG γ’ 

5’ CGTCAGCAGAGCTTCACCATTG γ’ 

5’ CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC γ’ 

5’ GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGA γ’ 

IDT 

IDT 

Invitrogen 

Invitrogen 

Invitrogen 

 
 

A amplificação foi processada através de uma reação de polimerase em cadeia (PCR). 

As amostras foram preparadas em solução de β0 μL, sendo 5,0 μL de H2O MiliQ , β μL de 10X 

AccuPrimeTM PCR Buffer (Invitrogen), 0,8 μL de MgCl2 50 mM (Promega), 5 μL de dNTPs β 

mM, 1 μL de cada primer 10 μM/mL (S – sense e AS – antisense), 0,β μL de AccuPrimeTM 

Taq High Fidelity (Invitrogen) e 5 μL do plasmídeo pETβ8a/SRPKβ. Os ciclos de 

temperatura da PCR estão descritos na Tabela 3. 

 

 

Tabela 3 - Ciclo de temperaturas utilizadas para a amplificação da região espaçadora 

de S-SRPK2 

 

Ciclo de PCR 

95°C  β’ 

 

Ciclos 

95°C  1’ 

53°C  1’ 

68°C  1’ 

Ciclagem: 23 vezes 

68°C  10’ 

4°C  ∞ 

 

 

A verificação da PCR se deu por eletroforese de DNA em gel de agarose 1% (v/v), 

acrescido de 1x10-4% (v/v) de brometo de etídeo. O tampão utilizado na preparação do gel e 
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na cuba foi o tampão Tris-Acetato-EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) (TAE) 1X 

(Quadro 1). 

 

 

Quadro 1 – Tampões e meios 

 

Nome Componentes 
Tampão TAE Tris-base 8 mM, EDTA 0,1 mM e ácido acético glacial até atingir o pH 8 

Tampão Z Na2HPO4 60 mM, Na2H2PO4 40 mM, KCl 10 mM, MgSO4 1 mM, SDS 
(Sodium Dodecyl Sulfate) 0,025% (p/v), pH 7 

Meio LB Triptona 1%, Extrato de Leveduras 0,5% e NaCl 1%. 
Meio sólido: acrescentar Ágar 1,5%  

 Meio SOB Triptona 2%, Extrato de Leveduras 0,5%, NaCl 0,058% e KCl 0,02% 
Meio SOC Ao meio SOB acrescentar 4% de Glicose 20% e 4% de MgCl 1M 
Meio YPD Extrato de Leveduras 1%, Peptona 2%, Glicose 2% e Adenina 0,003%. 

Meio sólido: acrescentar Ágar 2% 
Meio SD Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,17%, Glicose 2%, Adenina 200 mg/L, 

Arginina 200 mg/L, Isoleucina 300 mg/L, Lisina 300 mg/L, Metionina 200 
mg/L, Fenilalanina 500 mg/L, Treonina 2000 mg/L, Tirosina 300 mg/L, 
Valina 1500 mg/L e Uracila 200 mg/L. 
Meio sólido: acrescentar Ágar 3% 

 

  

O produto da PCR foi extraído e purificado do gel de agarose com o Silica Bead DNA 

Gel Extraction Kit (Fermentas) e clonado com o kit comercial de clonagem pGEM®-T Easy 

Vector Systems (Tabela 1). 

 

 

3.2. Preparação de células termocompetentes para transformação 
 

O próximo passo foi amplificar a quantidade de vetores pGEM/S-SRPK2 em bactéria 

Escherichia coli, linhagem DH 5α (Tabela 4). A transformação das bactérias se deu por 

choque térmico, no entanto, antes disso foi preciso preparar as células para se tornarem 

termocompetentes. 

  

 

Tabela 4 – Linhagem e genótipo dos microrganismos utilizados neste trabalho 
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Linhagens Genótipo 

DH 5α 

endA1 recA1 hsdR17 supE44 gyrA96 thi-1 

relA1 _lacU169 

(φ80lacZ_M15) Tetr _(mcrA)183 

_(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 

 

 

L40 

(trp1-901, his3∆β00, leuβ-3, ade2 

LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-

lacZ GAL4), 

 

 

Foram selecionadas três colônias isoladas de E. coli DH 5α, semeadas previamente em 

meio sólido Luria-Bertani (LB) (Quadro 1), e feito um pré-inóculo em 10mL de meio LB 

líquido, incubado por 6 horas a 37°C e agitação de 250 rpm. 5 mL deste pré-inóculo foram 

então transferidos para um erlenmeyer com 125 mL de meio LB líquido, que foi incubado 

overnight a 18°C e agitação de 150rpm. No dia seguinte, assim que a cultura atingiu a D.O.600 

0,55; ela foi transferida para um banho de gelo por 10 minutos. As células foram então 

centrifugadas em tubos Falcon estéreis de 50 mL a 4°C, 4000 rpm por 10 minutos. Em 

seguida, as células foram cuidadosamente ressuspendidas em 30 mL de solução TB (guardada 

na geladeira) e armazenadas em gelo por 10 minutos. Novamente, as células foram 

centrifugadas a 4°C, 4000 rpm por 10 minutos. O pellet resultante da centrifugação, foi 

ressuspendido em 8 mL de solução TB e 560 μL de DMSO (dimetilsulfóxido), e incubado no 

gelo por mais 10 minutos. Por fim as células foram aliquotadas em tubo eppendorf (50 μL por 

tubo) e imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -80°C. 

 

 

3.3. Transformação das bactérias por choque térmico e extração do DNA 
plasmidial 

 

Tendo em mãos as células termocompetentes, o vetor pGEM/S-SRPK2 foi adicionado 

às células de E. coli DH 5α termocompetentes à uma concentração de 50 µg/mL. Estas células 

foram incubadas no gelo por 30 minutos e em seguida submetidas ao choque térmico, a 42º C 

por 60 segundos, retornando imediatamente com a mistura para o gelo. Foram então 
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adicionados 1 mL de meio LB sem antibiótico às células, que foram incubadas no shaker a 

180 rpm, 37ºC, por 1,5 horas. Após este período, as células foram centrifugadas a 10000 rpm 

por 1,5 minutos e concentradas para 100 μL do mesmo meio. Elas foram então semeadas em 

meio LB sólido acrescido do antibiótico correspondente à resistência do vetor, sempre a 

concentração de 50 µg/mL. A placa de Petri com o meio LB sólido semeada com as bactérias 

transformadas, foi mantida em estufa a 37º C por 16 horas. 

Desta placa de Petri, foram selecionadas de 3 a 5 colônias isoladas de bactéria, que 

foram inoculadas separadamente em 5 mL de meio LB líquido contendo o antibiótico 

apropriado à concentração de 50µg/mL. Os inóculos foram incubados por 14 horas a 37º C, 

180 rpm. Deste inóculo foi retirado 1mL e feito estoque a 20% de glicerol armazenado em 

ultrafreezer -80°C. Outros 1,4 mL do inóculo foram transferidos para tubo eppendorf de 1,5 

mL e centrifugados a 10000 rpm por 60 s. O sobrenadante foi descartado e os 1,4 mL de 

inóculo restantes foram adicionados e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado 

e ao precipitado de células que se formou foi adicionado 200 μL da solução 1 (Tris-HCl 

β5mM, EDTA 10mM, Glicose 50mM, pH 8) e 5 μL de RNAse (10mg/mL) ressuspendendo 

completamente o pellet. Após 5 minutos foram adicionados β00 μL da solução β (NaOH 

200mM e SDS 1%) ao tubo, e este foi agitado por inversão (6 vezes) e incubado no gelo por 

outros 5 minutos. Por fim foram adicionados 150 μL da solução γ (Acetato de Potássio γ M e 

pH ajustado para 5,5, com Ácido Acético Glacial) ao tubo, e novamente este foi agitado por 

inversão e incubado no gelo por 5 minutos. 

Após este período, o tubo foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos e o 

sobrenadante resultante foi coletado e transferido para um tubo novo. Essa etapa foi repetida 

mais uma vez. Posteriormente foram adicionados 600 μL de isopropanol ao tubo e este foi 

novamente agitado por inversão e a solução foi incubada em freezer por 5 minutos e 

centrifugada a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado 

foram adicionados 100 μL de etanol 70%. A solução foi centrifugada a 10000 rpm por 5 

minutos, o etanol descartado e o pellet após completamente seco, foi ressuspendido em γ0 μL 

de água MiliQ autoclavada e estocado a -20 ºC. 

  

 

3.4. Reação de clivagem e clonagem em vetor de expressão em leveduras 
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Para verificar se o fragmento correspondente a S-SRPK2 foi clonado corretamente em 

pGEM, foi montada uma reação de clivagem com as enzimas de restrição EcoRI (Promega, 

5000 U) e SalI (Promega, 1500 U) utilizando-se 0,5 μL de cada enzima, 5 μL de DNA 

plasmidial e β,0 μL de tampão O 10X (Promega). O volume final foi completado para β0,0 μL 

com água MiliQ autoclavada e a reação foi incubada por 2 horas a 37ºC. 

A digestão foi analisada por eletroforese de DNA em gel de agarose e a banda 

correspondente à S-SRPK2 foi extraída e purificada do gel pelo Silica Bead DNA Gel 

Extraction Kit (Fermentas) para ser clonada em vetor de expressão em leveduras pBTM116K 

(Tabela 1). A reação de ligação consistia em 0,5 μL de DNA plasmidial (pBTM116K linear 

clivado com EcoRI e SalI), e 5μL do fragmento S-SRPK2, na proporção (1:5), 1,0 μL de 

tampão de reação 10X (Fermentas - Tris-HCl pH 7,6, MgCl2 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1 mM 

e 25 de polietileno glicol-8000) e 0,5 μL de T4 DNA ligase (Fermentas - 1000 U). O volume 

foi completado para 10 μL com água MiliQ autoclavada e a reação foi incubada à temperatura 

de 16°C por 14 horas. 

Após este período, o plasmídeo pBTM116K/S-SRPK2 foi inserido e amplificado em 

E. coli DH 5α por choque térmico da mesma forma como descrito em γ.γ. Os próximos 

passos foram a extração plasmidial e além da confirmação de clonagem por digestão, foi feito 

um sequenciamento pela empresa Myleus Biotechnology, por eletroforese capilar em aparelho 

ABI3130, utilizando-se polímero POP7 e BigDye v3.1. para verificar a sequência de 

nucleotídeos do fragmento S-SRPK2. 

 

 

3.5. Transformação de leveduras 
 

As leveduras Saccharomyces cerevisiae L40 (Tabela 4) foram transformadas com 

diferentes construções (Tabela 5) para testar a viabilidade de conduzir o duplo-híbrido de 

leveduras usando pBTM116K/S-SRPK2 como plasmídeo isca. 

 

 

Tabela 5 – Construções utilizadas como controle nos ensaios para estudo da ativação 

dos genes repórteres his3 e lacZ 
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Construções Controle 

pBTM116K Ø 

pBTM116K Ø + pGAD424 Ø 

pBTM116K/S-SRPK2 

pBTM116K/S-SRPK2 + pGAD424 Ø 

pBTM116K/Ki-1/57 + pGAD424 Ø 

pBTM116K/Ki-1/57 + pACT2/RACK1 

pBTM116K/Ki-1/57 + pGAD424/SFRS9 

Negativo 

Negativo 

Negativo 

Negativo 

Negativo 

Positivo (interação forte) (1) 

Positivo (interação fraca) (2) 

Ø: vazio 
(1) Nery et al, 2004 
(2) Bressan et al, 2009 

 
 

Uma colônia isolada de S. cerevisiae plaqueada em meio YPD sólido (Yeast 

Extract-Peptone-Dextrose) (Quadro 1), foi inoculada em um pré-inóculo de 5 mL de meio 

YPD líquido, sendo este submetido à rotação de 180 rpm, 30°C por 14 horas. Após este 

período, o pré-inóculo foi transferido para 50 mL de YPD líquido, e submetido às mesmas 

condições descritas anteriormente. Após 3 horas, foram feitas medições em espectrofotômetro 

até que a cultura atingisse uma D.O.600 entre 0,5 e 0,7. Atingida a D.O. ideal, a cultura foi 

centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido 

em água deionizada autoclavada para lavagem das células e retirada do meio de cultura. O 

passo anterior foi repetido por mais duas vezes, sendo que na última o pellet não foi 

ressuspendido em água e sim no mix de transformação. O mix de transformação é composto 

por 240 μL de PEG (polietilenoglicol) 50%, γ6 μL de acetato de lítio 1M, γ0 μL de DNA 

plasmidial e 5 μL de DNA de esperma de salmão (DNA carreador) 10 mg/mL, previamente 

desnaturado a 95° C por 10 minutos. Após adição do mix de transformação às células, estas 

foram mantidas em banho-maria a 30°C por 30 minutos e posteriormente a 42º C por 25 

minutos. Após este período, todo o conteúdo foi centrifugado a 8000 rpm por um minuto e o 

pellet ressuspendido em 1 mL de água deionizada autoclavada para a lavagem da células e 

retirada total do mix de transformação. O passo anterior foi repetido por mais duas vezes, 

sendo que na última o pellet foi concentrado para 100 μL e plaqueado em meio seletivo SD 

(Synthetic Drop-out) apropriado. Meio SD –TRP sólido (Quadro 1) quando a levedura foi 

transformada somente com o plasmídeo isca (pBTM116K), ou meio sólido SD –TRP –LEU, 

quando transformado com o plasmídeo isca e o plasmídeo presa (pGAD424 ou pACT2). As 

placas foram mantidas em estufa a 30°C por 3 dias. 
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3.6. Primeiro ensaio para estudo da ativação dos genes repórter 

 

3.6.1. his3 
 
 

O gene his3 é encontrado no genoma de leveduras S. cerevisiae e codifica uma enzima 

intermediária na via de síntese da histidina chamada imidazol glicerol-fosfato desidratase. O 

experimento consiste em testar a capacidade dos clones em crescer na ausência de histidina e 

na presença do inibidor competitivo da imidazol glicerol-fosfato desidratase, o 3AT (3-

Amino-1,2,4-triazol). Este crescimento demonstra uma forte ativação da transcrição do gene 

his3.  

A ativação do gene repórter his3 foi monitorada pela capacidade dos clones de 

leveduras crescerem em meio sólido SD –TRP –HIS (Quadro 1) quando a levedura foi 

transformada somente com o plasmídeo isca (pBTM116K), ou meio sólido SD –TRP –LEU –

HIS, quando transformado com o plasmídeo isca e o plasmídeo presa (pGAD424 ou pACT2) 

(Tabela 1). O meio sólido SD foi acrescido de concentrações crescentes de 3 AT (0 mM, 5 

mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM e 50 mM). As placas de Petri foram divididas em 7 setores 

(correspondentes às construções controles), nos quais, em cada setor foram pingadas 3 gotas 

de 5 µl de 3 colônias diferentes, mas da mesma construção, em triplicata. Uma colônia isolada 

foi ressuspendida em 50 µl de água MiliQ autoclavada, e desta solução que foi pipetado os 5 

µl do ensaio. 

As placas foram mantidas a 30ºC por 3 dias e após este período, a ativação do gene 

repórter his3 foi monitorada pela capacidade de crescimento em meio sem histidina. 

 

3.6.2. lacZ 
 

Das placas de Petri utilizadas no estudo da ativação do gene repórter his3, foi 

realizado o estudo da ativação do gene repórter lacZ. Um papel filtro foi aderido às colônias, 

agindo como um carimbo. Em seguida, este foi deixado em nitrogênio líquido por 3 minutos. 

O papel filtro foi então transferido para uma placa de Petri, e umedecido com a solução 

reveladora (10 ml de tampão Z (Quadro 1), 167 μl de x-Gal β0mg/ml e β7 μl de β-ȕ-

mercaptoetanol puro). A placa de Petri foi levada à estufa 37ºC por 4 horas. Colônias capazes 

http://en.wikipedia.org/wiki/Imidazoleglycerol-phosphate_dehydratase
http://en.wikipedia.org/wiki/Imidazoleglycerol-phosphate_dehydratase
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de ativarem o gene repórter lacZ adquiriram coloração azul devido a metabolização do 

substrato X-Gal pela ȕ-galactosidase, produto do gene repórter. 

 

 

3.7. Duplo-hibrido de leveduras 
 

O sistema de duplo-híbrido em leveduras é um procedimento utilizado para identificar 

novas interações proteína-proteína. O sistema consiste em dividir os domínios codificadores 

do fator de transcrição em dois plasmídeos, um deles codificando para o domínio de ativação 

e o outro para o domínio de ligação ao DNA. Quando as proteínas que carregam estes 

domínios interagem entre si, elas reconstituem o fator de transcrição e transativam a 

transcrição de genes repórteres, normalmente lacZ e his3. 

Para a execução do duplo-híbrido, as leveduras S. cerevisiae L40 foram co-

transformadas com o plasmídeo contendo a proteína isca (pBTM 116 K/S-SRPK2) e com o 

plasmídeo codificador das proteínas presa (biblioteca de cDNA de leucócitos humanos em 

pACT2 - Clontech). A transformação procedeu como descrito no item 3.5, com a ressalva 

que, o volume do mix de transformação foi multiplicado por 30 para aumentar a eficiência de 

transformação e o conteúdo foi distribuído em 20 placas de 150mm de diâmetro contendo 

meio sólido SD –TRP –LEU –HIS acrescido de 30mM de 3 AT (3-amino-1,2,4-triazol). Estas 

foram incubadas em estufa à 30°C por 120 horas. Após este período, as colônias que 

cresceram foram, então, submetidas à ensaios de ativação dos genes repórteres lacZ e his3. 

 

 

3.8. Segundo ensaio para estudo da ativação dos genes repórter 
 

3.8.1. lacZ 
 

A análise qualitativa da ativação do gene repórter lacZ foi feita pelo teste do Azul. Em 

meio sólido, as colônias provenientes do screening foram estriadas sobre uma membrana de 

nitrocelulose colocada sobre o meio SD –TRP –LEU em placas de Petri, e mantidas em estufa 

30ºC por 3 dias. Após este período, a membrana de nitrocelulose foi retirada cuidadosamente 

das placas e mantidas em nitrogênio líquido por 20 segundos. A membrana de nitrocelulose 

foi então transferida para uma nova placa de Petri, e umedecida com a solução reveladora 
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(10mL de tampão Z, 167μL de X-Gal β0mg/mL e β7μL de β-ȕ-mercaptoetanol puro). A placa 

de Petri foi levada a estufa 37º C por 2 horas e após este período foi observado quais colônias 

adquiriram a coloração azulada. 

A análise quantitativa da ativação do gene repórter lacZ foi feita pelo ensaio da 

medida da atividade da ȕ- galactosidase. Os clones provenientes do screening foram crescidos 

em 5mL de meio líquido SD –TRP –LEU até a D.O.600 0,8 – 1,0. A seguir as culturas foram 

centrifugadas em tubos Falcon 15mL a 2000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi então 

descartado e as células ressuspendidas em 1mL de tampão Z. O próximo passo foi gotejar 3 

gotas de clorofórmio e 2 gotas de SDS 0,1% com pipetas Pasteur e vortexar a velocidade 

máxima por 10 segundos. As amostras foram então pré-incubadas a 28ºC por 5 minutos e em 

seguida foi iniciada a reação adicionando-se β00μL de ONPG 4 mg/mL (ortho-Nitrophenyl-ȕ-

galactoside). A reação foi parada quando os controles adquiriram uma coloração amarelo 

pálida (cerca de 75 minutos) com 500μL de Na2CO3 1M. Os restos celulares foram removidos 

por centrifugação à 2000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um tubo novo 

de eppendorf de 1,5mL. A D.O. foi novamente aferida, agora na região de 420 nM e a 

atividade da ȕ-galactoside é expressa em unidades segundo a seguinte expressão: 

 

 

 

 

 

3.8.2. his 3 
 

Os clones provenientes do screening foram crescidos em 5 mL de meio líquido SD –

TRP –LEU até a D.O.600 1,0. Destes inóculos foram pipetadas 3 gotas de 2 µl de um mesmo 

inóculo em meio sólido SD –TRP –LEU –HIS acrescido de concentrações crescentes de 3 AT 

(30 mM, 50 mM, 70 mM, e 100 mM). As placas de Petri foram divididas em quadrantes, nos 

quais, as 3 gotas foram pipetadas, cada quadrante correspondendo a um inóculo. A primeira 

gota foi proveniente do inóculo de D.O.600 1,0, a segunda foi proveniente deste mesmo 

inóculo diluído 10 vezes e a terceira o inóculo foi diluído 100 vezes. As placas foram 

mantidas a 30ºC por 3 dias e após este período, a ativação do gene repórter his3 foi 

monitorada pela tolerância de crescimento em meio sem histidina acrescido de inibidor. 

 

D.O.420 

D.O.600 x Volume (mL) x Tempo (min) 
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3.9. Extração de DNA plasmidial de leveduras 

 

Os clones que foram selecionados nos testes de ativação dos genes repórteres 

descritos anteriormente prosseguiram para a extração plasmidial de leveduras. Cada colônia 

isolada foi inoculada em 5 mL de meio SD –LEU e incubada à 30ºC, 200 rpm por 65 horas. 

Após este período, os inóculos foram centrifugados a 10000 rpm por 3 minutos em tubos 

eppendorf e o sobrenadante resultante descartado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de 

Rescue Buffer (5 mL de Tris-Base 1M, β,5 mL de EDTA 500mM, 150 μL de ȕ-

mercaptoetanol, HβO MiliQ q.s.p), e foram adicionados β00 μL de pérolas de vidro a cada 

eppendorf, sendo estes vortexados em velocidade máxima por 20 segundos. Posteriormente, 

os tubos foram centrifugadas a 10000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante descartado. O 

próximo passo foi ressuspender o pellet, juntamente com as pérolas de vidro, em γ0 μL de 

Solução de Lise (1 μL de Zymolyase (Zymo Research) β000 U, 1 μL de Buffer, 5 μL de 

RNAse 10mg/mL e H2O MiliQ q.s.p), e incubar a reação no shaker à 30ºC, 200 rpm por 1 

hora. A seguir, foram adicionados 164 μL de SDS 10%, os tubos vortexados por β0 segundos 

e incubados à temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados β60 μL 

de Acetato de Potássio 3M, vortexados por 20 segundos novamente e incubados à temperatura 

ambiente por outros 5 minutos. As amostras foram então incubadas à -80ºC por 30 minutos. O 

próximo passo foi centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos e então transferir o sobrenadante 

para tubos novos. O passo anterior foi repetido uma vez. Ao novo tubo foram adicionados 600 

μL de isopropanol e a solução foi incubada em freezer por 5 minutos e novamente 

centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado 

foram adicionados 100 μL de etanol 70%. A solução foi centrifugada a 10000 rpm por 5 

minutos, o etanol descartado e o pellet após completamente seco, foi ressuspendido em γ0 μL 

de água MiliQ autoclavada e estocado a -20 ºC. 

 

 

3.10. Preparação de células eletrocompetentes 

 

O DNA plasmidial extraído dos clones de levedura foi inserido em bactérias E. coli 

DH 5α eletrocompetentes. Com isto foi preciso preparar células eletrocompetentes. De uma 

placa previamente semeada, foi selecionada uma única colônia isolada de E. coli DH 5α e 
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feito um pré-inóculo em 5 mL de meio SOC (Quadro 1), incubado a 37°C e agitação de 250 

rpm overnight. Na manhã seguinte, este pré-inóculo foi vertido em 2 erlenmeyers com 250 

mL de meio SOC cada, sem antibiótico. Os erlenmeyers foram mantidos a 37°C e agitação de 

250 rpm por cerca de 3 horas até que atingissem a D.O.600 entre 0,4 e 0,6 nm. Atingida a D.O. 

desejada, o conteúdo foi dividido em garrafas de 250mL e centrifugado a 10000 rpm por 10 

minutos, 4 ºC. A seguir, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em H2O MiliQ 

autoclavada para lavagem das células. Este passo foi repetido 3 vezes. O próximo passo foi 

concentrar todo o conteúdo em uma única garrafa e ressuspender o pellet em 50 mL de 

glicerol 10% frio e estéril (mantê-lo no gelo por todo o tempo). Após centrifugação a 10000 

rpm por 10 minutos, 4 ºC, o sobrenadante foi descartado imediatamente para evitar perda de 

células. Este passo também foi repetido 3 vezes. Por fim, o pellet total foi transferido para um 

Falcon de 50mL e ressuspendido em 1 mL de glicerol 10% gelado. As células foram 

aliquotadas em tubos eppendorf, 50 μL cada e imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido e armazenadas em freezer -80°C. 

 

 

3.11. Transformação por eletroporação 

 

Os vetores dos clones extraídos na etapa anterior foi adicionado às células de E. 

coli DH 5α por eletroporação à uma concentração de 50µg/mL. A solução vetor mais células 

foi transferida para cubetas de eletroporação de 0,1 mm de gap mantidas em gelo até o 

momento da eletroporação. A eletroporação se deu em eletroporador utilizando-se uma 

corrente de 1800 W. A seguir as cubetas foram retornadas ao gelo e as células em seu interior, 

diluídas em 1 mL de meio LB sem antibiótico. Essa solução foi transferida para tubos 

eppendorf e mantidas em um shaker a 180rpm, 37º C, por 1,5 horas. Após este período, as 

células foram centrifugadas a 10000 rpm por 1,5 minutos e concentradas para 100 μL do 

mesmo meio, sendo semeadas em meio LB sólido acrescido de ampicilina 50µg/mL, porque 

queríamos selecionar apenas os plasmídeos pACT2 com o cDNA da biblioteca de leucócitos. 

As placas foram mantidas em estufa a 37º C por cerca de 20 horas. 
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3.12. Extração plasmidial, amplificação do cDNA da biblioteca de leucócitos e 
confirmação por sequenciamento 
 

A extração plasmidial ocorreu como em 3.3. Para verificar a presença do cDNA da 

biblioteca de leucócitos nos plasmídeos extraídos, estes foram preparados para amplificação 

por PCR em solução da seguinte maneira: 11,75 μL de H2O, β μL de 10X Kapa Taq Buffer A 

(Kapa Biosystems), 1 μL de MgCl2 β5mM (Kapa Biosystems), β μL de dNTPs βmM, 1 μL de 

cada primer 10 μM/μL (ScreeningAmp5’ e ScreeningAmpγ’) (Tabela β), 0,β5 μL de Kapa 

Taq DNA Polymerase (Kapa Biosystems) e 1 μL de DNA plasmidial, totalizando β0 μL de 

reação. O ciclo de temperaturas utilizadas estão descrita na Tabela 6. 

 

Tabela 6 - Ciclo de temperaturas utilizadas para a amplificação dos clones. 

 

Ciclo de PCR 

95°C  β’ 

 

Ciclos 

95°C  1’ 

58°C  1’ 

72°C  1’ 

Ciclagem: 23 vezes 

72°C  10’ 

  4°C  ∞ 

 

 

Finalmente as amostras foram preparadas e mandadas para sequenciamento para 

identificação dos clones selecionados. O sequenciamento foi processado pela empresa Myleus 

Biotechnology, por eletroforese capilar em aparelho ABI3130, utilizando-se polímero POP7 e 

BigDye v3.1. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Amplificação da região espaçadora e clonagem em vetor de expressão em 

leveduras 

 

Para amplificação da região espaçadora da proteína SRPK2, nominada neste trabalho 

como região S-SRPK2, foi utilizado como molde o cDNA completo da proteína SRPK2 

previamente clonado no vetor de expressão em bactérias pET28a. A região amplificada foi 

definida baseada no trabalho de Wang et al. 1998 e em análises de predição de estruturas de 

proteínas pelo servidor PSIPRED. Os primers utilizados na amplificação foram 

SSRPK2_BglEco_S e SSRPK2_SalI_AS descritos na Tabela 2. A região amplificada tem 300 

aminoácidos (V224-R524), sendo o produto resultante da reação de PCR de 906pb. A reação 

foi processada como descrito em 3.1. e o fragmento amplificado pode ser observado na figura 

8 abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – PCR de amplificação da região S-SRPK2. Gel de agarose do produto 

gerado pela PCR. 

 

O fragmento S-SRPK2 foi purificado do gel e clonado em vetor de clonagem 

pGEM®-T Easy Vector (Promega). A seguir, o vetor já ligado ao fragmento, pGEM/S-

SRPK2, foi inserido e amplificado em bactérias E. coli DH5α termocompetentes pelo método 

da transformação por choque térmico. 

. O próximo passo foi fazer a extração do DNA plasmidial e proceder a confirmação 

da clonagem, feita através de uma clivagem para simples verificação da presença do 

fragmento no plasmídeo, como pode ser visto na figura 9. 

 

 

1000pb 
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Figura 9 – Reação de clivagem do pGEM®-T Easy. Gel de agarose da clivagem do 

plasmídeo pGEM®-T Easy/S-SRPK2. 

 

Confirmada a clonagem do fragmento S-SRPK2 em pGEM®-T Easy, o próximo 

passo foi proceder a subclonagem do fragmento em plasmídeo de expressão em leveduras 

pBTM 116K e novamente aos protocolos descritos acima: transformação e amplificação do 

plasmídeo em E. coli DH5α termocompetentes, extração do DNA plasmidial e confirmação 

da clonagem por clivagem. Também foi adicionada uma etapa de confirmação da clonagem 

por sequenciamento para verificar a correta sequência de nucleotídeos do fragmento S-

SRPK2. Este foi processado utilizando os primers 5’ LexA e SSRPK2_SalI_AS descritos na 

Tabela 2.  

 

4.2. Testes de transativação 

 

Assim que foi obtido o clone pBTM 116K/S-SRPK2, o próximo passo foi 

transformar as leveduras Saccharomyces cerevisiae cepa L40 com as combinações de 

plasmídeos controle descritos na Tabela 5, para verificar se os plasmídeos a serem usados na 

triagem de proteínas transativavam a transcrição dos genes repórteres his3 e lacZ. 

O primeiro teste realizado foi quanto a transativação do gene repórter his3. Quando o 

meio não foi acrescido de 3AT, observou-se um nítido crescimento de todas as colônias, 

transformadas com os diversos tipos de controle. Contudo, ao aumentamos a concentração de 

3 AT (5mM, 10mM, 20mM, 30mM, 50 mM), o crescimento dos clones transformados com os 

controles negativos e com o controle positivo de interação fraca diminuiu, enquanto que 

pGEM/ 

S-SRPK2 

1000pb S-SRPK2 

pGEM 
linear 

4000pb 
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aqueles transformados com o controle positivo de interação forte não diminuiu. No entanto, 

aqueles que estavam transformados com o plasmídeo contendo a região S-SRPK2, também 

não diminuíram seus crescimentos. O crescimento do clone contendo a região S-SRPK2 só foi 

afetado com a co-transformação do plasmídeo presa, pGAD424 Ø e com concentrações acima 

de 30mM de 3AT. Os resultados deste ensaio podem ser vistos no Quadro A1, Apêndice A. 

O segundo teste realizado foi o ensaio de transativação do gene repórter lacZ. Os 

resultados obtidos neste teste foram coerentes com aqueles visto no teste de transativação do 

gene his3. O controle positivo de forte interação apresentou coloração intensa mesmo em altas 

concentrações de 3AT, demonstrando que é capaz de transativar a expressão de lacZ. 

Enquanto que o controle positivo de fraca interação perdeu coloração após um leve aumento 

na concentração de 3 AT (a partir de 10mM). Os clones de controle negativo não 

apresentaram coloração demonstrando que não são transativados. No entanto, o controle 

negativo contendo o plasmídeo que codifica para a S-SRPK2, apresentou intensa coloração 

azul mesmo em altas concentrações de 3AT. Este efeito foi amenizado quando combinado 

com o plasmídeo presa, pGAD424 Ø, em concentrações acima de 20mM de 3AT. Os 

resultados deste ensaio podem ser visualizados no Quadro A2, Apêndice A. 

Os resultados que obtivemos nos testes preliminares de transativação dos genes 

repórteres com a construção pBTM116K/S-SRPK2 foram desfavoráveis a sua utilização no 

screening de proteinas. As leveduras transformadas com este plasmídeo apresentavam 

crescimento mesmo em altas concentrações de 3AT, demonstrando uma transativação do gene 

repórter his3 e coloração intensamente azul nos testes de transativação do gene repórter lacZ. 

No entanto, quando combinávamos a transformação de pBTM116K/S-SRPK2 com o 

plasmídeo presa pGAD4β4 ᴓ e mais uma concentração de 30 mM de 3AT, pudemos assegurar 

a inibição da transativação dos genes repórteres, tanto o his3 quanto o lacZ. Com estes dados 

em mãos e após intensa discussão e estudos, tivemos a segurança de prosseguir com o 

screening de proteínas pelo método de duplo-híbrido em leveduras. 

 

 

4.3. Screening de proteínas pelo método de duplo-híbrido em leveduras e 

confirmação dos clones 

 

O screening foi executado exatamente como descrito em 3.7. No total, foram 

contabilizadas 119 colônias que prosseguiram para os ensaios de ativação dos genes 
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repórteres, lac Z e his3. O primeiro teste realizado foi a avaliação qualitativa da ativação do 

gene repórter lacZ. Dos 119 clones iniciais, 112 cresceram sob a membrana de nitrocelulose e 

73 apresentaram coloração azulada. O próximo teste foi a avaliação quantitativa da ativação 

gene repórter lacZ. Dos 85 clones testados, 9 foram eliminados. Por fim, a prototrofia a HIS 

foi conduzida com 79 clones. Os resultados destes testes podem ser verificados no Apêndice 

B. 

Com estes resultados em mãos foram selecionados 68 clones que prosseguiram para 

a extração de DNA plasmidial de leveduras. Este DNA plasmidial obtido foi utilizado para 

transformação de bactérias por eletroporação. Por fim, o DNA plasmidial foi novamente 

extraído das bactérias e preparado para sequenciamento. O sequenciamento foi processado 

utilizando os primers ScreeningAmp5’ e ScreeningAmpγ’ descritos na tabela 2. 

Estas sequências foram analisadas pelo programa Blast, disponível no site da NCBI. 

Dentre as sequências, aquelas que apresentavam sequência de DNA codificante (CDS - 

Coding DNA Sequence) clonada, foram agrupadas no Quadro 2.



 
 

 
 

Quadro 2 – Clones que interagem com a região espaçadora da proteína SRPK2 

N° do 

clone 

Nome da sequência/ ID da sequência Intervalo de 
nucleotídeos 

clonado, CDS 
da proteína e 

região clonada 

Nome da proteína 

(ID do gene) 

Sigla Função atribuída Referências 

S1 Homo sapiens isolate 1933900 

mitochondrion/ JX153171.1 

7848-8293 
 
7585-8268 
 
Core e 
C-terminal 

Cytochrome c oxide-se 

subunit II (4513) 

COX2 Transferência de elétrons do 

citocromo c para a subunidade 

catalítica 1. 

Capaldi et al, 

1983; Garcia-

Horsman et al, 

1994 e Silkjaer 

et al, 2013 

S15 PREDICTED: Homo sapiens major 

histocompatibility complex, class I, 

B (HLA-B), transcript variant X2, 

mRNA/ XM_005275377.1 

558-1395 
 
370-1458 
 
Core 

Major histocompati-

bility complex, class I, B 

(3106) 

HLA-B Apresentação de antígenos 

derivados do lúmen do retículo 

endoplasmático (sistema imune) 

Rizvi et al, 2014 

S18 Homo sapiens Smad nuclear 

interacting protein 1(SNIP1), mRNA/ 

NM_024700.3 

117-659 
 
116-1306 
 
N-terminal 

Smad nuclear inte-

racting protein 1 (79753) 

SNIP1 Coativator transcritional. Aumenta 

a atividade de c-Myc e inibe as 

vias de TGF-ȕ e NF-kB. Regula a 

estabilidade do mRNA de ciclina 

D1, proliferação celular e câncer. 

Kim et al, 2000 

e 2001; Roche et 

al, 2004 e Fujii 

et al, 2006 

 

S26 Homo sapiens ribosomal protein S20, 

mRNA (cDNA clone MGC:102930 

IMAGE:30386230), complete cds/ 

BC087850.1 

1-507 
 
94-453 
 
Proteína inteira 

Ribosomal protein S20 

(6224) 

RPS20 Proteína ribossomal componente 

da subunidade 40S do ribossomo. 

Daftuar et al, 

2013 

S28 Homo sapiens selectin L (SELL), 

transcript variant 1, mRNA/ 

 NM_000655.4 

107-997 
 
166-1323 
 

Selectin L (6402) SELL Molécula de adesão de leucócitos. 

Atua na migração para órgãos 

linfoides secundários e sítios de 

Bevilacqua et al, 

1991 e Kadono 

et al, 2002 

3
4
 



 
 

 
 

N-terminal inflamação. 

S31 Homo sapiens thymosin beta 4, X-

linked (TMSB4X), mRNA/ 

NM_021109.3 

30-628 
 
79-213 
 
Proteína inteira 

Thymosin beta 4, X-

linked (7114) 

TMSB4

X 

Proteína sequestradora de actina, 

regulando sua polimerização. 

Envolvida na proliferação, 

migração e diferenciação celular. 

Cenni et al, 

2003; Sosne et 

al, 2004 e 

Crockford et al, 

2010 

S35 Homo sapiens EF-hand domain 

family, member D2 (EFHD2), 

mRNA/ NM_024329.5 

56-889 
 
78-800 
 
Proteína inteira 

EF-hand domain family, 

member D2 (79180) 

EFHD2 Regula o acesso de cofilina aos 

filamentos de F-actina 

Huh et al, 2013 

S46 Homo sapiens ribosomal protein S27 

pseudogene 3 (RPS27P3) on 

chromosome 12/ NG_005391.3 

124-459 
 
101-446 
 
Core e 
C-terminal 

Ribosomal protein S27 

pseudogene 3 (654365) 

RPS27P3 Pode ser uma componente da 

subunidade ribossomal 40S.  

Balasubramania

n et al, 2009 e 

Xiong et al, 

2011 

S48 PREDICTED: Homo sapiens SUN 

domain containing ossification factor 

(SUCO), transcript variant X2, 

mRNA/ XM_005245251.2 

134-702 
 
400-3678 
 
N-terminal 

SUN domain containing 

ossification factor 

(51430) 

SUCO Sem função reconhecida. Codifica 

uma proteína transmembrana 

putativa. 

Røsok et al, 

2000 

S53 Homo sapiens nucleophosmin 

(nucleolar phosphoprotein B23, 

numatrin) (NPM1), transcript variant 

1, mRNA/ NM_002520.6 

165-1039 
 
246-1130 
 
N-terminal e 
core 

Nucleophosmin 

(nucleolar 

phosphoprotein B23, 

numatrin) (4869) 

NPM1 Chaperona envolvida no 

remodelamento da cromatina, 

mitose, reparação do DNA, 

replicação e transcrição. Função 

na biogênese de ribossomos e 

regulação da via de ARF/p53 e de 

SUMO. Inibição de DNases 

ativada por caspase e previne 

Gjerset 2006, 

Lee et al, 2008, 

Yun et al, 2008,  

Lindström 2011 

e Federici & 

Falini, 2013 

3
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apoptose. 

S55 Homo sapiens N-acetylglucosamine-

1-phosphate transferase, gamma 

subunit (GNPTG), mRNA/ 

NM_032520.4 

62-941 
 
68-985 
 
N-terminal e 
core 

N-acetylglucosamine -1-

phosphate transferase, 

gamma subunit (84572) 

GNPTG Codifica a subunidade Ȗ do 

complexo N-acetilglicosamina-1-

fosfotransferase. 

Qian et al, 2010 

S57.2 Homo sapiens lymphocyte antigen 86 

(LY86), mRNA/ NM_004271.3 

3-867 
 
35-523 
 
Proteína inteira 

Lymphocyte antigen 86 

(9450) 

LY86 

(MD-1) 

Associa-se à RP105 e regula sua 

expressão na superfície de células 

B. Regulação da ativação da 

imunidade inata de monócitos. 

Miura et al, 

1998 e Begum et 

al, 1999 

S68 Homo sapiens spermidine/spermine 

N1-acetyltransferase 1 (SAT1), 

transcript variant 1, mRNA/ 

NM_002970.3 

31-895 
 
195-710 
 
Proteína inteira 

Spermidine/ spermine 

N1-acetyltransferase 1 

(6303) 

SAT 1 Catalisa a acetilação de 

espermidina e espermina, e está 

envolvida na regulação da 

concentração intracelular de 

poliaminas e o seu transporte para 

fora das células. 

Casero et al, 

1991 e Perez-

Leal et al, 2012 

S72 Homo sapiens solute carrier family 

12 (potassium/chloride transporter), 

member 4 (SLC12A4), transcript 

variant 5, mRNA/ NM_001145964.1 

3016-3781 
 
105-3269 
 
C-terminal 

Solute carrier family 12 

(potassium/ chloride 

transporter), member 4 

(6560) 

SLC12A

4 

Media o movimento acoplado de 

íons de potássio e cloreto através 

da membrana plasmática. 

Hebert et al, 

2004 

S73 Homo sapiens cDNA FLJ75933 

complete cds, highly similar to Homo 

sapiens zinc finger protein 24 (KOX 

17) (ZNF24), mRNA/ AK291246.1 

104-835 
 
171-1277 
 
N-terminal e 
core 

Zinc finger protein 24 

(7572) 

ZNF24 Controle do desenvolvimento da 

expressão de genes 

Thiesen et al, 

1990 e 

Rousseau-Merck 

et al, 1991  

S80 Homo sapiens cDNA FLJ75197 

complete cds, highly similar to Homo 

93-948 
 
400-2694 

Transient receptor 

potential cation channel, 

TRPV2 Codifica um canal iônico que é 

ativado a altas temperaturas acima 

Benham, 

Gunthorpe & 

3
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sapiens transient receptor potential 

cation channel, subfamily V, member 

2, mRNA/ AK289705.1 

 
N-terminal 

subfamily V, member 2 

(51393) 

de 52°C. Esta proteína deve estar 

envolvida na transdução de 

respostas de calor à alta 

temperatura nos gânglios 

sensoriais.  

Davis, 2003 

S96 Homo sapiens cDNA, FLJ92222, 

Homo sapiens ribosomal protein, 

large P2 (RPLP2), mRNA/ 

AK311954.1 

16-333 
 
74-421 
 
N-terminal e 
core 

Ribosomal protein, large, 

P2 (6181) 

RPLP2 Codifica uma fosfoproteína 

ribossomal que é um componente 

da subunidade 60S. Participa do 

passo de elongação da síntese de 

proteínas. 

Gardner-Thorpe 

et al, 2004 

 

S101 Homo sapiens CD74 molecule, major 

histocompatibility complex, class II 

invariant chain (CD74), transcript 

variant 2, mRNA/ NM_004355.3 

200-1068 
 
188-886 
 
Core e 
C-terminal 

CD74 molecule, major 

histocompatibility 

complex, class II 

invariant chain (972) 

CD74 Regula a apresentação de 

antígenos para resposta imune. 

Receptor de superfície celular para 

citocinas MIF (Macrophage 

migration inhibitory factor) que 

inicia a via de sobrevivência e 

proliferação celular. Interage com 

APP (amyloid precursor protein) 

e suprime a produção de amiloide 

ȕ (Abeta). 

Kudo et al, 1985 

e Calandra & 

Roger, 2003 

S102 Homo sapiens lymphocyte cytosolic 

protein 1 (L-plastin), mRNA (cDNA 

clone MGC:831 IMAGE:3143290), 

complete cds/ BC007673.1 

1424-1999 
 
77-1960 
 
C-terminal 

Lymphocyte cytosolic 

protein 1 (L-plastin) 

(3936) 

CP1 Atua na polimerização de actina e 

migração celular. 

Klemke et al, 

2007 e Freeley 

et al, 2012 

S106 PREDICTED: Homo sapiens major 

histocompatibility complex, class I, 

739-1615 
 

Major histocompatibility 

complex, class I, B 

HLA-B Apresentação de antígenos 

derivados do lúmen do retículo 

Rizvi et al, 2014 

3
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B (HLA-B), transcript variant X1, 

mRNA/ XM_005275535.2 

34-1251 
 
C-terminal 

(3106) endoplasmático (sistema imune) 

 

 

As demais, cuja região clonada não é codificante, foram agrupadas no quadro C1, no Apêndice C. 

3
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5. DISCUSSÃO 
 
 

5.1. Interações proteicas relacionadas a vias de migração, diferenciação, 

proliferação, sobrevivência celular e angiogênese 

 

5.1.1. Tβ4 

 

A primeira proteína descrita é proveniente do clone 31, TMSB4X Thymosin beta 4, X-

linked, também chamada FX, TB4X, PTMB4 e TMSB4. Neste trabalho ela será tratada por 

Tȕ4 para meios de simplificação. Tȕ4 é uma proteína sequestradora de G-actina que exerce 

função na regulação da polimerização de F-actina. Ela também está envolvida na proliferação 

celular, migração e diferenciação, angiogênese, sobrevivência celular, modulação de 

citocinas, quimiocinas e proteases específicas, up-regulação de moléculas da matriz e 

expressão de genes, e down-regulação da maioria dos fatores de transcrição nuclear. Quando 

liberada no meio extracelular, seja por secreção, lise ou necrose, exerce uma segunda função 

reparando e regenerando tecidos danificados (Crockford et al, 2010). O gene que codifica esta 

proteína está localizado no cromossomo X e escapa à inativação deste, ele também possui um 

homólogo no cromossomo Y.  

Em humanos, a Tȕ4 é um polipeptídeo de 4γ resíduos, que está majoritariamente 

desestruturado em solução aquosa. Com algumas conformações α hélice preferencialmente 

observadas. No entanto, a interação com G-actina induz o dobramento de Tȕ4 e a formação 

estruturada de α hélices N- e C-terminais ligadas por um loop flexível (Crockford et al, 2010 

e Mannherz & Hannappel, 2009). A localização celular de Tȕ4 é citoplasmática difusa, 

ocasionalmente, com uma aparência pontilhada ao longo das fibras de estresse contendo 

actina. Além disso, Tȕ4 também é encontrada dentro do núcleo da célula e na membrana 

nuclear (Cha et al, 2003). 

A maioria das funções descritas acima, mantêm uma relação estreita com a via de 

sinalização desencadeada pelo complexo Tȕ4-PINCH-ILK. Este complexo é ativado por 

PI3K, assim como Akt (Bock-Marquette et al, 2004). A subunidade α-parvin do complexo 

Tȕ4-PINCH-ILK estimula a translocação de Akt do citoplasma para a membrana (Fukuda et 

al, 2003), onde ela será duplamente fosforilada por PDK1 em Thr-308 e por mTORC2 em 



 

40 
 

Ser-473 (Figura 10). Akt está envolvida em diversas vias de sinalização celular, dentre elas 

migração, diferenciação, proliferação e sobrevivência celular. 

 

 

 
 
Figura 10 – Representação esquemática da via de sinalização do complexo 

Tȕ4/PINCH/ILK na polimerização de actina. Tȕ4 é uma proteína sequestradora de G-actina, 
no entanto quando complexada com PINCH e ILK, estimula a polimerização de F-actina. 
PIγK ativa o complexo Tȕ4/PINCH/ILK e a cinase Akt na membrana celular. A subunidade 
α-parvin estimula a translocação de Akt para a membrana onde ela será duplamente 
fosforilada por PDK1 e mTORC2. Fosforilada, Akt interage diretamente com F-actina, 
promovendo sua polimerização. 

 

 

Acredita-se que o papel de Tȕ4 nestes eventos esteja ligado ao fato de que ela 

promove um equilíbrio dinâmico entre G- e F-actina, essencial para a rápida reorganização do 

citoesqueleto. Quando não complexada com PINCH e ILK, Tȕ4 estaria sequestrando G-actina 

e evitando a fosforilação de Akt. Ao se complexar com PINCH e ILK, Tȕ4 libera G-actina e 

promove a fosforilação de Akt. Proteína esta que interage com F-actina através de seu 

domínio N-terminal PH (Pleckstrin Homology), agindo em sua polimerização (Cenni et al, 

2003 e Crockford et al, 2010). 

Não foi encontrada na literatura nenhum relato da interação direta entre Tȕ4 e 

SRPK2. No entanto, na comunicação feita ao Journal of Cell Science por Loh e colaboradores 

em 2012, Loh fala do papel essencial das SRPKs na formação do cariossomo e na montagem 

dos microtúbulos em fusos nos oócitos de Drosophila. A perda de SRPK afeta severamente a 
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montagem dos microtúbulos em fusos acentrossomais nos oócitos maduros e 

subsequentemente, a bi-orientação e a segregação dos cromossomos meióticos também foi 

defectiva. O que nos leva a crer que a interação entre Tȕ4 e SRPKβ pode estar relacionada ao 

controle do citoesqueleto, seja ele na migração, diferenciação ou proliferação celular. 

A migração celular também é influenciada por Tȕ4 no nível do gene através da up-

regulação da expressão de laminina-5 (Sosne et al, 2004). Laminina-5 não é somente um 

componente dos filamentos de ancoramento localizado na membrana basal de regiões como a 

pele, córnea, conjuntiva e outros tecidos, mas também uma proteína da membrana basal sub-

epitelial única que se acredita ser um dos melhores ligantes para adesão de queratinócitos e 

migração (Sosne et al, 2004; Hormia et al, 1995 e Larjava et al, 1993). 

Com relação a sobrevivência celular, Akt também é conhecida como cinase de 

sobrevivência por atuar regulando diretamente a sobrevivência celular: BAD, Caspase-9 e 

SAPK, por regular a transcrição de genes que atuam na sobrevivência celular:  FoxO 

Forkhead, NF-κB, Mdmβ, CREB e YAP e também na regulação metabólica da sobrevivência 

celular (Song, Ouyang & Bao 2005). Tȕ4 por sua vez atua prevenindo a apoptose diminuindo 

alterações mitocondriais de dano e a liberação do citocromo c, aumentando a expressão de 

bcl-2 e diminuindo a ativação de caspases. Tȕ4 também reduz a inflamação e inibe o influxo e 

adesão de células inflamatórias, down-regula mediadores inflamatórios (citocinas e 

quimiocinas) e reduz a infiltração de células inflamatórias (Crockford et al, 2010) (Figura 11). 
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Figura 11 – Representação esquemática das vias anti-apoptóticas envolvendo AKT e 
Tȕ4. Akt atua inibindo BAD e o complexo Apaf-1/Casp9/Cyt-c e estimulando a transcrição 
de NF-κB. Tȕ4 por sua vez, atua diminuindo alterações mitocondriais de dano e a liberação 
do citocromo c, aumentando a expressão de bcl-2 e diminuindo a ativação de caspases. 
 

 

As SRPKs também já foram relacionadas a sobrevivência celular. No trabalho de 

Hayes e seus colaboradores em 2006, eles observaram que a down-regulação de SRPK1 por 

siRNA, em linhagens de células tumorais pancreáticas, diminuiu a capacidade proliferativa e 

aumentou o potencial apoptótico de uma maneira dose-dependente. A clivagem de SRPK2 

por caspases induzindo apoptose já foi relatada em trabalhos anteriores (Kamachi et al, 2002; 

Jang et al, 2008 e 2009), e em 2011, foi demonstrado que SRPK2 quando clivada por caspase-

3 em suas Asp-139 e Asp-403, a porção N-terminal se transloca para o núcleo e promove a 

apoptose induzida por VP16. A fosforilação de SRPK2 por Akt previne sua clivagem por 

caspases (Hong, Jang & Ye, 2011). Interessantemente, a inibição de caspase-γ por Tȕ4 

também já foi relatada (Moon, Song & Yang, 2007), o que nos faz acreditar que Tȕ4 e 

SRPK2 podem estar interagindo em vias anti-apoptóticas que visam a sobrevivência celular. 

Esta mesma via, PIγK/Tȕ4-PINCH-ILK/Akt, também controla a transcrição do 

VEGF que age na angiogênese (Tan et al., 2004) (Figura 12). A subunidade do complexo 

Tȕ4-PINCH-ILK, ȕ-parvin, intermedia a transmissão do sinal de ILK para Akt, controlando o 

fluxo de sinais e inibindo a superativação desta via. Quando ȕ-parvin é inibido, a via fica 

superativada levando a uma transmissão descontrolada dos sinais para os fatores downstream. 

A superativação da transcrição de VEGF é uma das características primárias de um tumor, já 

que a vascularização é importante para o transporte de nutrientes e oxigênio. A atividade de 

ILK também é estimulada por VEGF e outros fatores de crescimento, assim como a adesão 

celular a matriz extracelular (Kimura et al, 2010), o que leva a um ciclo de retroalimentação 

positiva. 
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Figura 12 – Representação esquemática do papel de ȕ-parvin na via de sinalização de 
ILK-Akt/PKB. (A) Estado normal e fisiológico. ParvB deve agir como modulador para 
prevenir a transmissão de excesso de sinais. (B) Estado de esgotamento de ParvB. Sem a 
regulação de ParvB, sinais em excesso devem ser transmitidos de uma maneira descontrolada 
para os alvos downstream. Figura retirada de Kimura M, Murakami T, Kizaka-Kondoh S, Itoh 
M, Yamamoto K, Hojo Y, Takano M, Kario K, Shimada K & Kobayashi E 2009. Functional 
molecular imaging of ILK-mediated Akt/PKB signaling cascades and the associated role of ȕ-
parvin. Journal of Cell Science 123: 747-755 

 

 

5.1.2. Swiprosin-1 

 

A segunda proteína envolvida em vias de migração celular proveniente do screening 

com a região espaçadora de SRPK2, veio do clone 35. EFHD2 EF-hand domain family 

member D2 é mais conhecida como swiprosin-1. O domínio EF-hand consiste em um motivo 

estrutural hélice-volta-hélice, no qual íons Ca2+ se ligam. Este domínio estrutural também está 

presente na proteína de sinalização calmodulina e na proteína muscular troponina-C. A 

estrutura secundária de swiprosin-1 inclui regiões desordenadas na extremidade N-terminal, 

seguido de potenciais locais de ligação de domínio SH3 (Kroczek et al, 2010), dois domínios 

EF-hand e um domínio coiled-coil no C-terminal (Dütting, Brachs & Mielenz, 2011). 

Swiprosin-1 é encontrada em protusões da membrana do tipo microvilo e 

lamelipodia, juntamente com a actina e proteínas ligadas a mesma. A superexpressão de 

swiprosin-1 aumenta a formação de lamelipodia e espalhamento celular, enquanto o 

knockdown mostra redução no espalhamento e na migração celular (Kwon et al, 2013). 
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A função principal de swiprosin-1 é regular o acesso de cofilina aos filamentos de F-

actina. A cofilina é uma proteína de ligação à actina que despolimeriza seus microfilamentos. 

Ela cliva e despolimeriza a extremidade (-) impedindo a remontagem, por consequência, cria 

mais extremidades (+) nos fragmentos de filamentos. Quando não fosforilada em sua Ser-183 

e na presença de Ca2+, swiprosin-1 promove o agrupamento dos filamentos de F-actina 

impedindo o acesso da cofilina a eles (Huh et al, 2013). A deleção dos motivos EF-hand 

reduz parcialmente esta atividade. O Ca2+ também é responsável por induzir a dimerização de 

swiprosin-1 em seu domínio coiled-coil. Além dos motivos EF-hand, a região rica em lisina 

(Lys) do domínio coiled-coil também é essencial para regulação da atividade de agregação de 

F-actina (Kwon et al, 2013). 

Swiprosin-1 interage diretamente com F-actina, mas não promove polimerização 

através do complexo Arp2/3, responsável por iniciar a ramificação e polimerização de actina. 

Porém, ela foi efetiva na inibição da sua despolimerização mediada por cofilina em uma dose-

dependente. No entanto, não foram encontradas interações endógenas entre swiprosin-1 e 

cofilina. Parece que swiprosin-1 age bloqueando o acesso da cofilina à F-actina, mas este 

mecanismo ainda não é bem esclarecido. Apenas sabe-se que a atividade de swiprosin-1 é 

dependente de seu estado de fosforilação na Ser-183 (Figura13). Quando EGF (Epidermal 

Growth Fator) induz a fosforilação de swiprosin-1 na Ser-183, inibe o agrupamento de F-

actina sem que swiprosin-1 perca afinidade por esta, mas permitindo o acesso da cofilina aos 

filamentos, resultando em sua despolimerização e/ou clivagem (Huh et al, 2013) (Figura 14). 
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Figura 13 – Predição dos sítios de fosforilação de swiprosin-1. Análise feita pelo 

servidor Netphos 2.0. 

 

 

É importante destacar que a ativação da via PI3K/AKT/SRPK2 também é induzida 

por EGF (Zhou et al, 2012). O que nos leva a supor que o sinal de fosforilação de swiprosin-1 

pode estar passando por esta via, e que swiprosin-1, que possui vários sítios de fosforilação 

SSR, pode estar sendo fosforilada por SRPK2. 

 

 

Figura 14 – Representação esquemática das vias de sinalização de polimerização e 

despolimerização de actina e o papel da swiprosin-1. Swiprosin-1 age regulando o acesso de 

cofilina à F-actina. 

 

5.1.3. SNIP-1 

 

Outra proteína encontrada em nosso screening foi a Smad nuclear interacting protein 

1 (SNIP1). Proveniente do clone 18, apenas a porção N-terminal foi clonada, e portanto deve 

ser a região com a qual SRPK2 interage. 

SNIP1 é uma proteína de 396 aminoácidos que contém um sinal de localização 

nuclear (NLS - nuclear localization signal) bipartido na extremidade N-terminal e um 
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domínio FHA (forkhead associated) na extremidade C-terminal, um motivo que se liga à 

epítopos de fosfo-treonina expresso em uma variedade de proteínas nucleares, sugerindo que 

ele desempenha um papel de ancoramento análogo ao de SH2 (Kim et al, 2000 e Durocher & 

Jackson, 2002). A localização de SNIP 1 é nuclear, com característica distribuição subnuclear 

em speckles (Kim et al, 2000 e Roche et al, 2004). Esta proteína funciona como um 

coativador transcricional que aumenta a atividade de c-Myc e inibe a sinalização de TGF-ȕ e 

NF-κB (Fujii et al, 2006, Kim et al, 2000 e 2001). 

Os membros da superfamília TGF-ȕ exercem um papel crítico no controle do 

crescimento e diferenciação celular ao controlar a transcrição de vários genes. TGF-ȕ é um 

tipo de citocina secretada por muitos tipos celulares, que age como um fator antiproliferativo 

em células epiteliais normais e em estágio precoces da oncogênese. Muitas células que 

produzem TGF-ȕ, também apresentam receptores para tal em sua superfície, desencadeando 

uma sinalização autócrina. Células cancerosas têm a sua produção de TGF-ȕ aumentada, 

atuando também sobre as células vizinhas (Clark & Coker, 1998). 

Os efeitos de TGF-ȕ são principalmente mediados por proteínas Smad. Nesta via, os 

dímeros de TGF-ȕ se ligam ao receptor tipo II que recruta e fosforila o receptor tipo I, este 

então, recruta e fosforila R-Smad (receptor regulated SMAD). R-SMAD se liga à Smad4 e 

forma um complexo heterodimerico, que entra no núcleo da célula e regula a transcrição de 

vários genes, incluindo aqueles que ativam a via de MAPK 8 (mitogen-activated protein 

kinase 8), que desencadeia apoptose. A regulação ocorre através da interação física e 

cooperação funcional com fatores de transcrição de ligação ao DNA e coativadores CBP ou 

p300 (Derynck & Zhang, 2003). 

O NF-κB é um complexo de proteínas que também controla a transcrição do DNA. 

Ele é encontrado em quase todos os tipos de células animais e está envolvido nas respostas 

celulares para estímulos como o estresse, citocinas, radicais livres, irradiação ultravioleta, 

LDL oxidado e antígenos bacteriais ou virais. Em estado inativo, as subunidades do NF-κB, 

RelA e p50 estão complexadas com a proteína inibitória IκBα, difusas no citosol. Quando 

recebe um estímulo pelos receptores na membrana, IκB kinase (IKK) é ativada e fosforila 

IκBα, liberando as subunidades RelA e p50 que são translocadas para o núcleo, onde irão agir 

juntamente com coativadores na transcrição de vários genes (Gilmore 2006, Brasier 2006 e 

Perkins 2007). 

O domínio N-terminal de SNIP1 pode interagir tanto com a proteína de sinalização 

da família TGF-ȕ, Smad4, quanto com o fator de transcrição de NF-κB, p65/RelA. O mesmo 
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domínio pode também se ligar ao domínio C/H1 dos coativadores transcricionais CBP e p300 

(Kim et al, 2000 e 2001). A superexpressão de SNIP1 ou de seu N-terminal inibem a ativação 

transcricional de ambos Smad4 e NF-κB ao bloquear suas interações com os coativadores 

CBP/p300 (Kim et al, 2000 e 2001) (Figura 15). 

 

 

 

Figura 15 – Representação esquemática das vias de inibitórias de SNIP1. 

 

Numa via de sinalização que integra SNIP 1 e SRPK2, SNIP 1 deve estar 

downstream a SRPK2. SNIP 1 sendo um coativador transcricional, deve sofrer regulação por 

SRPK2, que é uma recrutadora de fatores de transcrição. Além disso, SRPK2 também já foi 

relacionada à regulação de ciclinas e progressão do ciclo celular. SNIP 1 também regula a 

estabilidade do mRNA da ciclina D1 e deve exercer um papel na proliferação celular e na 

progressão do câncer. O esgotamento de SNIP1 resultou na inibição da atividade do promotor 

de ciclina D1 de um modo dependente do local de ligação anteriormente caracterizado para a 

família de fatores de transcrição AP-1 (Roche et al, 2004). Assim, a interação entre SNIP 1 e 

SRPK2 também pode estar relacionada à progressão do ciclo celular. 
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5.1.4. NPM1 e as proteínas ribosomais (RPS20, RPS27P3 e RPLP2) 

 

 

A proteína proveniente do clone 53 é a nucleofosmina (nucleophosmin - nucleolar 

phosphoprotein B23, numatrin) conhecida como NPM1, ou apenas NPM, ou ainda B23. Ela é 

uma proteína abundante e ubiquitinamente expressa, principalmente localizada no nucléolo 

(Kang et al, 1975; Schmidt-Zachmann et al, 1987), mas continuamente translocada entre o 

núcleo e o citoplasma (Borer et al, 1989).  A atividade principal de NPM1 é a biogênese de 

ribossomos. Ela tem sido associada a estimulação da expressão do RNA ribossomal (rRNA) 

(Murano et al, 2008), processamento e montagem do RNA pré-ribossomal (Savkur & Olson, 

1998) e exportação do ribossomo para o citoplasma (Maggi et al, 2008). Nos últimos anos, no 

entanto, o número de procesoss celulares nos quais a NPM1 participa, assim como o número 

de interações celulares, tem aumentando exponencialmente e a proteína é agora suposta a 

exercer um papel também no remodelamento da cromatina (Okuwaki et al, 2011a-b), 

duplicação do centrossomo (Wang et al, 2005), replicação, recombinação, transcrição e reparo 

do DNA, assim como no controle da progressão do ciclo celular e sobrevivência em resposta 

a variados estímulos de estresse (Colombo, Alcalay & Pelicci, 2011). 

Muito do interesse nesta proteína surgiu de sua relevância em doenças humanas. 

NPM1 é frequentemente superexpressa em tumores de diferentes origens histológicas, 

incluindo gástrica, ovariana, bexiga e carcinomas de próstata (Grisendi et al, 2006). Além 

disso, o locus de NPM1 está frequentemente envolvido em translocações cromossomais ou se 

encontra deletado em neoplasias hematológicas (Grisendi et al, 2006 & Falini et al, 2007). 

Notavelmente, NPM1 tem sido caracterizado como o gene mutado mais frequente em 

leucemia mieloide aguda (Acute Myeloid Leukemia - AML) (Falini et al, 2007), cerca de 30% 

dos casos (Falini et al, 2005). As mutações alteram o domínio de ligação ao DNA C-terminal 

da proteína e resulta em sua exportação nuclear aberrante e localização citosólica estável 

(Para revisão consultar Federici & Falini, 2013). 

A porção C-terminal da proteína NPM1 é muito importante no estabelecimento de 

interações protéicas. PIP3 nuclear compete com Akt para se ligar preferencialmente à porção 

C-terminal de NPM1 no nucleoplasma (Kwon et al, 2010). Esta interação forma um complexo 

que media os efeitos anti-apoptóticos do fator de crescimento do nervo (NGF - nerve growth 

fator), inibindo a atividade de fragmentação do DNA da DNAse ativadora de caspase (CAD - 

caspase-activating DNase). NPM1 associa-se diretamente com Akt em resposta ao tratamento 

com NGF, aumentando a estabilidade protéica de Akt, prevenindo a clivagem proteolítica de 
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NPM1 por caspase 3 in vitro e in vivo, promovendo a sobrevivência celular e a progressão do 

ciclo celular (Lee et al, 2008). 

É interessante destacar que NPM1 não sumorilada interage fortemente com Akt no 

nucleoplasma na ausência de fatores de crescimento, e que a isoforma de Akt2 regula 

especificamente a atividade de progressão do ciclo celular de NPM1 (Lee et al, 2008). De 

fato, a perda da expressão de NPM1 atenua a proliferação celular e aumenta a apoptose 

(Itahana et al, 2003 e Grisendi et al, 2005), sugerindo que NPM1 pode ter ambas as funções, 

de potencial oncogênico e de supressor de tumores. 

As porções da proteína NPM1 pescadas em nosso screening foram o N-terminal e o 

core. O que de fato, é bastante coerente com os dados que nós pudemos observar na literatura. 

Em um suposto complexo formado por NPM1, Akt e SRPK2, Akt estaria se ligando a porção 

C-terminal de NPM1, enquanto SRPK2 estaria se ligando a porção N-terminal. As funções 

deste complexo provavelmente devem ser as mesmas descritas anteriormente, agindo na 

sobrevivência celular e progressão do ciclo celular. No entanto, as características da porção 

N-terminal de NPM1 nos dá indícios de outras funções. Esta região possui dois sinais de 

exportação nuclear ricos em leucina (NES - nuclear export signals), reconhecidos pelo sistema 

de transporte exportina1-Crm1 (Wang et al, 2005 e Yu et al, 2006). Estas proteínas não foram 

relacionadas à interação com SRPK, mas SRPK2 poderia estar mediando o transporte de 

NPM1 para fora do núcleo. A porção N-terminal também funciona como um clássico domínio 

chaperona histônico: é capaz de montar octâmeros de histona (Namboodiri et al, 2004), de 

transferir nucleossomos para naked DNA (Okuwaki et al, 2001a), de descondensar cromatina 

de espermatozóides in vitro (Okuwaki et al, 2001b), e de auxiliar na renaturação de proteínas 

desnaturadas quimicamente (Szebeni & Olson, 1999). O domínio N-terminal tem sido 

reportado como mediador das interações entre NPM1 e uma gama de outras proteínas, 

incluindo p53, p14arf, e proteínas ribosomais (Colombo et al, 2011, Grisendi et al, 2006 & 

Lindstrom, 2011). 

As proteínas ribossomais RPS20, RPS27P3 e RPLP2 provenientes respectivamente 

dos clones 26, 46 e 96, foram encontradas em nosso screening. Alterações no nucléolo, o 

local de produção de ribossomos, têm sido longamente associadas ao câncer, e mutações em 

várias proteínas ribossomais (RPs) têm sido associadas como um aumento do risco de câncer 

em doenças humanas (Daftuar et al, 2013).  As proteínas encontradas em nosso screening já 

foram reconhecidas como proteínas que interagem com o complexo mdm2/p53 (Daftuar et al, 

2013 & Xiong et al, 2011). Elas atuam inibindo mdm2 e estimulando p53, revelando assim, 
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uma via de sinalização RP-Mdm2-p53 que é fundamental para a vigilância da biogênese de 

ribossomos. Sendo assim, a SRPK2 pode ter também, um papel importante na regulação da 

biogênese de ribossomos. 

A maneira pela qual NPM1 controla a progressão do ciclo celular e a sobrevivência 

celular é principalmente por seu papel na via p53/p14ARF/mdm2, onde ela atua se ligando a 

p14ARF e regulando p53 (Gjerset, 2006). Enquanto a formação de complexo entre ARF e 

NPM retém ARF no nucléolo e previne a ativação de p53 por ARF; os tratamentos de danos 

ao DNA promovem uma redistribuição subnuclear transiente de ARF para o nucleoplasma, 

onde ele interage com mdm2 e promove a ativação de p53 (Gjerset, 2006). O resultado dá 

suporte para o modelo prosposto no qual o nucléolo serve como um sensor de estresse 

upstream de p53, e onde ARF liga os sinais de estresse nucleolar aos efetores 

nucleoplasmáticos da resposta de estresse (Gjerset, 2006). Em células cancerosas, ARF 

acumula no nucléolo, enquanto p53 e mdm2 são amplamente nucleoplasmáticas (Quelle et al, 

1995; Pomerantz et al,1998; Weber et al, 1999; Zhang & Xiong 1999). 

Em condições normais, em que a célula está crescendo e proliferando, NPM1, 

juntamente com a topoisomerase I, está ligado a p14ARF, mantendo-a no nucléolo (Bertwistle 

et al, 2004 & Korgaonkar et al, 2005), enquanto mdm2 está ligado a p53 inibindo-o no 

nucleoplasma (Haupt et al, 1997 & Kubbutat et al, 1997). Ao receber sinais de estresse 

oncogênico, ocorre uma redistribuição de NPM1/p14ARF do nucléolo para o nucleoplasma e 

p14ARF é liberado do complexo NPM1/p14ARF/topo I e começa a sequestrar mdm2 e inibir 

sua atividade sob p53 (David-Pfeuty & Nouvian-Dooghe, 2002 & Lee et al, 2005). p53 agora 

livre, ativa um mecanismo de retroalimentação que aumenta expressão de mdm2 (Wu et al, 

1993). No entanto, estes mdm2 recém sintetizados são sequestrados por NPM1, culminando 

na acumulação de p53. p53 acumulado age inibindo a progressão do ciclo celular e 

promovendo apoptose (Figura 16) (Maltzman & Czyzyk, 1984; Kastan et al, 1991 e 1992; 

Shieh et al, 1997 & Siliciano et al, 1997). 
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Figura 16 – Representação esquemática da redistribuição subnuclear após dano ao 

DNA. O modelo descreve as mudanças nos complexos ARF e possíveis papéis sequenciais 
exercidos por ARF e NPM na regulação da função de p53 seguido de dano ao DNA, através 
da ligação a mdm2. Figura inspirada na figura 2 de Gjerset RA 2006. DNA damage, p14ARF, 
nucleophosmin (NPM/B23), and cancer. Journal of Molecular Histology 37(5–7): 239–51 
 
 

5.2. SRPK2, integrando as vias 

 

 

Pudemos observar que a maioria das proteínas discutidas neste trabalho guardam de 

certa forma, uma relação principalmente com o ciclo, a proliferação e a sobrevivência celular. 

Quando o contexto é então uma célula cancerosa e a função destas proteínas descritas se 

encontra alterada, exarcebada, com superexpressão, podemos então associa-las à aceleração 

da progressão do ciclo celular, proliferação exarcebada, sobrevivência celular quando vias 

apoptóticas deveriam estar ativas. Estas características promovem o desenvolvimento, 

estabelecimento e espalhamento de tumores no organismo. Outras funções desempenhadas 

por estas proteínas resultam na angiogênese, diferenciação e migração celular, características 

essenciais para o estabelecimento de um tumor. Ainda, proteínas como a Tȕ4, SNIP1 e a 

NPM1 agem na transcrição de outras proteínas, podendo influenciar diversos aspectos do 

metabolismo celular. 
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A SRPK2 neste contexto, é suposta exercer um papel centralizador na transmissão de 

sinais do meio extracelular para as proteínas efetoras intracelulares. E mais do que isso, por 

ser uma proteína citosólica e nuclear, ela deve mediar a transmissão de sinais entre o 

citoplasma e o nucleoplasma. A Tȕ4 deve ser uma reguladora da atividade de SRPK2, no 

entanto, todas as demais proteínas: Swiprosin-1, SNIP1, NPM1, as proteínas ribossomais, 

todas estas parecem estar downstream  e devem sofrer regulação por parte de SRPK2. Na 

Figura 17 podemos ver um resumo do que foi discutido neste trabalho e inferir a função de 

SRPK2 na transmissão do sinal dos fatores de crescimento para as proteínas efetoras. 

 
 
 
 

 
 

 

Figura 17 – Representação esquemática envolvendo todas as vias descritas no texto e 

o suposto papel da SRPK2 nelas. 
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5.3. Perspectivas Futuras 

 

 

As proteínas que não foram consideradas nesta discussão ainda serão investigadas 

cuidadosamente. No entanto, em uma rápida verificação das funções foi possível relacioná-las 

a processos celulares como ativação do sistema imune, transporte de membrana, controle da 

expressão de genes, dentre outros. Estes resultados sugerem novos mecanismos moleculares 

para a atuação da SRPK2 no processo tumorigênico. 

Nos próximos meses novos experimentos deverão ser realizados com o intuito de 

confirmar as interações averiguadas no screening, tanto em experimentos in vitro quanto in 

vivo. Experimentos como imunoprecipitacão, co-localização e imunolocalização, auxiliarão 

na confirmação das interações. Para avaliar o efeito da SRPK2 sobre as proteínas parceiras, 

deverão ser conduzidos experimentos de ensaio de fosforilação e também com o uso de 

inibidores. Experimentos que envolvam a superexpressão ou esgotamento das proteínas 

parceiras são necessários para melhor verificar o efeito destas sobre o metabolismo e 

fisiologia celular. 

Os resultados obtidos até o momento são animadores e prometem auxiliar no 

entendimento do papel da SRPK2 no processo oncogênico e subsidiar o desenvolvimento de 

novas estratégias antitumorais.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

O screening com o duplo híbrido de leveduras nos revelou 19 novas interações, 

sendo que destas, 7 foram discutidas neste trabalho. 

A SRPK2 surge como um novo ligante de Tȕ4, possivelmente agindo em vias de 

diferenciação, proliferação, sobrevivência e migração celular. 

A possível fosforilação de Swiprosin-1 por SRPK2 reforça a ação desta na migração 

celular. Pois, a fosforilação transiente de Swiprosin-1, permitindo o acesso de cofilina a F-

actina cria novos polos de polimerização que ramificam e mudam a direção da migração 

celular. 

A ação de SRPK2 sob SNIP1 provavelmente culmina na promoção da sobrevivência 

celular ao inibir a trancrição de genes pró-apoptóticos. 

A proteína SRPK2 pode ser um terceiro componente do complexo Akt/NPM1, sendo 

ativada por Akt e ligando-se a porção N-terminal de NPM1. Este complexo potencialmente 

age na sobrevivência celular. 

SRPK2 pode estar agindo também no transporte de NPM1 do núcleo para o 

citoplasma.  

As proteínas ribossomais RPS20, RPS27P3 e RPLP2, juntamente com NPM1 e 

SRPK2 possivelmente estão envolvidas na biogênese de ribossomos. Mutações nestas 

proteínas aumentam o risco de câncer em doenças humanas. 

 Os resultados obtidos são animadores, pois mostram interações coerentes com o 

papel potencialmente oncogênico de SRPK2. 

As demais proteínas que ainda não foram investigadas profundamente, como SELL, 

CD74, CP1 e GNTPG, mas que apresentam funções relacionadas a este papel de proliferação, 

sobrevivência e migração celular, merecem ser estudadas. Pois certamente irão contribuir para 

esclarecer melhor as vias de sinalização celular que a SRPK2 explora para promover a 

proliferação e sobrevivência celular. 

Além disto, experimentos complementares que comprovem a interação entre SRPK2 

e as proteínas encontradas no screening, in vitro e in vivo, devem ser conduzidos nos 

próximos meses para certificar as interações e localizar a posição exata de cada componente 

nas vias de sinalização. 
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APÊNDICE A  Ensaios de transativação dos genes repórteres 

 

Quadro A1  Ensaio de transativação do gene repórter his3 
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Quadro A2 - Ensaio de transativação do gene repórter lacZ 
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APÊNDICE B - Ensaios de ativação dos genes repórteres dos clones obtidos pelo screening com S-SRPK2 

 

Quadro B1 - Ensaio qualitativo da ativação do gene repórter lacZ 
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Quadro B2 - Ensaio quantitativo da ativação do gene repórter lacZ 

 

Clone D.O.600 D.O.420 Atividade -gal 

 

Clone D.O.600 D.O.420 -gal 

 S1 0,659 0,485 2,45 

 

S43 1,115 2,441 7,30 

 S2 1,568 0,859 1,83 

 

S44 1,739 0,158 0,30 

 S6 1,773 0,056 1,05  S46 1,124 2,623 7,78  

S8 1,992 0,074 0,12 

 

S47 1,024 1,253 4,08 

 S10 1,687 0,121 0,24 

 

S48 1,010 1,363 4,50 

 S11 1,372 2,584 6,28 

 

S51 1,053 2,015 6,38 

 S12 1,807 0,107 0,20 

 

S53 0,920 2,652 9,61 

 S15 0,544 1,785 10,94 

 

S55 0,928 2,054 7,38 

 S16 0,874 2,579 9,84 

 

S57 0,990 0,984 3,31 

 S18 0,772 1,856 8,01 

 

S58 1,154 1,513 4,37 

 S19 0,313 0,515 5,48  S59 1,042 1,814 5,80  

S20 0,993 0,704 2,36 

 

S60 0,512 2,699 17,00 

 S21 0,997 1,513 5,06 

 

S61 1,226 2,539 6,90 

 S23 0,989 1,356 4,57 

 

S62 1,826 0,156 0,28 

 S26 1,038 1,617 5,19  S63 1,015 1,414 4,64  

S28 0,979 1,446 4,92 

 

S64 1,216 3,000 8,20 

 S31 0,986 0,864 2,92 

 

S65 1,084 2,589 7,96 

 S33 1,883 0,257 0,45 

 

S66 1,168 2,992 8,54 

 S34 1,319 1,671 4,22 

 

S67 1,195 0,718 2,00 

 S35 1,116 2,675 7,99 

 

S68 1,181 1,724 4,87 

 S36 1,219 0,082 0,22 

 

S69 1,002 2,275 7,57 

 S42 1,068 2,705 8,44 

 

S70 1,984 0,224 0,38 

 6
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S71 1,079 1,336 4,13  S99 0,891 2,330 8,72  

S72           0,960  1,214 4,22 

 

S100 0,831 2,112 8,47 

 S73 0,978 1,696 5,78 

 

S101 0,456 1,306 9,5 

 S76 1,111 1,430 4,29 

 

S102 1,079 3,000 9,27 

 S78 1,216 2,6 7,13  S103 1,086 3,000 9,21  

S79 1,355 0,142 0,35 

 

S104 0,871 3,000 11,48 

 S80 1,027 0,835 2,71 

 

S105 1,276 3,000 7,84 

 S81 0,960 0,963 3,34 

 

S106 1,019 3,000 9,81 

 S82 0,985 3,000 10,15 

 

S107 1,103 3,000 9,07 

 S83 0,833 2,249 9,00 

 

S108 1,015 2,902 9,53 

 S84 1,090 3,000 9,17 

 

S109 1,292 3,000 7,74 

 S85 1,056 3,000 9,47 

 

S110 0,879 1,788 6,78 

 S87 1,201 3,000 8,33 

 

S111 0,946 2,502 8,82 

 S88 0,981 3,000 10,19 

 

S113 1,519 3,000 6,58 

 S89 0,847 2,867 11,00  S114 1,077 3,000 9,29  

S90 0,759 2,963 13,00  S115 0,877 2,327 8,84  

S91 0,583 1,921 10,98 

 

S116 0,972 1,501 5,15 

 S92 1,113 3,000 8,98 

 

S117 1,054 2,363 7,47 

 S93 0,985 3,000 10,15 

 

S118 0,972 1,957 6,71 

 S94 1,105 3,000 9,05 

 

pBTMØ+pGADØ 1,008 0,089 0,29 

 

S95 0,892 3,000 11,21 

 

pBTM Ki-1/57+ 

pACT2 RACK1 0,667 0,334 1,67 

 

S96 1,113 3,000 8,98 

 

pBTM Ki-1/57+ 

pGAD SFRS9 0,955 0,111 0,39 

 *Os rachurados são aqueles que foram descartados por não atingirem os valores de referência positivos 7
0

 



 
 

Quadro B3  Ensaio de ativação do gene repórter his3. Ensaio de tolerância do crescimento na ausência de histidina. 
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APÊNDICE C  Resultado dos sequenciamentos realizados com os clones obtidos pelo screening com S-SRPK2. 

 

QUADRO C1  Clones em que a SRPK2 interage com regiões não codificadores de proteína 

 

N° do 

clone 

Nome da sequência/ ID da 

sequência 

Região 

clonada e 

CDS da 

proteína 

Nome da proteína Sigla ID do 

gene 

Função atribuída Referencias 

S2 Homo sapiens proprotein convertase 

subtilisin/kexin type 7, mRNA 

(cDNA clone MGC:12699 

IMAGE:4125594), complete cds/ 

BC006357.2 

2852-3303 

150-1925 

Proprotein converta-se 

subtilisin/kexin type 7 

PCSK7 9159 Processamento de precursores 

latentes de proteínas em seus 

produtos biologicamente ativos 

Rousselet et al, 

2011 

S11 Homo sapiens genomic DNA, 

chromosome 8q24, clone: 

KB1585F1, complete sequence/ 

AP005857.3 

87127-86342  

- 

- - - - - 

S16 Homo sapiens activator of basal 

transcription 1, mRNA (cDNA clone 

MGC:51778 IMAGE:5574755), 

complete cds/ BC048812.1 

994-1374 

39-857 

Activator of basal 

transcription 1 

ABT1 29777 Ativação da transcrição basal de 

promotores 

Oda et al, 2000 

S20 Homo sapiens PAC clone RP5-

1119N5 from 14q24.3, complete 

95073-94212 

- 

- - - - - 
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sequence/ AC004968.1 

S43 Homo sapiens isolate 5151204 

mitochondrion, complete genome/ 

KF162227.1 

2118-2992 

- 

- - - - - 

S47 Human DNA sequence from clone 

RP11-85A1 on chromosome 10, 

complete sequence/ AL353719.10 

72134-71761 

- 

- - - - - 

S51 Homo sapiens bestrophin 1 (BEST1), 

RefSeqGene on chromosome 11/ 

NG_009033.1 

20231-19683 

19844-20008, 

20104-20229, 

20486-20632 

Ferritin, heavy poly-

peptide 1 

FTH1 2495 Estocagem de ferro em estado 

solúvel e não-tóxico 

Boyd et al, 1985 

S57.1 Homo sapiens bestrophin 1 (BEST1), 

RefSeqGene on chromosome 11/ 

NG_009033.1 

20231-19684 

19844-20008, 

20104-20229, 

20486-20632 

Ferritin, heavy 

polypeptide 1 

FTH1 2495 Estocagem de ferro em estado 

solúvel e não-tóxico 

Boyd et al, 1985 

S58 Homo sapiens clone BN2 

mitochondrion, complete genome/ 

EF114275.1 

2017-2325 

- 

- - - - - 

S60 Homo sapiens isolate HGDP00722 

mitochondrion, complete genome/ 

KJ445926.1 

1685-2402 

- 

- - - - - 

S61 Homo sapiens chromosome 17, clone 

hRPC.971_F_3, complete sequence/ 

AC004150.8|AC004150 

63974-64742 

- 

- - - - - 
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S63 Homo sapiens chromosome 17, clone 

hRPC.971_F_3, complete sequence/ 

AC004150.8|AC004150 

63974-64751 

- 

- - - - - 

S65 Homo sapiens chromosome 19 clone 

CTD-3116E22, complete sequence/ 

AC008759.9 

37220-36365 

- 

- - - - - 

S69 Homo sapiens autism susceptibility 

candidate 2 (AUTS2), RefSeqGene 

on chromosome 7/ NG_034133.1 

1118522-

1119383 

- 

- - - - - 

S71 Homo sapiens myeloid cell leukemia 

1 (MCL1), RefSeqGene on 

chromosome 1/ NG_029146.1 

8926-9768 

5209-5896, 

6248-6495, 

7248-7364 

Myeloid cell leukemia 1 MCL1 4170 Este gene sofre splicing 

alternativo, no qual o produto 

mais longo (isoforma 1) aumenta a 

sobrevivência celular inibindo a 

apoptose, enquanto os produtos 

mais curtos (isoforma 2 e isoforma 

3) promovem apoptose e são 

indutores de morte.  

Kozopas et al, 

1993, Bae et al, 

2000 e Fujise et al, 

2000 

S81 Homo sapiens chromosome 19 clone 

CTC-483I11, complete sequence/ 

AC008532.7 

128199-129049 

- 

- - - - - 

S84 Human DNA sequence from clone 

RP11-168O16 on chromosome 1, 

complete sequence/ AL358473.10 

38710-37853 

- 

- - - - - 

S85 BAC sequence from the SPG4 93453-94306 - - - - - 

7
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candidate region at 2p21-2p22 BAC 

559D11 of library RPCI-11 from 

chromosome 2 of Homo sapiens 

(Human)/ AL133243.3 

- 

S87 Homo sapiens Rho GTPase 

activating protein 26 (ARHGAP26), 

RefSeqGene on chromosome 5/ 

NG_016711.1 

445085-445935 

441472-441747,   

448271-448362 

Rho GTPase activating 

protein 26 

ARHGA

P26 

23092 Proteína ativada por GTPase que 

se liga a cinases de adesão focal e 

media a atividade de proteínas de 

ligação a GTP RhoA e Cdc42. 

Hildebrand, Taylor 

& Parsons, 1996 

S88 Homo sapiens GrpE-like 1, 

mitochondrial (E. coli) (GRPEL1), 

mRNA/ NM_025196.2 

885-1502 

42-695 

GrpE-like 1, 

mitochondrial (E. coli) 

GRPEL1 80273 DnaJ e GrpE juntos estimulam a 

atividade ATPase de DnaK. GrpE 

se liga ao domínio ATPase de 

DnaK desencadeando a liberação 

de ADP, acelerando assim a 

dissociação do substrato. 

Choglay et al, 2001 

e Liberek et al, 

1991 

S89 Homo sapiens chromosome 5 clone 

CTC-458I2, complete sequence/ 

AC010260.7 

50287-49430 

- 

- - - - - 

S90 Homo sapiens glycoprotein VI 

(platelet) (GP6), RefSeqGene on 

chromosome 19/ NG_031963.1 

16363-16656 

15403-15687, 

17994-18047 

Glycoprotein VI GP6 51206 Receptor para colágeno e exerce 

um papel crítico na agregação de 

plaquetas induzida por colágeno e 

formação de trombos. 

Ezumi, Uchiyama 

& Takayama, 2000 

S94 Homo sapiens chromosome 19 clone 

CTC-246B18, complete sequence/ 

AC011445.6|AC011445 

115918-115163 

- 

- - - - - 

7
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S99 Homo sapiens BAC clone RP11-

342I1 from 4, complete sequence/ 

AC108053.3 

34720-33866 

- 

- - - - - 

S100 Homo sapiens G protein-coupled 

receptor kinase interacting ArfGAP 2 

(GIT2), RefSeqGene on chromosome 

12/ NG_029885.1 

12929-13076 

12322-12427, 

17696-17782 

G protein-coupled 

receptor kinase 

interacting ArfGAP 2 

GIT2 9815 Regula a dinâmica do 

citoesqueleto e participa na 

internalização de receptores e 

tráfego de membrana. Reprime a 

extensão lamelipodial e a 

renovação adesões focais, e é 

pensado estar regulando a 

motilidade celular. 

Premont et al, 2000 

e Hoefen & Berk, 

2006 

S103 Homo sapiens BAC clone RP11-

299H21 from 2, complete sequence/ 

AC013722.8 

184457-185338 

180200-180397, 

188222-188265 

- - - - - 

S104 Human DNA sequence from clone 

RP11-502H18 on chromosome 1, 

complete sequence/ AL390718.11 

112734-113072 

- 

- - - - - 

S105 Homo sapiens CD74 molecule, major 

histocompatibility complex, class II 

invariant chain, mRNA (cDNA clone 

MGC:31825 IMAGE:4853578), 

complete cds/ BC018726.1 

895-1327 

12-710 

CD74 molecule, major 

histocompatibility 

complex, class II 

invariant chain 

CD74 972 Regula a apresentação de 

antígenos para resposta imune. 

Também serve como um receptor 

de superfície celular para citocina 

de macrófagos MIF (migration 

inhibitory factor) que, quando se 

liga a proteína codificada, inicia a 

Kudo et al, 1985 e 

Calandra & Roger, 

2003 

7
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via de sobrevivência e 

proliferação celular. Esta proteína 

também interage com APP 

(amyloid precursor protein) e 

(Abeta). 

S107 Homo sapiens 3 BAC RP11-572O6 

(Roswell Park Cancer Institute 

Human BAC Library) complete 

sequence/ AC141002.8 

88620-89099 

- 

- - - - - 

S109 Homo sapiens ADP-ribosylation 

factor guanine nucleotide-exchange 

factor 2 (brefeldin A-inhibited) 

(ARFGEF2), RefSeqGene on 

chromosome 20/ NG_011490.1 

15262-16134 
 
5153-5273, 
24462-24492 
 

 

ADP-ribosylation factor 

guanine nucleotide-

exchange factor 2 

(brefeldin A-inhibited) 

ARFGEF

2 

10564 Exerce um papel no tráfego 

intracelular de vesículas. Está 

envolvida na ativação de ARFs 

acelerando a substituição de GDP 

ligado a GTP e está envolvida no 

transporte de Golgi. 

Sheen et al, 

2004 

S113 Homo sapiens haplogroup I2a 

mitochondrion, complete genome/ 

KM052373.1 

4426-5314 

4472-5513 

ND2 - NADH 

dehydrogenase subunit 2 

- - - - 

S116 Homo sapiens chromosome 5, P1 

clone 632A8 (LBNL H29), complete 

sequence/ AC004749.1 

2350-1896 

- 

- - - - - 

S117 Homo sapiens cDNA clone 

IMAGE:4128378, **** WARNING: 

22-845 

- 

Tumor protein, 

translationally-controlled 

TPT1 7178 Relacionado a crescimento celular 

progressão do ciclo celular, 

Lucibello et al, 

2011; Zhang et al, 

8
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chimeric clone ****/ BC007842.1 1 transformação maligna e inibição 

da apoptose. Como molécula 

extracelular exerce um importante 

papel em células imunes. 

2012 & Kaarbø et 

al, 2013 

S118 Homo sapiens PRO1859 mRNA, 

complete cds/ AF132202.2 

726-303 

394-561 

Metastasis associated 

lung adenocarcinoma 

transcript 1 (non-protein 

coding) 

MALAT

1 

378938 Regula a expressão de genes 

associados a metástase. Também 

regula positivamente a motilidade 

celular através da regulação 

transcricional e/ou pós-

transcricional de genes 

relacionados a motilidade. 

Tano et al, 2010 e 

Gutschner et al, 

2013 
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