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RESUMO

A Sindrome de Marfan (SMF) ¢ uma doenga autossdomica dominante causada por
mutacoes do gene FBN1 que afeta os sistemas 0sseo, cardiovascular e ocular. O gene FBN1
codifica uma glicoproteina de 350 kD, denominada fibrilina-1, o componente estrutural mais
abundante das microfibras da matriz extracelular. Supde-se que mutagdes no gene FBN1
resultem na alteracdo da conformagao da fibrilina-1 e consequentemente na interagao de
fibrilinas alteradas com as normais, perturbando a funcionalidade das microfibras - o chamado
modelo dominante-negativo da patogénese. Estudos realizados em modelos animais para a
SMF indicaram uma grande importancia da fibrilina-1 na manutencdo da integridade de
tecidos. Porém, esses animais produziam pouco ou nenhuma quantidade de fibrilina-1
normal, ¢ assim s6 apresentam algum fendtipo quando as respectivas mutagdes no gene Fbnl

estdo em homozigose, limitando sua aplicacdo como modelo animal para a SMF.

Neste trabalho, foi desenvolvido através da recombinacdo homologa em células tronco
embrionarias (células ES — do inglés embrionic stem), um modelo animal no qual se possa

estudar a progressao das manifestagdes da SMF e serem testadas novas terapias.

O vetor mgA'™™® foi desenhado de forma a levar & substituicio dos exons 19-24 do
gene Fbnl de camundongo pelo cassete de expressdo do gene de resisténcia a neomicina
(neo) flanqueado por sitios loxP. O vetor foi introduzido nas células ES derivadas da
linhagem de camundongo 129/Sv (linhagem USP-1) através de eletroporacdo e um clone
positivo identificado por andlises de Southern blot. Por meio da agregagdo de células do
clone positivo com blastomeros das moérulas da linhagem CD-1, foram geradas quimeras que
transmitiram a mutagdo para sua prole estabelecendo, desta forma, a linhagem de

camundongos Fbn1mgA'>™"
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A mutacdo foi colocada em dois backgrounds isogénicos 129/Sv e C57BL/6. Os
animais heterozigotos C57BL/6 ndo apresentaram fenotipo, ao passo que alguns animais
129/Sv heterozigotos mostravam retardo no crescimento, defeitos Osseos (escoliose) e
hipertrofia cardiaca que sdo manifestagdes similares as das SMF em humanos. A anélise
histolégica do pulmio de heterozigotos mostrou alteracdes graves compativeis com um
quadro de enfisema. Também foi observada a fragmentacdo da matriz eldstica nos vasos

desses animais, equivalente ao encontrado em pacientes com a SMF.

Assim, os animais FbnlmgA'®®"™° 129/Sv sdo um modelo animal dominante para a
SMF com manifestagdes 0sseas e cardiovasculares, onde poderdo ser testadas novas terapias
para a sindrome. Além disso, a variabilidade clinica existente entre as duas linhagens 129/Sv
e C57BL/6, indica a presenca de genes modificadores, de forma que as linhagens de
camundongos FbnlmgA'”®™ representam um bom modelo experimental para o estudo da
variabilidade clinica presente na SMF e para a identificagdo de genes modificadores do

fenotipo.
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ABSTRACT

Marfan syndrome (MFS) is an autosomal-dominant connective tissue disorder which
affects the skeletal, ocular and cardiovascular systems caused by mutations in the FBN1 gene.
This genes encodes fibrillin-1, a glycoprotein of 350kD, which is the most abundant
component of microfibrils of extracellular matrix. Mutations in the FBN1 gene may result in
interactions between mutated and normal fibrillins altering the microfibrils functioning — a
dominant-negative model of the disease. Previous studies involving animal models of MFS
suggested a major importance of fibrillin-1 in tissue maintenance. However, these animals
only manifested the phenotype when the mutations in the Fbnl gene were found in
homozygosis, limiting their application as animal models for the disease.

In this thesis, it was developed, by techniques of homologue recombination in
embryonic stem cells (ES cells), a new animal model for studying the MFS phenotype
progression, which can also be used for testing new drugs and therapies for the disease.

The vector mgA'™**™° was built to substitute exons 19-24 of the Fbnl by an expression
cassette of neo (gene that confers resistance to neomycin), which is flanked by loxP sites.
The vector was introduced in ES cells derived from the mouse lineage 129/Sv (USP-1
lineage) by electroporation, and one positive clone was identified by Southern Blot analysis.
Cells from the positive clone were aggregated with blastomeres from morulas of CD-1
lineage. Chimeras were generated and all the modifications were transferred to their offspring,

loxPneo

establishing the mgA4 mouse lineage.
The mutation was placed in two different isogenic backgrounds:129/Sv and C57BL/6.
The heterozygotes animals C57BL/6 did not manifest the fenotype whereas some 129/Sv

heterozygotes showed growth retard, skeletal injuries (such as scoliosis) and cardiac

hypertrophy which are manifestations similar to the presented by MFS patients. The lung
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histological analysis revealed serious alterations compatible with pulmonary emphysema. In
addition, it was observed extracellular matrix fragmentation in the vessels of these animals,

characteristic also found in patient with MFS.

In conclusion, the animals mgA'®*"™°129/Sv are a dominant animal model for MFS
with skeletal and cardiovascular manifestations, and so it can be used for testing new
therapies to the syndrome. Moreover, the clinical variability between the two lineages, 129/Sv
and C57BL/6, indicates the presence of modifying genes. As a result, the mouse lineage

loxPneo

mgA can be considered a good experimental model to study the clinical variability

characteristic of MFS and to identify genes modifying the phenotype
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I. INTRODUCAO

1. Sindrome de Marfan
1.1. Historico

A Sindrome de Marfan (SMF)(OMIM#154700) foi inicialmente descrita em 1896 por
Antonine-Bernard Marfan, professor de pediatria em Paris (Figura 1) (Marfan, 1896). Ele
descreveu primeiramente o caso de Gabrielle P. (Figura 1) de cinco anos de idade, o qual
denominou pattes d"araignée (patas de aranha), pois ela apresentava membros
desproporcionalmente longos e finos. Embora Gabrielle fosse alta e apresentasse cranio
estreito (dolicocefalia), os seus olhos, coracdo e intelecto eram normais. Através de analises
radioldgicas identificou-se escoliose toraxico-lombar, relativa deformidade na regido peitoral

e tuberculose pulmonar.

Antonine-Bernard Marfan Gabrielle

Figura 1. Antonine-Bernard Marfan e Gabrielle. Antonine-Bernard Marfan descreveu pela
primeira vez a Sindrome de Marfan tendo como modelo para a descrigdo do fenotipo sua
paciente Gabrielle (http://www.pifo.uvsq.fr).
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Em 1931 foi introduzido o conceito no qual um defeito no desenvolvimento do tecido
mesodérmico poderia resultar em uma distrofia congénita como descrita na SMF (Wave,
1931). No periodo de quarenta anos apos a descri¢do deste primeiro caso, Antonine-Bernard
Marfan relatou mais de 150 casos similares os quais denominou de dolicostenomelia, termo
que ele utilizava para se referir aos individuos com membros excessivamente longos (Marfan,
1938). Com o passar dos anos, outros fendtipos foram sendo identificados como estando
relacionados com esta patologia, como o deslocamento das lentes (ectopia lentis) e mau
funcionamento da valvula mitral. Marfan descobriu que geragdes subseqiientes de uma
mesma familia sdo afetadas independente do sexo do individuo. Desta forma, ele caracterizou
a patologia como sendo de caracteristica mendeliana dominante (revisto por Pyeritz, 2000).

Em 1943 foi descrito pela primeira vez a relagdo existente entre a ma formagdo da
aorta ¢ a SMF (Baer et al., 1943; Etter et al., 1943), sendo a extensdao do comprometimento
cardiovascular documentado apenas em 1955 (McKusick, 1955). McKusick sugeriu em 1956
que as alteragdes basicas identificadas na SMF teriam um constituinte em comum o qual veio
a ser identificado e descrito 35 anos mais tarde (McKusick, 1956; Dietz et al., 1991b; Lee et
al., 1991).

Em 1986, na cidade de Berlin, o Comité Internacional de Nosologia propds pela
primeira vez, efetuar a classificagdo diagnostica das mais comuns desordens hereditdrias
relacionadas ao tecido conjuntivo, incluindo a Sindrome do Hipermobilidade
(OMIM#154750), a sindrome vascular de Ehlers Danlos (OMIM#130020) e a SMF, a qual
teve seus critérios revisados 10 anos depois por Anne De Paepe (Beighton et al., 1986; De
Paepe et al., 1996).

A fibrilina-1 foi identificada e caracterizada em 1986 a partir de cultura de fibroblastos
humanos, como o principal componente estrutural das microfibras da matriz extracelular

(Sakai et al., 1986). Analises posteriores mostraram que o locus 15q15-21 esta relacionado
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com a SMF (Kainulainen et al., 1990, Dietz et al., 1991a). A relagdo entre a fibrilina-1 ¢ a
SMF foi sugerida inicialmente por Hollister e colaboradores (Hollister et al., 1990) e
confirmada por Harry C. Dietz e colaboradores (Dietz et al., 1991b), que demonstraram que
mutagdes no gene FBN1, que codifica a fibrilina-1, sdo responsaveis pelas manifestagdes

clinicas da SMF (Dietz et al., 1991D).

1.2. Aspectos Clinicos

A Sindrome de Marfan (SMF) ¢ a mais comum das doengas genéticas hereditarias do
tecido conjuntivo afetando individuos de todas as racas e géneros com igual freqii€ncia
(Manusov et al., 1994). A SMF ¢ uma doenca autossomica dominante que apresenta uma
incidéncia de aproximadamente 1 em cada 10.000 individuos, sendo que 30% destes casos sao
devidos a novas mutagdes (McKusick, 1956; Pyeritz, 1979).

Apesar da SMF apresentar alta variabilidade clinica intra e interfamiliar, sua
penetrancia ¢ completa. A doenca afeta primariamente trés sistemas: esquelético, onde o
individuo apresenta crescimento excessivo dos membros, hiperextensibilidade articular,
escolioses e deformidades na regido anterior do torax (Sponseller et al., 1995); ocular, que se
caracteriza pela fragilidade dos tecidos que sustentam o cristalino resultando em miopia,
deslocamento das lentes para cima (ectopia lentis) (Boerger, 1914) ¢ da retina; cardiovascular
com dilatacdo da raiz da aorta e dissecacdo da mesma devido a fraqueza na sua camada
média, além de prolapso da valvula mitral e regurgitacdo mitral e da aorta (Figura 2) (Pyeritz
et al., 1979; Jones et al., 2002). Em 90% dos casos, a morte ¢ causada por lesdo
cardiovascular (McKusick, 1956). Atualmente, o diagndstico referente a SMF baseia-se tanto
nas caracteristicas esqueléticas, oculares e cardiacas como no histérico familiar quando

disponivel (De Paepe et al., 1996).
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Normal Marfan Syndrome

D

Figura 2. ManifestagOes clinicas caracteristicas da Sindrome de Marfan.nos sistemas @sseo,
ocular e esquelético. A. Escoliose (http://www.ajronline.org); B. Alongamento das
extremidades Osseas e hiperextensibilidade articular (http://www.master.emedicine.com);
C. Deslocamento do cristalino (http://www.medstudents.com.br); D. Dilatagdo e dissecgdo
da aorta (http://www.mayoclinic.org).
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O diagndstico precoce seguido de tratamentos terapéuticos com um agente bloqueador
B-adrenérgico que visa uma diminui¢do do estresse hemodinamico, assim como cirurgias
profildticas para o reparo da artéria aorta (Figura 3), possibilitaram um substancial
prolongamento da sobrevida de 47 anos em 1972 para 61 anos em 1995 (Murdoch, 1972;

Shores et al, 1994; Silverman et al., 1995; Baumgartner et al., 1999; Gott et al., 1999).

Figura 3. Cirurgia profilatica. Visa o reparo da aorta por meio da substituicdo da regido do
aneurisma por uma protese (www.clevelandclinic.org).
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1.3. Critérios Diagnosticos

A definigdo de critérios diagnosticos para a SMF torna-se complexa devido ao fato da
mesma apresentar uma grande variabilidade clinica mesmo em individuos da mesma familia.
Em 1979 estabeleceram-se quatro critérios para a determinagdo do quadro diagnostico da
SMEF: caracteristica familiar, achados oculares, cardiacos e esqueléticos (Pyeritz et al., 1979).
Inicialmente determinou-se que pelo menos dois destes critérios estivessem presentes no
individuo de forma a confirmar o diagndstico sendo necessario trés ou quatro critérios para a
determinagdo do quadro cldssico da SMF. Entretanto, em muitos casos o diagndstico
continuava suspeito mesmo quando dois ou mais critérios estavam presentes. Em funcdo de
cada uma das caracteristicas clinicas da SMF ocorrerem com freqiiéncias varidveis na
populacdo, fez-se necessario a determinacdo de graus de relevancia para identificar a
patologia como grave ou leve. Sendo assim, classificou-se inicialmente como caracteristicas
graves a luxagdo do cristalino, a dilatagdo da aorta, a cifoescoliose severa ¢ a deformidade
anterior do torax, de modo que miopia, prolapso de valvula mitral, a hipermobilidade
articular e aracnodactilia foram classificadas como caracteristicas leves.

Em 1986 durante o 7° Congresso de Genética Humana em Berlim, Pyeritz e
colaboradores alteraram os critérios diagnosticos para a SMF passando a tomar com base os
sinais clinicos de maior freqiiéncia e especificidade, ou seja, luxagdo do cristalino, dilatagao
da aorta ascendente, dissec¢do da aorta e ectasia dural. Assim, os requisitos para o diagndstico
passaram a ser os seguintes: em casos esporadicos ou onde ndo se tenha um parente de
primeiro grau afetado o paciente deveria apresentar comprometimento do sistema esquelético
e de outros dois sistemas, manifestando em pelo menos um o fendtipo grave. Nos casos
familiares, onde pelo menos um parente de primeiro grau apresenta o fenodtipo positivo,
deveria ocorrer o envolvimento de dois sistemas, sendo manifestagdo grave em pelo menos

um dos sistemas dependendo do fendtipo familiar.
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Posteriormente, De Paepe e colaboradores revisaram em 1996, os critérios de Pyeritz
devido a descobertas moleculares e de sua correlagdo com o fenétipo, hoje conhecidos como
critérios de GHENT. Assim sendo, os requisitos atuais para o diagnostico sdo: na auséncia de
historico familiar ou genético é necessaria a identificagdo da patologia em sua forma grave em
pelo menos dois diferentes 6rgaos/sistemas além do envolvimento de um terceiro. Entretanto,
caso uma mutagao caracteristica da SMF tenha sido detectada ¢ necessaria a identifica¢ao do
fenotipo grave em somente um o6rgao/sistema além do envolvimento de um segundo. Caso o
individuo apresente historico familiar ou genético passa a ser necessaria a identificacdo da
patologia em sua forma grave em um o6rgao/sistema além do envolvimento de um segundo

(De Paepe et al., 1996).

1.4. Biologia Molecular
1.4.1. Gene FBN1

Os estudos moleculares acerca da SMF se iniciaram em 1986, quando o Comité
Internacional de Nosologia estabeleceu as bases clinicas da Sindrome de Marfan, as quais
vieram posteriormente sustentar os dados moleculares (Beighton et al., 1986).

Dadas as manifestagdes clinicas da SMF, pesquisadores sempre assumiram que seu
defeito béasico seria em uma proteina da matriz extracelular. Em particular, em alguma
proteina que compde as fibras elasticas, estrutura mais afetada em exames histoldgicos de
aortas de pacientes com esta sindrome. Varias destas moléculas foram testadas para o seu
envolvimento com a SMF sem nenhum resultado positivo (Laitinen et al., 1968; Krieg and
Muller, 1977; Lamberg, 1978; Appel et al., 1979; Abraham et al., 1982; Royce and Danks,
1982; Nakashima, 1986; Tsipouras et al., 1986; Ogilvie et al., 1987; Dalgleish et al., 1987;

Francomano et al., 1988; Boileau et al., 1990; Kainulainen et al., 1990b).
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A combinacdo de estudos genéticos e bioquimicos levou a descoberta do gene
envolvido na SMF (Lee et al., 1991; Maslen et al., 1991). Este gene, denominado FBN1,
localizado na regido cromossdmica 15q15 — q21.3 (Figura 4), codifica a fibrilina-1, que é o
principal componente estrutural das microfibras que juntamente com a elastina forma as fibras
elasticas (Sakai et al., 1986; Tsipouras et al., 1991). De fato, a localiza¢do da fibrilina-1 nos
diferentes tecidos (peridsteo, aorta, musculo, ligamentos das lentes, entre outros) se

correlaciona bem com as manifestacdes clinicas caracteristicas da SMF.

Figura 4. Localizacdo do gene que codifica para a fibrilina-1. Identificagdo do l6cus 15q15 — q21.3
onde se encontra o gene FBN1 que codifica para a glicoproteina fibrilina-1.
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O gene FBN1 foi completamente caracterizado, estando dividido em 65 exons
distribuidos em aproximadamente 230 kb de DNA gendmico e transcrevendo um mRNA de
10 kb (Pereira et al., 1993). O RNA processado é constituido de 9663 nucleotideos
apresentando um quadro de leitura de 8613 nucleotideos e suas regides nao traduzidas 5" ¢ 3°

sendo compostas de 134 ¢ 916 nucleotideos respectivamente (Pereira et al., 1993).

1.4.2 Fibrilina-1

A fibrilina-1 ¢ o principal componente das microfibras extracelulares com diametro de
10-12 nm. Elas encontram-se amplamente distribuidas em uma grande variedade de tecidos e
orgaos, tanto em tecidos elasticos, associada a moléculas de elastina, quanto nao elasticos
(revisto por Ramirez et al., 1998). A fibrilina-1 ¢ encontrada tanto em aguas vivas como em
humanos, o que demonstra ter sido, ao longo da evolugdo, altamente conservada (Kielty et.al.,
2005).

A fibrilina-1  foi isolada em 1986, a partir de culturas de
fibroblastos, utilizando-se anticorpos monoclonais contra aminio humano digerido por
pepsina (Sakai et al., 1986). Sua composicdo bioquimica consiste de 2871 aminoacidos
apresentando massa molecular de aproximadamente 350 kDa (Pereira et al., 1993). A
fibrilina-1 é composta basicamente de quarenta e sete médulos homologos denominados EGF
(fator de crescimento epidermal (do inglés - epidermal growth factor)) sendo que quarenta e
trés destes modulos sdo associados ao calcio (cbEGF — calcium biding epidermal growth
factor), sete modulos TB (moddulos com oito cisteinas) e trés modulos Fib (mddulos hibridos)
(Figura 5) (Pereira et al., 1993).

Os modulos EGF tém como caracteristica a presenga de seis residuos de cisteina
espacadas que estabelecem ligagdes disulfidicas intramodulares (1-3, 2-4 ¢ 5-6), responsaveis

pela estabilidade da estrutura secunddria dos modulos EGF (Davis, 1990). O gene FBN1
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segue a mesma estrutura modular da glicoproteina, ou seja, cada um dos moédulos homologos
de EGF que compde a estrutura da fibrilina é codificado por apenas um exon, indicando que
este gene evoluiu por duplicagdes multiplas de um exon original (Pereira et al., 1993).

Os moddulos cbEGF que sdo criticos para a integridade estrutural e funcional da
fibrilina-1, estdo diretamente relacionados com a estabilidade entre modulos, o alinhamento
lateral dos monomeros, a formagdo de macroagregados e a protegdo contra protedlises
extracelulares(Ramirez, 1999; Kielty et al., 2005). Cerca de 74% das mutagdes, descritas no
gene FBN1, ocorrem nos modulos cbEGF.

Os modulos TB, de estrutura globular, apresentam seqiiéncias compostas por oito
residuos de cisteinas que se ligam por meio de pontes disulfidicas intramodulares (1-3, 2-6, 4-
7 e 5-8), caracteristica das proteinas LTPB (latent transforming growth factor-£ binding
protein). Na estrutura protéica da fibrilina-1, seis dos modulos TB encontram-se intercalados
entre os modulos cbEGF ao passo que o sétimo modulo encontra-se precedendo uma regido
rica em prolina. O quarto moédulo TB contém uma seqiiéncia RGD (Arg-Gly-Asp) que
confere as fibrilinas sua capacidade de se ligar as células mediadas pelas integrinas (Kielty
et.al., 2005). Diferentemente dos médulos cbEGF, os mdédulos TB exercem interagdes tanto
intermoleculares como intramoleculares (Kielty et al., 2005).

Os trés modulos Fib, aparentemente exclusivos das fibrilinas e LTBPs, presentes na
estrutura da fibrilina-1, possuem caracteristicas tanto dos dominios EGF quanto dos dominios
TB (Pereira et al., 1993). Atualmente acredita-se na hipdtese dos modulos Fib terem surgido a
partir da fusdo de exons codificadores dos modulos EGF e TB, pois sua estrutura da porgado
N-terminal tem as caracteristicas dos modulos TB enquanto sua por¢do C-terminal apresenta
caracteristicas dos modulos cbEGF (Pereira et al., 1993). A maioria dos modulos Fib contém
oito cisteinas. Entretanto, o primeiro moddulo contém nove cisteinas sendo uma destas,

responsavel pela formagdo de pontes disulfidicas intermoleculares (Reinhardt et al., 2000).
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A regido aminoterminal da fibrilina-1, situada 23 residuos apos o sitio de clivagem, se
caracteriza por ser rica em cisteinas. Ao analisar a regido carboxiterminal ¢ possivel
classifica-la como rica em lisinas embora ocorra a presenca de duas cisteinas e um sitio de
endoprotease furina/PACE (Kielty et al., 2005). A fibrilina-1 também se caracteriza por
possuir ao longo de sua extensdo quatorze sitios de glicosilacdo e uma regido rica em prolina

que devido a sua composi¢do e hidrofobicidade facilita as interagdes intermoleculares

(Ramirez, 1999).

T o

—

Regiio Neonatal
f EcF [ wEcr 0 TB ¥ RGD
0 Fib | [Gl}r Regiiorica ¥ Furina/PACE T Nglycos

Figura 5. Estrutura primaria da fibrilina-1. EGF (epidermal growth factor); TB (LTBP - latent

transforming growth factor-p binding protein); cbEGF (calcium binding epidermal growth
factor); Fib (hibridos de EGF e TB), N-glucos (sitio de glicosila¢do); furin/PACE (sitio de
endoprotease); RGD (seqiiéncia Arg-Gly-Asp).
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A maior parte da sintese de fibrilina-1 parece estar associada a processos tardios de
morfogénese (Zhang et al., 1995). Estudos sugerem que as fibrilinas parecem estar
relacionadas ao processo de elastogé€nese, pois as microfibrilas estdo presentes na matriz
extracelular, antes da deposi¢ao de tropoelastinas. Por esse motivo, uma deficiéncia na sintese
ou na estrutura da fibrilina-1 poderia prejudicar a formagdo de fibras elasticas, levando a
processos patoldgicos como o colapso da artéria aorta (Zhang et al, 1995).

As microfibras podem desempenhar diversos papéis em diferentes tecidos. Em tecidos
ndo elasticos, elas podem apresentar a fun¢do de ancoragem, como por exemplo, a ligacao
entre as lentes e o corpo ciliar dos olhos. Em tecidos elésticos, elas conectam as fibras
elasticas ao longo delas mesmas e a outras estruturas e componentes celulares. A relagdo
funcional entre a fibrilinas e o esqueleto pode estar associada as forgas de tensdo que regulam
o crescimento 0sseo. Microfibras ricas em fibrilinas podem controlar negativamente o
crescimento dos o0ssos, pela manutencgao de tensdes periodsteas, e pela forgca de tensionamento
dos ligamentos e tenddes (Zhang et al., 1995). O fendtipo esquelético de uma linhagem de
camundongos com mutagdes no gene da fibrilina-1 sustenta essa hipotese (Pereira et al.,

1999).

1.4.3. Mutacoes

Atualmente ja foram identificadas e descritas mais de 562 mutagdes no gene FBN1
relacionadas a SMF as quais ndo apresentam, em geral, qualquer predilecdo por uma regiao
especifica dentre os 65 exons que compde o gene (revisto por Boileal et al., 2005). Dados
recentes demonstraram que aproximadamente 492 das mutagdes descritas encontram-se na
regido codificante da glicoproteina fibrilina-1. Embora grande parte das mutagdes sejam

unicas, analises feitas a partir do banco de dados (http://www.umb.be) demonstraram que
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aproximadamente 12% das muta¢des encontram-se repetidas ao longo do gene (Boileal et al.,
2005).

Praticamente todas as mutagdes até hoje descritas no gene FBN1 estdo relacionadas a
ilhas CpG podendo assim serem classificadas como mutagdes “hot spot” (Boileal et al.,
2005). Estas mutagdes encontram-se associadas a diversos fenotipos dentre os quais temos a
sindrome do prolapso da valvula mitral (MIM#157700), aneurisma e disseccdo da aorta
ascendente (MIM#132900), ectopia lentis (MIM#129600) e sindrome da valvula mitral, aorta,
estrutura dssea e pele (MASS) (MIM#604308).

As mutagdes no gene FBN1 podem ser divididas em dois grupos. O primeiro grupo ¢
constituido por mutagdes que geram um codon de terminagdo prematuro, resultando desta
forma, no encurtamento da molécula de fibrilina-1. Pessoas com este tipo de mutagdo
apresentam um uma alta variabilidade clinica, e foi proposto que a severidade do fenotipo
estaria diretamente relacionada a quantidade de mRNA transcrito a partir do alelo mutante
(Dietz et al.,, 1993) e conseqiientemente a quantidade de proteinas truncadas que sao
incorporadas as microfibras (Nijbroek et al., 1995; Karttunem et al., 1998).

O segundo grupo compreende mutagdes pontuais que se encontram preferencialmente
situadas nas seqliéncias que codificam os moddulos cbEGF, cerca de 60% das mutagdes,
afetando os residuos de cisteina ou aminoacidos relacionados a ligagdo com calcio. Estas
mutagdes podem criar ou substituir residuos de cisteina afetando desta forma as ligagdes
disulfidicas intramodulares. Estudos recentes demonstraram que a substitui¢do de cisteinas
esta relacionada com a alta incidéncia de ectopia lentis (Schrijver et al, 2002; Loeys et al.,
2004; Adés et al., 2004).

Tendo como base os dados referentes as mutagoes relacionadas a8 SMF, ainda nao foi

possivel estabelecer uma clara relacdo entre gendtipo e fendtipo devido a sua grande
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variabilidade clinica tanto interfamiliar quanto intrafamiliar (Hutchinson e cols, 2003). Ou
seja, a mesma mutacdo pode causar quadros clinicos diferentes.

Entretanto pode ser feita uma excecdo a forma neonatal da SMF, onde pode se fazer
uma relagdo entre o fenotipo neonatal ¢ mutagdes nos exons 24 a 32 (Revencu et al., 2004).
Embora exista esta relagdo entre a fase neonatal e os exons 24 a 32, outros fendtipos

encontram-se associados a esta regido (Tiecke et al., 2001; Collod-Beroud et al., 2003).

1.5. Modelos de Patogénese para a SMF

Dois modelos foram propostos para explicar a patogénese da SMF. O Primeiro
mecanismo proposto foi denominado de modelo dominante — negativo (Bonadio et al., 1990;
Dietz et al., 1993). De acordo com este modelo, para a patogénese de proteinas multiméricas,
as moléculas mutantes interagem com as normais, sendo incorporadas na ultra-estrutura
correspondente, no caso da fibrilina, as microfibras. A presenca destas moléculas mutadas

altera a organizagdo ¢ a integridade da ultra-estrutura, gerando entdo o fenétipo (Figura 6).
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MODELO DOMINANTE - NEGATIVO
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Figura 6. Modelo dominate-negativo. A mutacdo no gene FBN1 gera uma fibrilina alterada
(vermelho) que interage com a fibrilina normal (amarelo) perturbando a estrutura das
microfibras e resultando no fenétipo caracteristico da SMF.

E interessante notar que este modelo prevé que um alelo nulo do gene FBN1 néo seria
deletério, o que ndo exclui a possibilidade de ser necessaria a expressao de ambos os alelos do
gene da fibrilina-1. Por outro lado, existe a possibilidade de que a formagao das microfibras
seja suscetivel a um efeito de dosagem. Desta forma, individuos afetados que apresentem uma
baixa expressao de fibrilina-1 mutada devem apresentar fendtipos menos severos da doenga.
Em contrapartida, pacientes que venham a expressar altos niveis de fibrilina-1 mutada
tenderdo a apresentar fendtipos mais severos.

O segundo modelo ¢ o da haploinsuficiéncia da fibrilina-1 normal (Judge et al., 2004).
De acordo com este modelo, ndo a presenga de uma proteina mutante, mas sim, a diminui¢ao
na expressao da fibrilina-1 normal resultaria em uma redugdo na deposi¢ao da fibrilina-1 na

matriz extracelular alterando a formagao das microfibras (Figura 7).
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MODELO DA HAPLOINSUFICIENCIA
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Figura 7. Modelo da haploinsuficiéncia. Modelo no qual, ndo a presen¢a de uma proteina mutante,
mas sim, a diminui¢do na expressdo da fibrilina-1 normal resultaria no fenotipo
caracteristico da SMF.

Estudos realizados com modelos animais, assim como em pacientes com SMF,
demonstraram que o nivel de expressdo da proteina normal pode estar relacionado com a
gravidade do quadro clinico da doenca (Judge et al., 2004; Huchinson et al., 2003). Foi
descrita uma mutacdo pontual em um individuo com alteragdes esqueléticas, a qual gera uma
alteracdo na regido C-terminal da glicoproteina fibrilina-1, impedindo que os monomeros
mutantes possam se agregar as microfibras. Isso sugere que esse individuo deve apresentar
um fendtipo associado a um modelo de haploinsufiéncia, semelhante ao quadro de um
individuo que apresente um alelo nulo (Milewicz et al., 1995). Uma vez que os niveis de
expressdo da fibrilina-1 normal parecem apresentar o potencial de modular os efeitos
patogénicos das proteinas mutadas, é possivel que uma variagdo no nivel de expressdao dos
alelos normais do gene FBN1 possa explicar parte da heterogeneidade. Esta ¢ encontrada em
pacientes com SMF, principalmente naqueles com mutagdes NONSense, os quais,

normalmente, apresentam baixa expressao de proteinas mutantes (Hutchinson et al., 2003).
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1.6. A Familia Génica das Fibrilinas

Durante a clonagem do cDNA da fibrilina-1 , um segundo cDNA, que codifica uma
glicoproteina semelhante, foi isolado (Lee et al., 1991). O gene correspondente, FBN2, foi
mapeado no cromossomo 5 sendo demonstrada a sua ligacdo com uma condi¢do semelhante a
SMEF: Sindrome de Beals (SB) (OMIM#121050). Individuos afetados por esta rara anomalia
do tecido conjuntivo compartilham algumas das caracteristicas Osseas da SMF, porém
apresentam contraturas ao invés de hiperextensibilidade articular (McKusick, 1956). Além de
ndo apresentarem as manifestagdes oculares e cardiovasculares caracteristicas da SMF, estes
pacientes apresentam orelhas com deformidades caracteristicas. A identificacdo de duas
glicoproteinas homologas ligadas a condi¢des semelhantes levou a classificacdo destas com
uma nova familia de glicoproteinas extracelulares: fibrilina-1, produto do gene FBN1 e
fibrilina-2, produto do gene FBN2 (Lee et al., 1991).

A fibrilina-2 ¢ altamente semelhante a fibrilina-1, sendo também composta das
mesmas unidades repetitivas ricas em cisteinas. E interessante notar que a unica grande
diferenga entre as duas glicoproteinas, ¢ um dominio na regido amino da fibrilina-1 rico em
prolinas, que na fibrilina-2 € rico em glicinas (Zhang et al., 1994)

Estudos relacionados aos padroes de expressdo destes dois genes durante a
embriogé€nese, mostra que, estes sdo expressos de maneiras diferentes, tanto em termos de
distribui¢do nos tecidos quanto nos estagios de desenvolvimento (Zhang et al., 1995). Em
geral, o transcrito da fibrilina-2 aparece mais cedo e se acumula por um periodo mais curto de
tempo do que o transcrito da fibrilina-1.

A sintese de fibrilina-1 esta relacionada com o periodo mais tardio da morfogénese ¢ o
aparecimento de estruturas mais definidas. Por outro lado, a sintese da fibrilina-2 coincide
com as etapas iniciais da morfogénese, em particular com o comeco da elastogénese. Logo, as

microfibras morfologicamente homogéneas, sdo na verdade heterogéneas no que diz respeito
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a composigao das diferentes fibrilinas. Baseado nestes resultados foi proposto que as fibrilinas
tém fungdes distintas, porém relacionadas, na fisiologia das microfibras. Segundo esta teoria,
a fibrilina-1 promove principalmente suporte e forca enquanto a fibrilina-2 tem uma funcao
principal na regulacdo do processo inicial da formacao da fibra elastica (Zhang et al., 1995).

Recentemente, por meio do uso combinado de técnicas de PCR, sequenciamento e
bioinformatica, foi identificado um terceiro tipo de fibrilina, denominado de fibrilina-3. Esta
nova fibrilina é codificada pelo gene FBN3 que ¢ composto de 66 exons e transcreve um
mRNA de 9 kb que se encontra situado na posicdo 19p13.3-p13.2 em uma regido de
aproximadamente 85 kb. A proteina fibrilina-3 ¢ composta de 2851 aminodcidos possuindo
uma peso aproximado de 305 kDa e apresenta um alto grau de homologia com os outros dois
membros da familia das fibrilinas, excegdo feita a regido interna que ¢ rica em residuos de
prolina e glicina (Nagaseet al., 2001; Corson et al., 2004). Andlises recentes demonstraram
que a fibrilina-3 ¢ altamente expressa no cérebro podendo estar relacionada com a sindrome
de Weill-Marchesani (WMS)(OMIM#277600) (Faivre et al., 2003a; Faivre et al., 2003b).

O genoma murino (Corson et al., 2004) mostrou que neste organismo o gene da
fibrilina-3 ¢ parcial ¢ nao funcional. Segundo os autores, ¢ provavel que a fibrilina-3 tenha
sido interrompida e inativada devido a rearranjos cromossomicos e eventos de recombinacgao
durante a evolu¢ao do camundongo.

O cDNA da fibrilina-1, em camundongos, foi isolado e caracterizado estando o gene
localizado na banda F do cromossomo 2 (Li, X, et al., 1993; Yin, W, et al., 1995). Este estudo
demonstrou que a fibrilina-1 humana e de camundongo apresentam 90% de homologia,
uniformemente distribuida por todas as regides estruturais da proteina. Baseado neste alto
grau de conservacgdo entre as duas proteinas pode-se esperar que mutacdes que perturbem a

fun¢do da glicoproteina humana tenham o mesmo efeito na fibrilina-1 de camundongo. Esta
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hipotese constitui a base para os experimentos de mutagénese no gene Fbnl em

camundongos.

1.7. Modelos animais

Os modelos animais, principalmente os camundongos, vém sendo utilizados como
uma importante ferramenta no estudo de diversas doengas genéticas humanas como a fibrose
cistica, Alzheimer, leucemia, diabete, cancer e hipertensao, dentre tantas outras patologias.

Atualmente, dois tipos de modelos murinos vém se destacando no campo da pesquisa
biologica dentre os quais temos os mutantes ¢ os knockouts. Embora ambos sejam
importantes, os alvos na pesquisa sdo distintos. Enquanto os camundongos mutantes sdo mais
eficientes na identificacdo de genes envolvidos com um fendtipo em particular, os animais
knockout permitem determinar mais rapidamente a fungdo dos genes. Atualmente, mais de
3000 linhagens de camundongos knockout encontram-se disponiveis comercialmente
(http://www .jax.org).

A geragdo de animais mutantes ¢ relativamente simples e consiste basicamente na
exposicdo dos animais a agentes mutagénicos como o N-etil-N-nitrosourea (ENU) ou radiagao
ultravioleta (UV). Ja os animais knockout que vem sendo produzidos desde a década de
oitenta derivam de uma tecnologia mais complexa, na qual existem quatro aspectos basicos a
serem considerados: a introducao, integracdo, expressao e transmissao da alteragao génica.

A introdugdo da seqiiéncia génica de interesse pode ser feita por meio de diferentes
tecnologias dentre as quais a microinjecdo, eletroporacdo, lipofec¢do, bombardeamento e
infeccdo por retrovirus. A integracao da seqiiéncia ocorre na regido alvo do genoma por meio
da recombinagdo homologa. Caso esta ndo ocorra, a seqiiéncia introduzida pode ser perdida
com o decorrer das divisdes celulares resultando em um animal selvagem ou em um mosaico,

caso apenas algumas células do animal continuem a reter a seqiiéncia. A expressdo da
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seqliéncia alvo pode ocorrer de forma constitutiva ou tecido-especifica de acordo com o
promotor ao qual ela esteja submetida. A selegdo das células que contem a seqiiéncia de
interesse ¢ feita por meio de genes marcadores como o Ne0 que confere resisténcia a
neomicina. A transmissdo do gene de interesse para as ninhadas subseqiientes, via linhagem
germinativa, permite a geracao de linhagens de modelo animais. Estas linhagens sdo cruzadas
até serem estabelecidas como isogénicas (Maclean, 1994).

Os trabalhos que visam a geragdo de modelos animais murinos, sejam knockouts ou

mutantes, tomam como base a ciéncia denominada de biologia do desenvolvimento.

1.7.1. Desenvolvimento do Camundongo

O desenvolvimento do camundongo inicia-se apds a fertilizagdo na qual o
espermatozdide penetra na zona pelicida e posteriormente na membrana externa do odcito,
induzindo a ativag¢do da segunda meiose e conseqiiente expulsdo do corpusculo polar. Apos a
fertilizagdo, os pronucleos masculino e feminino, ambos hapldides, presentes no zigoto
replicam seus cromossomos os quais irdo se combinar durante a primeira divisdo mitotica.
Posteriormente ocorrem sucessivas divisdes mitdticas até ser atingida a fase de morula trés
dias apos a fertilizagdo. No quarto dia de desenvolvimento, aumentam-se 0s espagos
intercelulares, criando-se uma cavidade central, denominada blastocele. Neste estagio, o
embrido ainda envolto pela zona pelicida, passa a chamar-se blastocisto (Alberts et al., 1994).

O blastocisto é composto por duas linhagens celulares distintas: o trofoectoderma
(trofoblasto) e massa celular interna (epiblasto) de onde derivam as células tronco
embrionarias. O trofoectoderma corresponde as células externas do blastocisto, que envolvem
a blastocele e a massa celular interna. A massa celular interna que se mantém agrupadas em

um dos poélos do blastocisto (FiguraS).
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Figura 8. Desenvolvimento embrionario. Estagios do desenvolvimento de camundongos iniciando-
se na fase de zigoto até a formagao do blastocisto (Alberts et al., 1994).

As células do epiblasto irdo formar o embrido propriamente dito e os tecidos
embrionarios (dmnio, saco vitelinico visceral, cérion e placenta). J& as células do trofoblasto
dardo origem exclusivamente aos tecidos extra-embriondrios: corions, placenta e saco

vitelinico parietal (Figura 9) (Hogan et al., 1994).

 Placenta

* Trofoblasto « Saco Vitelino Visceral

¢ Mesoderma

*« Endoderma

¢« Endoderma « Mesoderma

» Amnio
» Saco Vitelino Parietal
« Ectoderma

* Endoderma « Mesoderma
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Figura 9. Células do trofoblasto. Membranas extra embrionarias ¢ a placenta do embrido de 13.5
dias. (Hogan et al., 1994)
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Por volta do quinto dia apos a fertilizagdo, a zona pelucida ¢ rompida, dando inicio ao
processo de implantagdo do embrido na parede do tUtero. Nesse momento, inicia-se um
processo que envolve uma série de mudancas estruturais o qual é denominado de gastrulagdo.
Primeiramente, corre o desaparecimento da cavidade blastocistica e o surgimento de uma
nova cavidade interna do embrido, o arquéntero. As células embriondrias passam formam trés
camadas distintas denominadas de ectoderma, mesoderma e endoderma. Estas camadas,
denominadas de folhetos embrionarios, darfo inicio, durante os proximos 13-14 dias
correspondentes ao final da gestagdo, a formacao dos tecidos e 6rgdos que constituem o corpo
do embrido. O ectoderma que recobre o embrido externamente dard origem a epiderme, ao
sistema nervoso e aos orgaos dos sentidos. A partir do endoderma, camada celular que reveste
o arquéntero, se formara o tubo digestivo, o figado, o pancreas ¢ os pulmdes. O mesoderma,
camada que fica entre o ectoderma e o endoderma, dard origem a derme, aos 0ssos, as
cartilagens, aos musculos esquelético e liso, ao sistema excretor, ao sistema circulatério e ao

sistema reprodutor (Hogan et al., 1994).

1.7.2. Geracao dos animais modificados geneticamente

Os primeiros experimentos de transformagdo em camundongos foram realizados por
Roudolf Jaenisch e Beatrice Muniz, injetando DNA viral do SV40 (Simian Virus 40)
purificado na cavidade blastocistica do blastocisto de camundongo obtendo animais contendo
seqiiéncia do DNA viral (Jaenisch e Muniz, 1974). Mais tarde, o pesquisador Roudolf
Jaenisch em 1976, descobriu que camundongos adultos infectados nas fases iniciais de
implantacio com o M-MuLV(Moloney Murine Leukaemia Virus), podiam transmitir
integralmente a seqii€éncia viral através de sua linhagem germinativa (Jaenisch, 1976).

No final da década de 70, Karl Illmensee e Stevens obtiveram animais quiméricos

apos cultivarem células de teratocarcinoma (Illmensee e Stevens, 1979). Eles injetaram uma
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destas células em um embrido de camundongo no estidgio de blastocisto, depositando-a na
cavidade uterina de uma fémea receptora onde se desenvolveu. Uma outra célula de
teratocarcinoma foi implantada subcutaneamente em outro camundongo, aonde veio ocorrer o
desenvolvimento de um tumor. Tal fato representava um meio pelo qual se podia introduzir
gerar animais quiméricos que poderiam ter o gene exogeno em sua linhagem germinativa e
consequentemente propaga-la (Illmensee et al., 1978). Entretanto, o fato das células de
teratocarcinoma apresentarem uma baixa taxa de contribuigdo para a linhagem germinativa e
de serem geralmente aneupldides, apresentando diferentes rearranjos cromossomicos como a
perda do cromossomo Y, translocagdes Robertsonianas, trissomias dentre outros, fazia com
que elas ndo fossem apropriadas para experimento visando a obten¢ao de animais quiméricos.

No ano de 1980 foi introduzida pela primeira vez uma seqiiéncia de DNA no
prontcleo masculino de um zigoto por meio da técnica de microinjecdo (Gordon et al., 1980).
O zigoto foi capaz de gerar um animal adulto que apresentou a capacidade de transmitir o
“novo material genético” aos seus descendentes via linhagem germinativa. Uma limitagao
desta técnica foi o fato do DNA exdgeno ser integrado ao acaso em um ou mais sitios, ou seja,
o fragmento ndo ¢ introduzido em uma regido especifica, mas sim aleatoriamente (Gordon et
al. 1980). Desta forma, a seqiiéncia exdgena podera nao estar sob o controle de todos os
elementos em cis que controlam a expressao do gene enddgeno. Assim, a expressao temporal
e espacial do transgene podera ndo seguir o padrdo de expressdo do gene endogeno. Além
disto, a introdu¢do de um terceiro alelo cria uma situagdo artificial no que diz respeito a
propor¢ao entre os transcritos normais € mutantes. Esta propor¢ao pode ser critica em doencas
suscetiveis a efeitos de dosagem génica.

Mais recentemente, a combinagdo do cultivo de linhagens de células tronco

embrionarias (células ES), derivadas da massa celular interna de blastocistos de camundongo
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(Evans e Kaufman, 1981; Martin, 1981), e da recombina¢ao homoéloga resultou na criacao de
um método alternativo para modificar o genoma do camundongo.

A obten¢do das células ES é uma das descobertas mais importantes ocorridas no
decorrer do século passado, tanto no campo da Biologia do desenvolvimento como no da
Biotecnologia Animal moderna, pois estas véem mostrando ser de grande valor tanto para a
pesquisa basica como para a aplicada (Solter and Gearhart, 1999; Vogel, 1999a; Vogel,
1999b; Alper, 1999). Estas células, derivadas do botao embrionario de blastocistos, tém como
caracteristica fundamental sua extraordinaria capacidade de serem mantidas em cultura por
tempo indeterminado sem que ocorra a perda de sua pluripoténcia. Para tal, elas sdo
cultivadas sobre uma camada de fibroblastos, que tem sua atividade mitética inibida pela a¢ao
da mitomicina-C ou radiacdo UV. A camada de fibroblastos propicia tanto os fatores
nutricionais como os que possibilitam a inibi¢ao da diferenciagdo das células ES.

Além dos fatores liberados pelos fibroblastos, existem outras substancias que inibem a
diferenciacdo celular das células ES tais como DIA (differentiating inhibitory activity), o LIF
(leukaemia inhibitory factor) e o HILDA (human interleukin for DA cells).

As células ES quando implantadas em blastocistos de camundongo retornam ao seu
desenvolvimento normal contribuindo para a formacdo de todos os tecidos do organismo,
incluindo a linhagem germinativa, quando combinadas com embrides pré-implantados para a
formagdo de quimeras. E conhecido que as células ES sdo capazes de se diferenciarem
espontanecamente e gerar varias linhagens in vitro sobre condi¢des especificas podendo, desta
forma, estimar o seu potencial de desenvolvimento em cultura por meio dos corpos
embrioides.

Devido a estas caracteristicas, quando injetadas em blastocistos de camundongos, as
células ES sdo capazes de popular todos os tecidos do feto de forma a gerar quimeras e

posteriormente uma linhagem especifica do modelo murino de interesse (Bradley et al., 1984).
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Tendo como base o extraordinario potencial das células ES, surgiu a possibilidade de
introduzir ou deletar um gene de interesse por meio de recombinagdo homologa (Figura 10).
Para tal, ¢ introduzido nas células ES um vetor de recombinagdo homoéloga contendo a
seqiiéncia alvo a qual serd inserida no genoma da célula ES de forma a produzir a mutagao de

interesse.
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Figura 10. Recombinacdo homdloga. Exons estdo representados por retdngulos, introns por linhas
azuis. O vetor de recombinagdo homologa possui duas regides de homologia ao gene
alvo (homol. 5' e 3"). O pareamento dessas regides com as regides homodlogas do locus
endodgeno permite que duas recombinacdes reciprocas levem a substitui¢do de um exon
(cinza) pelo cassete neo. A detecg¢do do evento de recombinagdo homologa ¢ feita por
Southern blot de DNA gendmico das colonias de células ES. Uma sonda externa a
regido de homologia (barra verde) ¢ utilizada em DNA digerido com a enzima de
restrigdo EcoRI (E). A substitui¢do do exon por neo introduz um sitio de EcoRI no locus,
gerando uma banda menor referente ao alelo mutado.
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Em 1987, foi demonstrado pela primeira vez que as alteracdes resultantes da
introdugdo da seqiiéncia exdgena pode ser direcionada para um sitio especifico por meio de
um vetor de substituicdo de seqliéncias homdlogas ao gene alvo (Thomas et al., 1987). A
primeira transmissdo via linhagem germinativa de uma mutacdo em células ES obtida via
recombinagdo homologa foi descrita em 1989 (Thompson et al., 1989; Capecchi, 1989a;
Capecchi, 1989D).

A tecnologia para a geragdo de modelos murinos via células ES pode significar um
aumento na eficiéncia na geracdo destes animais. Tal fato se deve a incrivel capacidade das
células ES se proliferarem in vitro fornecendo um enorme suprimento de células capazes de
sofre recombinacdo homologa. A possibilidade de se selecionar, apenas os clones de células
ES que obtiveram a correta integracdo e eventual expressdo do gene exogeno, demonstra o
poder desta tecnologia (Wheeler et al., 1995).

A introdug¢do do vetor de recombinacdo homoéloga contendo o gene de selegdo,
normalmente o cassete neo, em células ES ¢ feito normalmente via eletroporagdo. Apos
selecdo do clone positivo e sua identificagdo via técnicas de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e Southern blot, eles sdo introduzidos em blastocisto de uma fémea receptora de
pelagem distinta as das fémeas que forneceram as células ES contendo o gene exodgeno. As
quimeras geradas sao identificadas primeiramente pela cor dos olhos dos recém nascidos e
posteriormente pela sua pelagem. A quimera ¢ testada quanto a sua capacidade de ter
populado a linhagem germinativa com as células ES transformada de forma a estabelecer a

linhagem contendo o gene ex6geno (Figura 11).
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Figura 11. Geracdo de uma linhagem de camundongos contendo a alteracdo de interesse. O
transfectado nas células ES por meio de eletroporagdo com posterior selecdo e
identificacdo das colonias positivas para a alteragdo desejada. As células ES podem ser
entdo investigadas, in vitro, por meio dos corpos embridides, ou in vivo, ao serem
introduzidas no blastocisto por meio de injecdo ou agregacdo com os blastomeros da
morula visando a geracdo de animais quiméricos. Estes serdo cruzados de forma a

estabelecerem uma linhagem de camundongos contendo a alteragdo desejada (retirado de
Prelle et al., 2002).
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Outro tipo de vetor desenvolvido mais recentemente utiliza-se do sistema de
recombinagdo em bactérias Cre-loxP (Sauer ¢ Henderson, 1988; Chambers, 1994). Neste
microorganismo, duas seqiiéncias especificas de 34 pb, denominadas loxP (5- ATA ACT
TCG TAT AGC ATA CAT TAT ACG AAG TTA T - 3"), sdo reconhecidas pela proteina Cre
de 38 kDa, do bacteriofago P1. A seqiiéncia loxP se caracteriza pela presenca de 13 bases
invertidas em suas extremidades separadas por uma regido de oito pares de bases. A proteina
Cre se liga a esta seqiiéncia interna promovendo a sua clivagem permitindo a remog¢ao da
seqiiéncia de DNA inserida entre as sequéncias loxP, ou seja, sua delecdo (Hoess et al., 1985)
(Figura 12).

O sistema Cre-loxP pode ser usado junto com a recombinacdo homologa para a
criacdo de mutagdes no genoma do camundongo sem que para tal ocorra s inclusdo
permanente de um gene de resisténcia ao fator de sele¢do, como por exemplo, o gene neo
(Chambers, 1994). Neste caso o vetor de recombinagdo contém uma fusdo do gene neo
flanqueado diretamente por duas seqliéncias loxP e esta, por sua vez, flanqueada por
seqiiéncias homodlogas ao gene alvo. Apos a recombinacdo homologa, a proteina Cre pode ser
transientemente expressa nas células embriondrias recombinantes, causando um segundo
evento de recombinacdo. Este causard a delegdo do gene neo, tornando as células suscetiveis a
droga G418.

A grande vantagem deste sistema é que com ele, o gene neo nao fica inserido no gene
alvo. A presencga do gene neo em introns do gene alvo, pode atrapalhar o seu correto processo
de splicing, diminuir o nivel de expressao do alelo mutado ou de genes na sua
proximidade. Este tipo de efeito ja foi descrito no gene Fbnl (Pereira et al., 1997; Pereira
et al., 1999), sendo que atualmente existem diversos modelos animais resultantes desta
nova tecnologia  (http://www.mshri.on.ca/nagy/cre.htm;  http://www.emma.rm.cnr.it;

http://www.jax.org).
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Figura 12. Sistema de recombinacdo Cre-loxP. Seqiiéncias loxP estdo representadas por tridngulos
verdes. O primeiro evento de recombinagdo homologa introduz os sitios loxP nas
extremidades do exon a ser deletado. Em um segundo evento, a expressdo da proteina Cre
ird mediar a recombinacdo entre os dois sitios loxP, deletando a seqiiéncia entre eles. A
expressdo de Cre pode ser controlada de forma que induza a recombinagdo somente em
tecidos ou estagios de desenvolvimento especificos do camundongo.

Esta abordagem vem permitindo uma ampla interligacdo entre a manipulacdo do
genoma de mamiferos in vitro e a analise da expressdo de genes realizada in vivo. A
propriedade singular das células ES permite manté-las como uma populagio celular estavel in
vitro e gerar modelos animais, para o estudo da fung¢dao dos genes in Vvivo e sua regulagdo
génica durante o processo do desenvolvimento de mamiferos (Gossler et al., 1986; Kelly et

al., 1995; Tajbakhsh et al., 1996).
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1.8. Modelos animais para a SMF

Trés modelos murinos para a SMF, denominados Tsk, mgA e mgR vém contribuindo
significativamente para a nossa compreensao da patogénese (Green et al, 1975; Pereira et al.,
1997, Pereira et al., 1999). O modelo mgA se caracteriza pela substitui¢do dos exons 19 a 24
do gene da fibrilina-1 pelo cassete de expressao neo. O modelo quando em heterozigose, se
apresenta assintomatico ¢ morfologicamente normal ao passo que, quando em homozigose, o
animal morre no primeiro més apdés o seu nascimento em fung¢do de complicagdes
cardiovasculares em decorréncia da auséncia da expressdo de fibrilina-1 normal. O modelo
animal mgA demonstrou que a falta da glicoproteina fibrilina-1 normal é compativel com o
desenvolvimento embriondrio, porém, ndo com a vida pos-nascimento (Pereira et al., 1997)
(Figura 13).

O modelo mgR tem como caracteristica a inser¢do do cassete Neo entre os exon 18 a
19. Semelhante ao modelo mgA, quando em heterozigose o animal se apresenta assintomatico
e morfologicamente normal. Porém, quando em homozigose, o animal desenvolve
deformidades dsseas, vindo a morrer eventualmente na fase adulta, de quatro a oito meses,
devido a deficiéncias respiratorias e complicagdes cardiovasculares (Pereira et al., 1999)

(Figura 13).
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Figura 13. Mutagdes no gene Fbnl geradas por recombinacdo homologa em células ES. A
proteina fibrilina estd esquematizada. Exons 17 a 28 do gene selvagem (Fbn1") estio
representados. Regides em cinza correspondem aquelas modificadas nos alelos mutantes.
O alelo mgA consiste na substituicdo dos exons 18 a 24 pelo cassete de expressdo neo, 0
que leva a produgdo em baixa quantidade de monoémeros de fibrilina com uma delegio
interna (Pereira et al., 1997). O alelo mgR ¢ uma inser¢@o desse cassete no intron 18 do
gene Fbnl, resultando na baixa expressdo de fibrilina normal (Pereira et al., 1999).

O modelo Tsk, diferente do modelo mgA, caracteriza-se pela duplica¢do da regido dos

exons 19 a 24. Tal alteracdo resulta na producdo de uma da fibrilina-1 mutada contendo 984

aminoacidos a mais, gerando uma glicoproteina de 418 kD. O animal Tsk quando em

heterozigose apresenta um aumento na produ¢do de tecido Osseo, enfisema pulmonar e um
aumento do tecido conjuntivo. Diferente dos modelos anteriores, este animal ndo apresenta
complicacdes cardiovasculares caracteristicas da SMF. Quando em homozigose o modelo

Tsk, morre ainda na fase embrionaria, mais especificamente no estagio de pré-implantagio

(Gayraud et al., 2000).

Apesar do primeiro modelo murino ter sido obtido em 1997, o primeiro modelo animal

para a SMF foi identificado em 1990 por Besse e colaboradores (Besser et al., 1990). Trata-se
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de um modelo bovino que apresenta todas as manifestagdes caracteristicas da SMF em
humanos como curvatura na regido espinhal, pernas compridas e finas, dilatacdo da aorta e
defeitos na valvula mitral além de miopia e ectopia lentis (Figura 13). O animal veio a morrer
jovem devido a ruptura da aorta e da artéria pulmonar. Analises de cultura de fibroblastos e
células do musculo da aorta demonstraram uma menor presenga de fibrilina na matriz
extracelular em comparagdo com os animais normais. O gene Fbnl bovino foi mapeado no
cromossomo 10 sendo a primeira mutagdo situada na regido cbEGF descrita recentemente o

que valida estes animais como modelos para o estudo da SMF (Singleton et al., 2005).

Figura 14. Modelo bovino para a SMF. Apresenta alteragdes a.0sseas, b.oculares e
c.cardiovasculares caracteristicas da SMF (Besser et al., 1990).
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Il. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa estabelecer um camundongo transgénico como um modelo animal
para o estudo da SMF. As patologias associadas com esta sindrome nos permitirdo examinar
o papel das microfibras e das fibras elasticas no desenvolvimento e manutencdo da

integridade de pelo menos trés sistemas: cardiovascular, 0sseo e ocular nos animais mutantes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Gerar camundongos knockout contendo um alelo dominante-negativo do gene Fbnl
por recombinacdo homologa em células ES.

2. Estabelecer as linhagens co-isogénicas C57BL/6 mgA'™*" e 129/Sv mgA'**™e°

3. Retirar a seqiiéncia neo in vitro por meio da expressao transiente de Cre nas células
recombinantes.

4. Testar a expressao dos alelos mutados antes e depois da recombinagdo mediada por

Cre [neo(+) e neo(-)] in vitro.
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I1l. MATERIAL E METODOS

3.1. Vetor mgA®ne°
O vetor mgA foi utilizado na geragdo dos modelos murinos para a SMF denominados

mgA e mgR (Pereira et al., 1997; Pereira et al., 1999), e utilizado pela Profa. Lygia V. Pereira

loxPree — Este contém duas seqiiéncias loxP, em ambas as

para a constru¢do do vetor mgA
extremidades do cassete neo para, por meio da acao da proteina Cre, ser possivel retirar esse

cassete presente entre os exons 18 e 25 no alelo Fbnl recombinante (Figura 15).

E HSBKNE
H E
I D
15 16 17 18 ) 2526 27 28
1.6kb 0.7kb 4.3kb 15kb  0.5kb  1.5kb 2.8kb

Figura 15:Vetor de recombinacdo mgA'™®™. Exons representados por retingulos em amarelo. Sitios
de restricao: E (EcoRI); H (HindIll); K (Kpnl); N (Notl); S (Sall); B (BamHI). As Setas
indicam a dire¢do de transcrigdo do gene neo. Tridngulo em preto, indica as extremidades
loxP que flanqueiam o cassete neo.
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3.2. Cultivo de células ES - recombinacdo homdloga

Foi utilizada, neste experimento, a linhagem de células ES de camundongo USPI,
originarias do epiblasto de blastocisto de camundongo da sublinhagem 129/Sv com pelagem
agouti (Sukoyan et al., 2002). Esta linhagem, estabelecida em nosso laboratério, possui um
caridtipo de 38 cromossomos autossOmicos € o0s cromossomos sexuais X e Y. A
pluripotencialidade da linhagem USP1 foi testada, in vitro, por meio da técnica de atividade
da fosfatase alcalina (Talbot et al., 1993) e formacdo de corpos embridides. A capacidade de
diferencia¢do das células USP1 foi avaliada in vivo através da gera¢do de quimeras que
possuiam em sua linhagem germinativa as células derivadas da linhagem USP1 (Sukoyan et

al., 2002).

3.2.1. Obtencao de fibroblastos embrionarios de camundongo

Fibroblastos primarios de embrides de camundongo, necessarios para formagdo de
camada nutritiva para células ES, foram obtidos de embrides de 12-13 dias pds-coito de
acordo com o protocolo descrito por Hogan (Hogan et al., 1994). Os fibroblastos
embriondrios provieram de camundongos transgénicos para o gene Neo que desta forma
podem ser utilizados tanto em cultivo com meio comum quanto com o meio seletivo com
G418. Estes fibroblastos foram inativados por meio da acdo de raios y(5000Rad), durante o
periodo de 45 min, estando desta forma, prontos para serem utilizado como camada nutritiva
no cultivo de células ES. As células, em meio MEF, foram armazenas em ampolas de
criopreservagdo nas concentragdes celulares desejadas e congeladas a -70°C e transferidas

para o nitrogénio liquido apds 24 horas.
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3.2.2. Cultivo de Células ES

As células ES foram cultivadas de acordo com o protocolo de Hogan (Hogan et al.,
1994). As células cresceram sobre uma camada de fibroblastos embriondrios inativados
(Figura 16), em meio ES sendo cultivadas em estufa a 37°C com 5% de CO, em alta umidade.
Nao deixamos as células ES superarem mais de 80% de confluéncia, executando repiques a
cada 2-3 dias por meio da acdo de Tripsina 0,25% com EDTA-4Na a 0,02% utilizada para

dissociacdo das células.

Figura 16. Células embrionarias tronco. As células ES crescendo sobre uma camada de fibroblastos
embrionarios inativados por meio de irradiacdo y. (200X)
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3.2.3. Eletroporagéo

O vetor de recombinacdo homologa mgA'>P™ foi purificado por meio da utilizagdo o
kit de midi-prep segundo protocolo do fabricante (QIAfilter™ Midi Cartridges — Qiagen) ¢ 20
pg foram linearizadas com 45 U de Xhol, dando origem a um fragmento de 17 kb. O DNA
digerido foi precipitado com 0.3 M de NaCl e dois volumes de etanol 96%, lavado em etanol
70%. centrifugado a 15300 x g 25°C por 5 minutos e ressuspendido em 20 pl de dgua estéril
em uma concentragado final de 1ug/ul.

As células USP1, cultivadas em uma garrafa de 25 cmz, foram lavadas 2 vezes com
PBS pH 7.2 e retiradas de pela agdo da tripsina 0,25% com EDTA-4Na a 0,02%, quando
atingiram uma confluéncia de 80%. A garrafa foi mantida por 10 minutos a 37°C com 5% de
CO; em alta umidade e a tripsina inativada adicionando 3 ml de meio, contendo soro fetal
bovino, previamente reservado. As células foram ressuspensas vigorosamente com pipeta e
transferidas para um tubo Falcon de 15ml que foi centrifugado a 200 x g por 5 min a 21°C.
Uma aliquota do homogeneizado foi aplicada na camara de Newbauer de forma a determinar
o nimero de células USP1 presentes no cultivo. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
de células USPI foi ressuspenso em um volume de PBS de forma a se obter uma
concentragdo de 10-20 milhdes de células/ml. 0.8 ml da solugdo foi transferida para uma
cubeta de eletroporagdo (gene Pulser Cuvette, 0.4 cm eletrodo — Bio-Rad) a qual foi
adicionada 20 pg da constru¢do de DNA linearizada. A amostra foi homogeneizada e mantida
por 5 min a 25°C. As células USP1, em presenca do vetor mgA'™" linearizado, foram
submetidas a um pulso de 230 volts/500 uF (Gene Pulser II — Bio-Rad) e transferidas para o
gelo onde foram mantidas por 10 min. A amostra foi, em seguida, diluida em 10 ml de meio
ES ¢ distribuida entre 10 placas de 100 mm?, cobertas com uma camada de fibroblastos
embriondrios inativos neo resistentes ¢ contendo 9 ml de meio ES, de forma a cada placa

conter de 1.5 a 2 milhdes de células USP1. Vinte e quatro horas apos eletroporagdo as células
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foram postas em meio seletivo contendo 350ug/ml de G418. O meio seletivo foi trocado

diariamente por 7 a 9 dias.

3.2.4. Coleta de colbnias

Aproximadamente 8 dias apds o inicio da selecdo, colonias de células ES
sobreviventes foram isoladas e expandidas em placas de 96 pocos. Os pogos foram
previamente cobertos com uma camada de fibroblastos embriondrios irradiados neo-
resistentes em presenga de 110 ul meio ES contendo 350ug/ml de G418. Preparou-se uma
nova placa de 96 pogos contendo 30 pl de tripsina 0,25% e 0,02% EDTA-4Na. As 10 placas
de 100 mm* contendo os clones de células USP1 neo-resistentes foram lavadas 2 vezes com
PBS sendo posteriormente adicionado 6 ml de DMEM puro. As colonias foram retiradas
mecanicamente com micropipeta em um volume de aproximadamente 7 pl e transferidas para
a placa de 96 pogos contendo 30 pl de tripsina 0,25% e 0,02% EDTA-4Na. As colonias foram
incubadas por 10 min a 37°C com 5% de CO, em alta umidade sendo em seguida adicionado
60 ul meio ES a cada um dos 96 pogos o qual foi aspirando e soltando 40 vezes de forma a
homogeneizar cada uma das col6nias. As amostras, apds serem cultivadas até a sub-
confluéncia, foram divididas em duas placas de 96 pogos previamente preparadas com uma
camada de fibroblasto, como descrito anteriormente, resultando em um volume de 140 ul em
cada pogo. Uma das placas foi congelada em meio ES acrescido de 15% de SFB e 10% de
DMSO a -70°C e outra utilizada na obtengdo de DNA para anélise de recombinagio

homologa por Southern-blot.
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3.2.5. Extracdo do DNA dos clones e identificacéo dos clones positivos (Southern blot)

O meio presente nos 96 pogos foi descartado e a placa lavada 2 vezes com PBS com
posterior adi¢do de 50 ul de tampdo de lise. A placa foi mantida 14 — 16 horas a 60°C em
forno umido e em seguida centrifugadas 200 x g por 1 min a 22°C. Adicionou-se 100 pl de
etanol 100% mantendo a placa a 25°C por 30 min. Apds este periodo, o etanol 100% foi
descartado, a placa lavada por 2 vezes com etanol 70% e seca a 37°C.

O DNA foi ressuspenso em 35 pl de solucao de digestdo contendo 20 U de HindIII e
1x tampdo da enzima (Amersham) As amostras foram separadas em gel de agarose 0.8%
(técnica descrita no topico 3.5.3.1.). O gel de agarose foi tratado com 0.1 HCI por 10 min, 1.5
M NaCl e 0.5 M NaOH por 1 hora e 1.5 M NaCl e 0.5 M Tris-HCI pH 7.0. O DNA foi
transferido do gel para uma membrana de nylon (Hybond-N" - Amersham) por capilaridade
em 10 x SSC durante 14 a 16 horas (Sambrook, 1989). O DNA foi fixado a membrana por
raios ultra violeta de acordo com as instrugdes do fabricante (UV Stratalinker 1800 —
Stratagene). Em seguida a membrana foi lavada em uma solugdo contendo 2 x SSC e 0.1%
SDS e colocada em uma solucdo de pré-hibridizacdo (50% formamida; 5X SSC; 1 x
Denhardt’s; 0.05 M NagHPO4; 1% sds; 5% Dextran; 100 pg/ml SS-DNA) a 42°C por no
minimo 1 hora.

Aproximadamente 25 ng de DNA (sonda) em 20 pl de H,O foi fervido por 5 min e
transferido imediatamente para o gelo. A solugdo foi acrescentado os componentes do Kit de
marcagdo Random Primers DNA Labelling System (Gibco BRL)(2 ul de dATP, 2 ul dGTP, 2
ul dTTP, 15 ul de tampdo de iniciador randdémico, 5 pl de (y-*P)dCTP marcado
radioativamente e 1 pl de fragmento Klenow para um volume final de 50 pl de reagdo). A
amostra foi mantida a 25°C por 3 horas adicionando-se em seguida50 ul de TEN sendo o
volume final passado em uma coluna de malha de vidro e sefadex-G50, por meio de
centrifuga¢do a 1200 x g a 25°C por 2 min.
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A sonda marcada foi fervida em banho seco por 5 min e adicionada a solugao de pré-
hibridizagdo que se encontrava em contato com a membrana. A hibridizagio foi feita a 42°C
durante 14 a 16 horas. Apos este periodo a membrana foi lavada em uma solugdo 2 x SSC e
0.1% SDS por 15 min a 65°C, 1 x SSC € 0.1% SDS por 15 min a 65°C, 0.5 x SSC ¢ 0.1%
SDS por 15 min a 65°C € 0.1 x SSC € 0.1% SDS por 15 min a 65°C. Ap0ds a ultima lavagem, a
membrana foi exposta a um filme de raio-X e mantida a -70°C durante 72 horas. Em seguida
o filme foi revelado em uma camara escura utilizando-se revelador 25% (Kodak;

MXG/PLUS) por 3 min e fixador 25% (Kodak; MXG/PLUS) por 5 min.

3.3. Producdo de camundongos knockout
3.3.1. Preparo das células ES

O método de obtencdo de quimeras se baseia na agregacgdo de células ES
geneticamente modificadas contendo a construgdo génica de interesse, com os blastdmeros
que constituem o embrido nos estagios iniciais do desenvolvimento (a partir do embrido de
oito células até o estdgio de morula compacta) (Nagy, A. et al., 1993; Khillan and Bao, 1997;
Goto, Y and Takagi, N. 1998; Orimo et al., 1999). As células USP1/19 foram cultivadas em
uma garrafa de 25 cm” contendo uma camada de fibroblastos embrionarios inativados neo-
resistentes e meio ES. Ao atingie uma confluéncia de 80%, a cultura foi lavada duas vezes
com PBS pH 7.2 sendo posteriormente exposta a acao da Tripsina de 0,25% com EDTA-4Na
de 0,02% por dez minutos de forma a dissociar as células. Apds este intervalo de tempo, foi
acrescido 3 ml de meio de cultivo a garrafa, de forma a inativar a tripsina por meio da agdo do
sistema complemento. A amostra foi homogeneizada e centrifugada por cinco minutos a 201
x g 21°C. O sobrenadante foi descartado sendo adicionado 2 a 3 ml de meio M16 ao

precipitado que foi ressupenso e incubado por 15 min a 37°C e 5% de CO; em alta umidade.
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Desta forma, as células ES estdao prontas para serem agregadas aos blastdomeros derivados de

morulas (Sukoyan MA. et al., 2002).

3.3.2. Preparo de fémeas

As fémeas da linhagem CD-1, utilizadas nos experimentos de agregagdo, foram
mantidas em biotério sob condi¢des de luz e temperatura controladas. As fémeas foram super
ovuladas por meio de tratamento hormonal. Para tal, aplicou-se 5 Ul do horménio ECG
seguido de 5 UI do hormonio HCG ap6s 44 horas. As fémeas doadoras foram cruzadas com
machos normais, enquanto que as receptoras foram cruzadas com machos vazectomisados. O
tratamento hormonal nas fémeas receptoras ter sido feito com um dia de atraso em relagao as

fémeas doadoras (Hogan et al., 1994; Sukoyan MA. et al., 2002).
3.3.3. Agregacao

Embrides no estagio de moérula foram obtidos por meio de lavagem do oviduto, via
infundibulo, com o meio M2 dois dias € meio ap6s o cruzamento. As morulas foram tratadas
com acido Tirode (9.6 g/L, Sigma, St. Louis MO, USA) por 1 min a 1 min e 30 seg ou at¢ a
remocao completa da zona pelucida. Apds a retirada da zona pelucida, os embrides foram
transferidos para meio M16 de forma a inativar a acao do acido tirode, e deste para placas de
96 pocos com fundo V em presenga de meio M16. Aproximadamente 20 a 30 células
USP1/19 foram depositadas em cada um dos 96 pocos em presenca de blastdmeros derivados
das morulas. As placas foram mantidas a 37°C e 5% de CO, em presenga de alta umidade

durante 24 horas.

Durante a agregacao, as células ES aderem-se a superficie do embrido recipiente
ocorrendo gradualmente a sua introdug@o no interior do agregado (morula) de forma a gerar

blastocistos quiméricos.
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ApOs este periodo, as morulas que se desenvolveram até o estagio de blastocisto,
foram transferidas para as fémeas CD-1 pseudogravidas (5 a 6 blastocistos por trompa

uterina) de forma a gerarem fetos quiméricos (Hogan et al., 1994).

A contribui¢do das células USP1/19 na geracao de animais quiméricos foi avaliada
pela cor dos olhos (os animais aguti apresentam olhos escuros enquanto os animais CD-1
apresentam olhos claros) e da pelagem devido as quimeras apresentam manchas escuras

derivadas das células USP1/19 agouti (Figura 17).
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Figura 17. Geracdo de quimeras via agregacdo. A. Camundongo 129/Sv, pelagem aguti, que
fornece as células ES; B. Camundongo CD-1 tratado com horménios, do qual obtemos
as morulas; C. Morulas obtidas do animal CD-1 por meio da lavagem do oviduto; D.
Morulas que tiveram sua zona pelucida digerida pela acdo da solugdo acida tirode; E.
Células ES que sofreram recombina¢ao homologa; F ¢ G. Processo de agregagao das
células ES com os blastomeros da morula; H. Blastocisto obtido apds 24 horas; I. Fémea
pseudogravida para a qual sao transferidos os blastocistos obtidos apos a agregacio; J.
Animais gerados com diversos graus de quimerismo.
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3.3.4. Analise dos camundongos knockout
Os animais quiméricos foram cruzados com fémeas CD-1 de forma a testar a sua

1Mma4loxe0 151 meio da linhagem germinativa (Figura 18).

capacidade de transmitir o alelo Fbn
A prole de pelagem aguti demonstra que a linhagem germinativa das quimeras ¢ derivada das
células USP1/19. Os animais obtidos foram devidamente marcados tendo o seu DNA extraido

a partir de um fragmento da cauda de acordo com o protocolo descrito por Sambrook

(Sambrook, J.al. 1989). A genotipagem foi feita por PCR como descrito no topico 3.7.

Figura 18. Linhagem germinativa populada pelas células ES. Linhagem de células USP1/19
modificadas geneticamente via recombinag¢do homologa foram transmitidas via linhagem
germinativa.
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3.4. Anélise do processamento do mRNA do alelo Fbn1™m34oxPne

3.4.1. Obtencao do RNA

Uma quimera fémea foi sacrificada sendo feita uma biopsia da regido da pele que
apresentava colorac¢do aguti. O tecido foi colocado em meio MEF acrescido de 50ug/ml de
estreptomicina e 50U/ml de penicilina. Os fibroblastos estabelecidos foram selecionados em
meio MEF contendo 350 pg/ml de G418, deixando as células atingirem 100% de confluéncia

(Figura 19).

Meio contendo G418 Células neo*

Figura 19. Bidpsia do tecido de coloragdo aguti da quimera. O tecido foi cultivado de forma a
selecionar, por meio da utilizacdo de G418, apenas as células neo-resistentes as quais
contém o cassete neo em um de seus alelos em substituicdo aos exons 19 a 24.

O cultivo foi lavado duas vezes com PBS pH 7.2, sendo as células expostas a Tripsina
de 0,25% com EDTA-4Na de 0,02% por 10 minutos a 37°C com 5% de CO; em alta umidade
de forma a dissocia-las. Apds este intervalo de tempo, foi acrescido meio de cultivo a garrafa
de forma a inativar a tripsina por meio da a¢do do sistema complemento. O homogenizado foi
centrifugado por cinco minutos a 200 x g sendo o sobrenadante descartado. O precipitado foi
ressuspenso em trizol (Gibico) e incubado a temperatura ambiente por cinco minutos. Em
seguida, adicionou-se cloroférmio na propor¢ao de 0.2 ml de cloroférmio para 1 ml de trizol
sendo a amostra homogeneizada por 15, segundos e em seguida centrifugado por 30 minutos a
12000 x g a 4°C. A fase superior foi transferida para outro tubo ao qual foi acrescido

isopropanol na propor¢cao de 0.5 ml de isopropanol para 1 ml de trizol. A solug¢do foi
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homogeneizada e incubada por dez minutos a temperatura ambiente sendo, logo a seguir,
centrifugada por 10 minutos a 15300 x g a 4°C. O sobrenadante foi descartado sendo
acrescido ao precipitado 1 ml de etanol 70% o qual foi homogeneizado e centrifugada por 5
minutos a 15300 x g a 4°C. O sobrenadante foi descartado sendo o prescipitado, RNA total,

ressupenso em 50 ul de 4gua DEPC (TRIzol Reagent — Invitrogen Life Technologies).

3.4.2. RT-PCR

A fita de DNA complementar (cDNA) ao RNA mensageiro foi sintetizada a partir de
720 ng/ul de RNA total isolado a partir dos fibroblastos extraidos da pelagem aguti da
quimera. Para tal, o RNA total foi mantido a 65°C por 5 min em presenca de 5ng/ul de
iniciador randomico em um volume total de 10 pl, sendo posteriormente, mantido em gelo por
5 min. Ao produto da reagao foi acrescido tampao de sintese de cDNA , 2U/ul de RNaseOUT,
5 mM de DTT, 1 mM de dNTP e 0.75 u/ul de ThermoScript' "RT em um volume final de 20
ul (ThermoScript' VRT-PCR System - Invitrogen). A reagio foi mantida nas seguintes
condigdes: (1 ciclo) 25°C x 10 min, 50°C x 50 min e 85°C x 5 min.

O cDNA foi amplificado pela técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
sendo as condi¢des de amplificacdo determinadas para um volume final de 10 pl. A reagdo
final era composta por 10 ng/ul de iniciadores, 1 pl de tampao de reagdo taq 10x (Amersham
Pharmacia), 1.6 mM de dNTP, 1,25 u/ul da enzima taq polimerase (Amersham Pharmacia) e
agua até o volume final de 10 pl. A reagdo foi mantida nas seguintes condi¢des:Etapa 1 (1
ciclo): 94°C x 2 min e 30 seg. Etapa 2 (30 ciclos): 94°C x 1 min; 55°C x 1 min; 72°C x 1 min.

Etapa 3 (1 ciclo): 72°C x 7 min, 4°C x 10 min.
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Os diferentes fragmentos gerados correspondentes aos alelos normal (Fbnl) e mutado

(Fbn1M4%®y "se devem a utilizagdo de quatro diferentes pares de iniciadores:

16F: 5°- ACTGAGTATGCATTTGGGGA -3’

22R:5°- CACCTGCACTTAAAGCTGCC -3

16F: 5°- ACTGAGTATGCATTTGGGGA -3’

mf19:5"- TGCGCATAGGAGAGGATCTCT -3":

17F: 5°- CTAGATCCTGATATTTGCCC -3

22R:5°- CACCTGCACTTAAAGCTGCC -3

17F: 5°- CTAGATCCTGATATTTGCCC -3

mfl9: 5°- TGCGCATAGGAGAGGATCTCT -3".

3.4.3. Clonagem e Sequenciamento
3.4.3.1. Eletroforese de &cidos nucléicos em géis de agarose

Os produtos de RT-PCR, acrescidas de tampdo de amostra 6x (0.25% azul de
bromofenol, 0.25% xilenocianol FF, 30% glicerol em &gua), foram analisadas por eletroforese
em gel (10 x 15 cm) de agarose 0.8%, contendo 0.5 pg/ml de Brometo de Etideo e tampao
TAE 1x (89 mM Tris-HCI, pH 8.0/ 0.89 mM Acido Acético, pH 8.0/ 3mM EDTA, pH 8.0),

aplicando uma voltagem constante de 100 V durante 20 min, e visualizados sob luz UV.
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3.4.3.2. Purificagdo do DNA
Os produtos de RT-PCR correspondentes aos alelos selvagem (Fbnl) e mutante
(Fbn1™4°®y foram recortados do gel de agarose 0.8% e purificados utilizando o Kit Concert

Gel Extraction Systems (Gibico BRL) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.4.3.3. Reacéo de ligacéo intermolecular: Clonagem

Os produtos purificados, Fbnl (25 ng/ul) e Fhn1™4°*" (20 ng/ul), foram clonados no
vetor pGEM-T Easy de acordo com as instrugdes do fabricante(Promega). Foi acrescido em
ambas as extremidades dos insertos, uma adenina de forma a permitir a liga¢do ao vetor que
contém uma timina livre em ambas as extremidades. Para tal, utilizou-se na reacdo 5 u de taq
DNA polimerase, 0.2 mM de adenina, tampao de reagdo com MgCl, e 100 ng de DNA para
um volume final de 10ul sendo mantida a 70°C por 30 min. A reagdo de ligagdo foi efetuada
em um volume de 11 pl onde utilizou-se 4 pl do produto de PCR, contendo adenina em suas
extremidades, 1 pl do vetor pPGEM-T Easy (50 ng/ul), 1 ul de T4 ligase ( 3 u/ul) e 5 ul de
tampao de ligacdo T4 DNA ligase (2x) sendo a reagdo mantida por 14 — 16 horas a

4°C(pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems — Promega).

3.4.3.4. Transformacdao de células competentes

As células competentes DH5a, foram descongeladas sob gelo por 10 min e acrescidas
de 10 pl da reagdo de ligacdo. As células foram mantidas sob gelo durante 10 min e
transferidas sequencialmente a 37°C por 1 min e 30 seg. Posteriormente foram mantidas no
gelo por 2 min sendo 500 pl de meio SOC adicionados a reagdo de transformacdo a qual foi
mantida a 37°C durante o periodo de 1 hora. As células foram cultivadas em alta e baixa

densidade celular, sob placas de agar LB contendo ampicilina (100 mg/ml) a 37°C por 14 —
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16 horas (Sambrook, 1989). Foram estabelecidos cultivos de 5 ml em LB/Ampicilina (100

mg/ml) a partir de diferentes colonias selecionadas contendo o plasmideo de interesse.

3.4.3.5. Extracdo de DNA plasmidial

A cultura de bactérias foi distribuida em tubos de polipropileno de 1.5 ml para
microcentrifugagdo. As amostras foram centrifugadas por 1 min 15300 x g 25°C, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 210 ul de tampao de lise STET sendo
acrescido a reacdo 15 pl de lisozima (10 mg/ml). As amostras foram homogeneizadas e
mantidas em agua fervendo por 50 seg sendo posteriormente centrifugadas a 15300 x g 25°C
por 8 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de polipropileno de 1.5 ml
para microcentrifugacdo ao qual foi adicionado 100 pul de NHsAc 7.4 M e 300 pl de
isopropanol (100%). As amostras foram novamente homogeneizadas e mantidas a 25°C por
10 min e centrifugadas a 15300 x g 25°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi acrescido de 250 pl de etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 15300 x
g 25°C por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento de 4cidos nucléicos secado a
25°C. O precipitado foi ressupenso em 50 ul de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0/ 1 mM EDTA,

pH 8.0) contendo 20 pg/ml de RNAse, incubado a 25°C.

3.4.3.6. Digestdo de DNA com enzima de restricao
A digestio dos plasmideos pGEM-T Eazy/wt ¢ pGEM-T Eazy/mgA'™" foram
efetuadas por meio da acdo da enzima Not I (1u/ug DNA) sitio especifica em presenga de seu

tampao fornecido pelo fabricante (Amersham Pharmacia).
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3.4.3.7. Reacéo de sequenciamento

As amostras, plasmideos pGEM-T Eazy/wt(209 ng/ul) ¢ pGEM-T Eazy/mgA'>** (212
ng/ul), foram utilizadas como moldes no sequenciamento. A reagdo de sequenciamento foi
constituida de 10 pmoles do iniciador T7, 4 pl de Big Dye (ABI PRISM BigDye terminator V
3.0 Cycle Sequencing Kit — Applied Biosystems) e 2 pl de cada amostra em um volume final
de 10 ul sendo as seguintes condigdes utilizadas: Etapa 1 (40 ciclos): 96°C x 10 seg; 55°C x
20 seg; 60°C x 4 min. Etapa 2 (1 ciclo): 4°C x 10 min. Adicionou-se ao produto da reagdo 40
pl de isopropanol 75% agitando em vortex para posteriormente manter durante 20 min no
escuro. As amostras foram centrifugadas por 25 min a 15700 x g a 25°C e o sobrenadante
descartado adicionando em seguida 200 pl de etanol 70%. As amostras foram novamente
centrifugadas por 10 min a 21910 x g a 25°C, o sobrenadante descartado e as amostras secas
no escuro a 25°C por aproximadamente 1 hora. Em seguida, adicionou-se as amostras 10 ul de
Hi-Di formamida (ABI PRISM - Applied Biosystems) que foram posteriormente
desnaturadas a 94°C por 4 min e transferidas para o gelo. Por fim, as amostras foram
introduzidas no ABI Prism 3100 Genetic Analyzera(Applied Biosystem — Hitashi) de forma a

obtermos as sequéncias.

3.5. Introducéo do alelo mutado nas linhagens isogénica C57BL/6 e 129/Sv

Um camundongo macho CD-1, heterozigoto para o gene mgA'®™™°, foi cruzado com
fémeas 129/Sv e C57BL/6 tendo como objetivo a transferéncia desta alteragdo génica para
estas linhagens isogénicas. Os animais gerados foram genotipados sendo os heterozigotos
cruzados novamente com animais selvagens de suas respectivas linhagens (retrocruzamento).
Este ciclo foi repetido objetivando o estabelecimento de linhagens congénitas 129/SV

Fbn1lmgA'™™ ¢ C57BL/6 Fbn1mgA'™*™ apos 8 geragdes.
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3.6. Genotipagem dos animais

Animais com 3 semanas de vida foram genotipados através da técnica de PCR. Cada
animal, devidamente identificado através de marcagdo de orelha, teve um fragmento de
aproximadamente 1 cm, correspondendo a extremidade distal da cauda, cortado. O fragmento
foi colocado em tubo polipropileno de 1,5ml contendo 0,5 ml de tampao de lise (100 mM
Tris-HCI, pH 8.5; 5 mM EDTA; 0.2% SDS; 200 mM NacCl) (Sambrook, J. et al., 1989).
Imediatamente apds a adi¢do de 2,5 ul de proteinase K (20mg/ml) o tubo foi colocado em
banho maria a 55°C durante aproximadamente 12hrs.

Em seguida, o tubo foi centrifugado a 960 x g por 10 min e o sobrenadante contendo o
DNA transferido para um novo tubo polipropileno de 1,5ml. A precipitagdo do DNA foi
feita através da adi¢do e mistura de 500 pl de isopropanol ao sobrenadante. O tubo foi
centrifugado novamente a 15300 x g por 5 min, o sobrenadante descartado e o precipitado
lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em 200 pul de TE. O DNA gendmico
dissolvido foi dosado através do espectrofotometro sendo 0,4pl (~200 ng) utilizado nas

reagoes de PCR.

Duas reagdes de PCR foram montadas para cada amostra de DNA gendémico. A
primeira utilizando os iniciadores NeoF e NeoR (433bp; Tm 57°C) [amplificam o cassete neo
do alelo mutado Fbn1"°°*"]; ¢ a segunda usando os iniciadores 22F ¢ CC-R (600pb; Tm

55°C) [amplificam os exons 21 a 22]

Neo sentido: 5’ -GAG GCT ATT CGG CTATGACT -3’
Neo anti-sentido: 5 — CTC TTC GTC CAG ATC ATCCT -3’
20F: 5’ -AAACCATCAAGG GCACTTGC -3

CC-R: 5" -CACATTGCG TGC CTT TAATTC -3’
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As reacdes de PCR foram montadas adicionando-se 10 ng/ul de iniciadores, 1 pl de
tampao de reacdo taq 10x (Amersham Pharmacia), 1.6 mM de dNTP, 1,25 u/ul da enzima taq
polimerase (Amersham Pharmacia) e 4gua para um volume final de 10 pl. Ja as condi¢des de
amplificacdo variaram de acordo com os pares de iniciadores utilizados.

Quando utilizamos os iniciadores Neo sentido e Neo anti-sentido, seguimos as
seguintes especificagdes: Etapa 1 (1 ciclo): 94°C x 2 min e 30 seg. Etapa 2 (30 ciclos): 94°C x
30 seg; 57°C x 1 min; 72°C x 1 min. Etapa 3 (1 ciclo): 72°C x 7 min, 4°C x 10 min.

Ao utilizarmos os iniciadores 22F e CC-R, seguimos as seguintes especificagoes:
Etapa 1 (1 ciclo): 94°C x 2 min e 30 seg. Etapa 2 (30 ciclos): 94°C x 1 min; 55°C x 1 min;

72°C x 1 min. Etapa 3 (1 ciclo): 72°C x 7 min, 4°C x 10 min.

3.7.Raio X

Os animais foram anestesiados com 8.5% de Xilazina (Laboratoérios Calier S.A., Les
Franqueses Del Valles — Barcelona/Espanha), 8.5% de Ketamina (Parke-Davis) diluido em
solucdo fisioldgica. Os animais tiveram suas patas distendidas sendo expostos a 4.0 Kv de

raixo-x durante o periodo de 3.0 Ms (Tecno-Design — 500Ma/ 125 Kv).

3.8. Analise do fendtipo

Os animais foram classificados com base no fenotipo apresentado. Fendtipo muito
grave, detectado com duas semanas de vida, menor tamanho, dificuldade de locomocao,
acentuado desvio na coluna (escoliose), prolongamento das patas traseiras e constante
tremedeira, vindo a morrer apds trés meses de vida; o fendtipo grave, expresso oito meses
apds o nascimento, apresenta uma escoliose menos acentuada em relagdo ao fendtipo muito
grave, sem qualquer dificuldade de locomog¢do ou de gerar descendentes. Embora o tamanho

seja equivalente ao do animal selvagem com o passar dos meses, ocorre um agravamento no
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quadro de escoliose, uma relativa dificuldade em se locomover além de tremerem
constantemente. Neste momento, os animais ndo reproduzem mais; o fendtipo leve se
caracteriza por apresentar uma leve escoliose apds um ano de vida embora nenhuma outra
caracteristica como alteragdo de tamanho, prolongamento das patas, dificuldade de

locomogao, tremedeira ou geragao de descendentes tenha sido detectada.

3.9. PCR em tempo real

Para o estudo foram utilizados iniciadores(sense: 5'- ACA TAA CTG GGA AAA
ACT GTG TCG ATA - 37; antisense: 5'- TTC CAG GTG TGT TTC GAC ATT GT -3") e
uma sonda fluorescente (VIC TGT GCT GAA CAG TCT ACT MGBNFQ) para o alelo
selvagem (90 pb); e outro par de iniciadores (sense: 5'- GGG ATA TGA AGT AGA CAT
AAC TGG GAA A - 37; antisense: 5'- GAG GCT GGG TAT CAT CTT GCA - 3") e sonda
fluorescente (FAM ACT GTG TCG ATA TCA ATG MGBNQF) para o alelo mgA'™"™ (124
pb). O desenvolvimento dos iniciadores e das sondas foi feito com o auxilio do programa
Primer Express (Applied Biosystems) o qual permite a determinagdo prévia de todos os
pardmetros necessarios para a otimizacao da técnica da reagdo.

Para a extracdo do RNA das células em cultura utilizou-se o Rneasy mini kit de acordo
com as instrugdes do fabricante (Qiagen Tnc, Valencia, CA), sendo a amostra extraida e

quantificada por espectrofotometria.

A amostra contendo o RNA total, acrescidas de tampdo de amostra 6x (0.25% azul
de bromofenol, 0.25% xilenocianol FF, 30% glicerol em agua), foi corrida em gel de agarose
0.8% contendo 0.5 pg/ml de Brometo de Etideo e tampao TAE, aplicando uma voltagem
constante de 100 V durante 20 min de forma a testar a integridade o RNA total.

A sintese de cDNA complementar foi obtida a partir por meio do seguinte protocolo.
Primeiro 250ng de oligo (dT) foram adicionados a 1 pg de RNA total, acrescidos de 10 mM
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de dNTP Mix e aquecidos a 65°C durante 5 minutos. Em seguida, foi adicionado a rea¢do 200
U da enzima Superscript Il reverse transcriptase juntamente com 4 pl do tampao First-
Strand 5X, 0,1 M de DTT e 40 U da enzima Rnase Inhibitorl. A amostra foi incubada a 50°C
durante 30-60 minutos e posteriormente a 70°C durante 15 minutos para a inativagdo da
reacao (SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR — Invitrogen).

O gene constitutivo GAPDH (GAPDH exon 6, sense (5% -
CTGCACCACCAACTGCTTA - 3°) e GAPDH exon 7, anti-sense (5 -
CTAGACGGCAGGTCAGGTC - 3’)(sintetizados pela Invitrogen)) foi amplificado por meio
da reagdo de PCR composta de 10 ng/ul de iniciadores, 1 pl de tampao de reagdo taq 10x
(Amersham Pharmacia), 1.6 mM de dNTP, 1,25 u/pul da enzima taq polimerase (Amersham
Pharmacia) e dgua até o volume final de 10 pl. Para a reacdo, foram utilizadas as seguintes
especificagdes. Etapa 1 (1 ciclo): 94°C x 3 min. Etapa 2 (30ciclos): 94°C x 45 seg; 55°C x 45
seg; 72°C x 1 min. Etapa 3 (1 ciclo): 72°C x 10 min, 4°C x 10 min. A amostra foi corrida em
gel de agarose 0.8%de forma testar a qualidade de nossas amostras apds a reagdo de RT-PCR.

A reagdo de PCR foi feita e analisada no aparelho Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR System conectado a um computador de forma a registrar os dados das
amplificagdes. O aparelho foi ajustado e programado com as condigdes de PCR pré-
estabelecidas: Etapa 1 (1 ciclo): 50°C x 2 min. Etapa 2 (1 ciclo): 95°C x 10 min. Etapa 3 (40
ciclos): 95°C x 15 seg; 60°C x 1 min. As amostras sdo preparadas para um volume total de 25
pl, contendo a amostra de cDNA a ser estudada (100 ng), os primers (3 mM), as sondas (2.5
mM) e o tampdo de amostra do kit TagMan Universal PCR master mix (Applied Biosystems).
O transcrito do alelo selvagem do gene Fbnl foi utilizado como controle endégeno. Todas as

amostras foram feitas em triplicata.
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Ao final das amplificagdes os resultados obtidos foram analisados no programa 7500
System Software. Os dados foram convertidos em graficos, que permitem a comparagdo da

expressao do mRNA do gene em estudo nas diferentes amostras.

3.10. Clones Fbhn1R®
3.10.1 Obtencao de clones Fbn1°RE

As células USP1/19 foram cultivadas em uma garrafa de 25 cm” sobre uma camada de
fibroblastos embrionarios inativados neo-resistentes, em presenga de meio ES a 37°C e 5% de
CO; em presenca de alta umidade. Ao atingi uma confluéncia de 80%, a cultura foi lavada
duas vezes com PBS pH 7.2 sendo posteriormente expostas a acdo de 300 ul de Tripsina
0,25% com EDTA-4Na 0,02% por dez minutos a 37°C ¢ 5% de CO, em presenga de alta
umidade. A tripsina foi inativada com o meio previamente reservado e as células ressuspensas
vigorosamente com pipeta e transferidas para um tubo Falcon de 15ml que foi centrifugado
200 x g por 5 min a 21°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em meio
ES, contendo 4 uM ou 8 uM da proteina Cré (doada por Dr. H. Earl Ruley), na concentragao
de 2.5 x 10° células/ml. As amostras foram cultivadas sobre uma camada de fibroblastos
embriondrios irradiados, presentes em dois pocos de uma placa de 24 pocgos, durante um
periodo de 24 horas a 37°C e 5% de CO, em presenga de alta umidade. Apds este intervalo de
tempo, o meio foi descartado e os pogos lavados com duas vezes com PBS pH 7.2 sendo
posteriormente adicionado meio ES sem a presenga da proteina Cre. Ao atingirem uma
confluéncia de aproximadamente 80% as colonias tratadas com Cre, nas concentragdes de
4 uM e 8 uM, foram tripsinisadas e replaqueadas em placas de 100 mm? (10 ml) contendo a
camada de fibroblastos embrionarios irradiados e uma placa de 35 mm? (2ml) em auséncia da
camada de fibroblastos embrionarios inativados, as quais foram mantidas a 37°C ¢ 5% de CO,

em presenga de alta umidade.
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3.10.2. Extracdo e digestdo das amostras tratadas com Cre 4 uM e 8 uM

As placas de 35 mm’ tiveram seu meio descartado apos 2 dias de cultivo sendo
posteriormente lavadas 2 vezes com 3 ml de PBS pH 7.2 com posterior adicdo de 2 ml de
tampao de lise (10 mM Tris-HCIL, pH 8.0; 10 mM EDTA; 0.5% Sarcosil; 10 mM NaCl; 100
ug/ml de proteinase K). As placas foram mantidas de 14 a 16 horas a 37°C ¢ 5% de CO, em
presenca de alta umidade sendo posteriormente agitadas durante o periodo de 30 min a 25°C.
Foi adicionado 2 ml de isopropanol as placas e estas mantidas em agitacdo por 3 horas. O
DNA que se encontrava em suspensdo, foi retirado com a ajuda de uma ponteira sendo
transferido para um tudo de polipropileno de 1.5 ml sendo centrifugado a 201 x g / 22°C por 5
min. Adicionou-se as amostras 1 ml de etanol 70% homogeneizando-as e centrifugando por 5
min a 201 x g a 22°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a 25°C com
posterior adi¢do de 50 ul de TE incubando as amostras a 50°C durante o periodo de 14 a 16
horas. O DNA extraido das amostras tratadas com Cre foi quantificado utilizando
espectofotometro 4 uM (1,10 pg/ul) e 8 uM (2.95 pg/ul) sendo 10 pg/pl de cada amostra
digerida com 3.3 u//ul da enzima de restrigdo BamHI. As digestdes foram corridas em gel de

agarose 0.8% e analisadas por Southern blot.

3.10.3. Subclones de Fbn1°RE

As coldnias de células Fbn1°FF foram isoladas e expandidas em placas de 96 pogos de
acordo com o protocolo descrito no topico 3.10.1. Apds as células terem atingido
aproximadamente 80% nos 96 pogos o sobrenadante foi descartado e a placa lavada 2 vezes
com PBS pH 7.2 com posterior adi¢cdo de 30 pl de tripsina 0,25% e 0,02% EDTA-4Na.sendo
mantida por 10 min a 37°C com 5% de CO, em alta umidade. Apos este periodo a placa foi
retirada da estufa sendo adicionado 60 pl meio ES completo a cada um dos 96 pogos o qual

foi aspirando e soltando 40 vezes de forma a homogeneizar cada uma das coldnias.
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As amostras foram divididas em duas placas de 96 pocos contendo camada de
fibroblasto, resultando em um volume de 140 pl em cada pogo. Uma das placas continha
350ug/ml de G418 acrescido ao meio ES enquanto a outra ndo o tinha de forma a permitir a
selecdo negativa dos clones Fbn1°"E. As colénias mortas em presenca de G418 foram
isoladas da outra placa e analisadas e por meio das técnicas de PCR e Southern blot de forma

a confirmadas a perda do cassete neo.

3.11. Formacéo de corpos embriodides

As células ES foram lavadas 2 vezes com PBS pH 7.2 e dissociadas pela a¢do da
Tripsina de 0,25% com EDTA-4Na de 0,02% a 37°C, 5% de CO, em alta umidade durante 10
min. A tripsina foi inativada com o meio previamente reservado e as células ressuspensas
vigorosamente com pipeta e transferidas para um Falcon de 15ml que foi centrifugado 201 x g
por 5 min a 21°C. O sobrenadante foi descartado ¢ as células ressuspensas em 6 ml meio ES
em auséncia de LIF. Em seguida, 3 ml do homogeneizado foram distribuidos igualmente entre
3 placas coberta com agarose 0.6% constituindo um volume total de 10 ml. Os 3 ml restantes
foram utilizados para a extracdo de RNA total segundo protocolo descrito anteriormente. As 3
placas foram mantidas na estufa a 37°C, 5% de CO, em alta umidade sendo o meio trocado a
cada 2 dias. As células ES, ja diferenciadas, tiveram o seu RNA total extraido nos dias 7, 11 e

19.

3.12. Andlise citogenética

Foi adicionado ao cultivo celular 2 mg/ml de Brometo de Etideo. Apds 1 hora e 30
minutos foi adicionada Colchicina 4x10” mM a qual 4gil durante 30 min. Apos este periodo,
as células foram lavada 2 vezes com PBS pH 7.2 e dissociadas pela agdo da Tripsina de

0,25% com EDTA-4Na de 0,02% a 37°C, 5% de CO, em alta umidade durante 10 min. A
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tripsina foi inativada com o meio previamente reservado e as células ressuspensas
vigorosamente com pipeta e transferidas para um Falcon de 15ml que foi centrifugado 201 x
g por 5 min a 21°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado 2 vezes com PBS
pH 7.2 seguindo o processo descrito anteriormente. Adicionou-se ao precipitado 7 ml de KCI
(0.075M) a temperatura de 36°C sendo a amostra mentida por 10 min a 25°C e
posteriormente adicionado fixador gelado (metanol-acido acético 3:1). O material foi
homogeneizado e centrifugado a 201 x g por 5 min a 21°C sendo o sobrenadante descartado e
o precipitado ressuspenso em fixador gelado (0-4°C) por 10 minutos. O material foi
novamente centrifugado a 201 x g por 5 min a 21°C sendo posteriormente ressuspenso em € 3
ml de fixador gelado. O material foi gotejado em laminas molhadas por meio de pipeta Paster
sendo posteriormente mantidas a 37°C durante 2 semanas. Apds este periodo, as laminas
foram submersas em 2 x SSC durante 5 a 15 min de acordo com o envelhecimento da lamina
(quanto mais velha, menos tempo de exposi¢do ao 2 x SSC). Em seguida as laminas foram
lavadas em 4gua destilada corrente e secadas a 25°C. Apds secarem, as laminas foram
submersas em tripsina 0.025% durante 15 seg a 1 min e 30 seg sendo posteriormente
submersas em etanol 70%. Em seguida as laminas foram expostas a acdo do corante Giemsa
2% diluido em tampao fosfato pH 6.8 durante o periodo de 3 min. Posteriormente as laminas

forma lavadas em agua destilada corrente, secas a 25°C e analisadas ao microscopio Optico.

3.13. Histologia

As amostras forma retiradas do camundongo apo6s este sofrer o processo de perfusdo e
submetidas as técnicas rotineiras de desidratagdo, diafanizagdo e inclusdo em parafina. Em
seguida, as amostras foram expostas a quatro tipos de coloracdo: HE, Verhoeff, Reticulina e

Picro-Sirius.
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3.13.1. Hematoxilina-Eosina

Apbs a remogao da parafina, as amostras forma expostos a acdo da Hematoxilina
durante 5 min sendo mantidas posteriormente em agua corrente durante 1 min. As amostras
foram lavadas rapidamente em alcool acido (500 ml de alcool 70% para 2.5 ml de HCI) sendo
posteriormente lavadas em agua corrente durante o periodo de 15 min. Em seguida, o material
foi exposto a Eosina durante 1 min e lavados rapidamente em alcool 95% para serem

posteriormente desidratados, diafanizados e montados

3.14. Necropsia e exame histopatologico

Camundongos heterozigotos portadores ou ndo do fenotipo e camundongos selvagens,
que vieram a obito ou foram sacrificados, foram necropsiados. As alteragdes macroscopicas
foram descritas. Fragmentos representativos dos seguintes Orgdos ou estruturas foram
colhidos: globos oculares, pulmdes, coragdo, artéria aorta, figado, além da coluna vertebral e
membro anterior para o exame dos 0ssos. Os fragmentos foram fixados em formol a 10%, e
rotineiramente processados para inclusdo em parafina. Os cortes de 5 um de espessura foram
corados com H&E e examinados em microscopio de luz (Nikon E-800). As imagens foram
digitalizadas em com o auxilio de cdmera Nikon Cool-Pix e sistema de andlise de imagens

Image-Pro-Plus.
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IV. RESULTADOS

4.1. Recombinagdo homologa em células ES

O vetor de recombinacdo homologa mgA ™™ foi introduzido, por meio de
eletroporagdo, nas células USP1 de forma a ocorrer a substituigdo dos exon 19 a 24 da Fbnl
pelo cassete neo flanqueado pelas seqiiéncias loxP. Foram obtidos 363 clones resistentes a
neomicina os quais tiveram seu DNA extraido e digeridos com a enzima de restricdo BamHI
de forma a serem analisados pela técnica de Southern blot. Utilizando a sonda I de 1.5 kb, foi
possivel identificar os clones que sofreram o correto processo de recombinagdo homologa,
pois estes produziram duas bandas, sendo uma de aproximadamente 12 kb (alelo
recombinante) e outra de cerca de 21 kb (alelo selvagem) (clones USP1/19 e USP1/35)(Figura

20).
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Figura 20: Identificagcdo de dois clones positivos, 19 e 35, para a dele¢do de 6 exons induzida pelo
vetor de recombinacdo homéloga mgA'”*™. Os exons estdo representados por
retangulos em branco, os tridngulos azuis indicam sitios loxP flanqueando neo que ¢
representado pelo retdngulo em cinza sendo as sondas I e III identificadas por linhas
vermelhas. Os quatro sitios de restricdo presentes sdo: E (EcoRI); H (HindIll); B
(BamHI); K (Kpnl). Os asteriscos indicam clones positivos os quais apresentaram duas

bandas, uma de 21 kb (alelo selvagem) e outra de 12 kb (alelo recombinado).
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O DNA dos clones USP1/19 e USP1/35 foram digeridos com as enzimas BamHI e
HindIII e marcados com as sondas I e III respectivamente, de forma a confirmar a correta
inser¢cdo do cassete Ne0 em substituicdo aos exons 19 a 24 por recombinacdo homologa
(Figuras 20 e 21). A digestdo com a enzima BamHI gerou duas bandas, uma de 21 kb e a
outra del12 kb, em ambos os clones. Entretanto, a digestdo com a enzima HindIII resultou no
surgimento de duas bandas no clone USP1/19, uma de 8.7 kb e outra de 6.2 kb, e apenas uma
banda de 8.7 kb no clone USP1/35 (Figura 21). Este resultado sugeriu um erro na seqiiéncia
3" do clone 35 ap6s o processo de recombinagdo homologa. Sendo assim, o clone 35 foi

descartado e o clone USP1/19, utilizado nos experimentos subsequentes.

® 19 35 H 19 35

21kbh — e

BamHI HindIIT

Figura 21. Southern blot dos clones 19 e 35 apds a digestdo com as enzimas BamHI e Hindlll. A
digestdo com BamHI resultou em fragmentos de 12 kb (alelo recombinado) e 21 kb (alelo
selvagem) marcados com a sonda I; a digestdo com HindIlI resultou em fragmentos de 6.2
kb (alelo recombinado) e 8.7 kb (alelo selvagem) marcados com a sondaa III (ver Figura
20)..
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Para verificar a estabilidade do niimero cromossomico do clone USP1/19 foi feita a

analise citogenética do mesmo. O resultado obtido demonstrou ser o clone USP1/19

citogeneticamente estavel em relagdo ao seu nimero cromossomico, pois 81% das mitoses

analisadas apresentavam 40 cromossomos (Figura 22). Desta forma, o clone mostrou ser

citogeneticamente favoravel a geragdo de animais quimeéricos.
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Figura 22. Resumo da analise cariotipica do clone USP1/19. A. Os ntimeros cromossdmicos
presentes em 100 metafases analisadas do clone USP1/19. Os resultados mostram que
81% das metafases apresentam o nimero de cromossomos normais para células de
camundongo (40 cromossomos). B. Cari6tipo normal do clone USP1/19 obtido através da

analise citogenética de suas metafases.
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4.2. Geracdo da linhagem Fbn

Foram feitos quatro experimentos para a obten¢do da primeira ninhada de animais

s loxPneo
quimeéricos mgA

(Tabela 1). Nesta, obtivemos 72 morulas a partir da lavagem do
oviduto de fémeas CD-1 gravidas. As moérulas foram agregadas com as células USP1/19
sendo que 43 se desenvolveram até o estadgio de blastocisto. Estas foram transferidas para trés
fémeas CD-1 pseudogravidas. Uma das fémeas deu origem a duas quimeras: um macho que
apresentou 100% de quimerismo e uma fémea com aproximadamente 50% de quimerismo
(Figura 23A e B). O macho apresentou atraso significativo no seu desenvolvimento em
comparag¢do aos seus irmaos (Figura 23C, D e E), enquanto uma anélise de sua radiografia
demonstrou uma grande deformidade na coluna vertebral do animal (Figura 23F). Este
camundongo veio a morrer dois meses apds o seu nascimento, ndo tendo a sua linhagem
germinativa sido testada, em fun¢do do animal ndo ter conseguido cruzar.

A fémea que apresentou aproximadamente 50% de quimerismo ndo demonstrou
qualquer alteragdo fenotipica, e foi cruzada com machos CD-1, dando origem a uma prole que

nasceu com pelagem branca, indicando a ndo popula¢do da linhagem germinativa pelas

células USP1/19.

Tabela 1. Resultados dos experimentos de agregacdo até geracdo da primeira ninhada de
quimeras mgA'>®",

Morulas Blastocistos | RHeceptoras | Nascimentos {Juimeras Transmissio

ohtidas transferidos MMacho / Fémea pela linhagem
germinativa

é1 42 0

B2 56

63 40

72 43
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Figura 23. Primeira ninhada de camundongos quiméricos Fbn1M4®" Foram gerados dois
animais quiméricos, um macho, que apresentou 100% de quimerismo e uma fémea, com
aproximadamente 50% de quimerismo. A e B. Os animais estdo como sete dias de vida;
C e D. Animais com dois meses de vida , E e F. Quimera que apresentou deformidade
grave em sua coluna e sua radiografia, respectivamente (3.0 Ms e 4.0 Kv).
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Foram retirados fragmentos da pele da fémea quimérica da regido de coloracao agouti,
derivadas das células USP1/19. O cultivo primario foi selecionado por meio de geneticina de
forma a obtermos fibroblastos neo-resistentes.

Foi feita uma analise do RNA mensageiro do alelo Fhn1™4™ »or RT-PCR de
forma a poder determinar o correto processamento do splicing. O resultado obtido, por meio

de utilizacdo de diferentes iniciadores, apresentou os fragmentos de tamanhos esperados

(Figura 24).
. 13 kb .
A * > B 1 kb
+ L1k b ladder k kK
155 1§ &5 gfl?
Fon it 14 17 14 191 20 21| 29 23( 24 24 24 27
‘_D_E&L'
16—
1n—.
L, 065w
k)N 04-»
Alax Prie n2=—.
Foui™s @ 16f, 1TEZR mgfls
14 17 18 29 26| 27
Ll g

Figura 24. Andlise do processo de splicing via RT-PCR. Utilizamos quatro diferentes pares de
iniciadores os quais deram origem a diferentes fragmentos, tanto no alelo normal como
no alterado. A. Esquema dos produtos de RT-PCR: vermelho (iniciadores 16F e mf19);
azul (iniciadores 16F e 22R); verde (iniciadores 17F e 22R); amarelo (iniciadores 17F e
mf19). B. gel de agarose 0.8% apresentando os fragmentos esperados: vermelho (1.3 kb
para Fbnl e 0.52 kb para Fbn1™4%"™). azyl (1.1 kb para Fbnl e 0.32 kb para
Fbn1m940°e) . verde (0.98 kb para Fbnl e 0.19 kb para Fhn1™4"): Jaranja (1.19 kb
para Fbnl e 0.4 kb para Fhn1mo4lo®nee)
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Os produtos de RT-PCR como os primers 17F e 22R foram clonados no vetor pPGEM-
T Easy sendo um clone correspondente ao alelo normal e um clone correspondente ao alelo
mutado seqlienciados. A andlise das seqiiéncias demonstrou o correto processamento do
mRNA entre os exons 18 e 25 do alelo mutado. Desta forma, ao analisarmos a seqiiéncia de
aminoacidos traduzida, a partir do cDNA da fibrilina-1 mutada, em comparagdo a fibrilinal
normal (Figura 25), constatamos que, como previsto, a delecdo dos exons 19 a 24 nao

ocasionou alteragdo em seu quadro de leitura (Figura 26).

AT ATA AAC GAA TGT GCA TTA GAT CCT GAT ATT TGC CCA AAT GGA
D | \ E cC A L D P D I C P N G

ATT TGT GAA AAT CTC CGT GGG ACC TAC AAA TGT ATA TGC AAC TCG GGA TAT GAA GT ATA ACT GGG AAA AAC TGT GTC G
I C E N L R G T Y K © | C N S G Y E V D | T G K N c Vv D

Figura 25. Sequiéncia do cDNA da fibrilina-1 apresentando o exon 18 em amarelo e 0 25 em
vermelho. As seqiiéncias de aminoacidos traduzidos pelos exons 18 e 25 se encontram
descritas em branco, enquanto as seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos dos exons 19
a 24 e parte da seqiiéncia do exon 17 estdo descritas em preto.
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AT ATA AAC GAA TGT GCA TTA GAT CCT GAT ATT TGC CCA AAT GGA
D |1 N E C A L D P D I C P N G

ATT TGT GAA AAT CTC CGT GGG ACC TAC AAA TGT ATA TGC AAC TCG GGA TAT GAA GTA GAC ATA ACT GGG AAA AAC TGT GTC G
E N L R G T Y K C I C N S G Y E V D | T G K N C VvV D

c T H G K ¢ R N T I G § F K C R C D S G

Figura 26. Seqliéncia do cDNA da fibrilina-1 ap6s a retirada dos exons 19 a 24 apresentando o
exon 18 em amarelo e 0 25 em vermelho. A seqiiéncia de aminoacidos traduzidos pelos
exons 18 e 25 se encontra em branco, enquanto parte da seqii€ncia de nucleotideos e
aminoacidos dos exons 17 a 26 estdo em preto.

Foram feitos mais cinco experimentos visando a obten¢do de mais animais quiméricos
sendo que em dois geramos animais (Tabela 2). No primeiro obtivemos trés animais, dois
machos e uma fémea, que ndo se mostraram quiméricos tanto na cor da pelagem com por
meio de cruzamento.

Em outro experimento de agregacdo, geramos dois machos quiméricos (Figura 27).
Um macho apresentou um fenétipo com aproximadamente 90% de quimerismo. Este animal
foi cruzado com uma fémea CD-1 e a prole teve pelagem agouti, demonstrando que as células
do clone USP1/19 popularam sua linhagem germinativa. A prole foi genotipada por Southern
blot sendo trés dos oito animais heterozigotos para o alelo Fbn1™4%P" (Figyra 28). O outro
macho que apresentou um fendtipo de aproximadamente 10% de quimerismo, ndo teve sua

linhagem germinativa populada pelas células USP1/19.
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Tabela 2. Resultados dos experimentos de agregacdo que deu origem a segunda ninhada de

quimeras mgA'>®",

Morulas Blastocistos
obtidas transferidos

Receptoras

Nascimentos

{Juimeras

Transmissiio pela

Macho / Fémea linhagem

germinativa

54

23

0

96

£l

i

43

32

23

Figura

43

27. Animais,

25

aproximadamente 10% e 90% de quimerismo.

oY

’

gerados a partir da técnica de agregacdo,

com fenétipos de
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21kb —

12kb —

Figura 28. Southern blot da primeira ninhada de animais mgA'”®™™®. As amostras de DNA
gendmico foram digeridas com BamHI e marcadas com a sonda I gerando fragmentos de
12kb e 21kb.

. . . . . . loxP
Os heterozigotos da primeira ninhada de animais mgA™" "

ndo apresentaram
qualquer fendtipo relacionado a SMF. Os animais nao geraram descendentes tanto em
cruzamentos entre heterozigotos como em retro-cruzamentos cruzamentos com animais CD-1.

Os animais foram sacrificados com aproximadamente um ano de vida sem expressar qualquer

fenotipo (Figura 29).

n [JQC OOO

Figura 29. Heredograma da primeira ninhada da quimera. Quimera (&); Macho selvagem (_);
Macho heterozigoto assintomatico (l); Fémea selvagem (); Fémea heterozigota
assintomatica (‘).
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A segunda ninhada de animais mgA'™*™° deu origem a quatro animais heterozigotos
que nao apresentaram fenotipo durante um ano de vida (Figura 30) . O macho heterozigoto II-
2 foi cruzado com a fémea II-3, dando origem a cinco animais heterozigotos, trés machos e
duas fémeas. Dentre os animais heterozigotos obtidos, o macho III-3 apresentou o fenotipo
muito grave [menor tamanho, dificuldade de locomocdo, acentuado desvio na coluna
(escoliose), prolongamento das patas traseiras além do fato de tremer constantemente], vindo
a morrer apos trés meses de vida sem dar origem a descendentes (Figura 31). Os demais
animais heterozigotos da geragdo III foram cruzados gerando animais heterozigotos que nao
apresentaram nenhum fendtipo caracteristico da SMF. Em todos os cruzamentos entre animais

heterozigotos, ndo se obteve animais homozigotos.

I E{B cn
= POTPTY
N !

] T ]

Figura 30. Heredograma da segunda familia gerada a partir da quimera. Quimera (ld); Macho
selvagem (C]); Macho heterozigoto assintomatico (lfl); Macho Heterozigoto com fendtipo
muito grave (M); Fémea selvagem (); Fémea heterozigota assintomatica (‘).
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Figura 31. Primeiro animal mgA'"™ heterozigoto a expressar o fendtipo: menor tamanho,
dificuldade de locomoc¢ao, acentuado desvio na coluna (escoliose), prolongamento das
patas traseiras e tremor. Este animal veio a morrer trés meses apds seu nascimento sem
dar origem a descendentes. a. Foto do animal mgA'”*™® heterozigoto expressando o
fenétipo; (b e ¢) Filmes de Raio-X do animal(3.0 Ms e 4.0 Kv), (b) animal relaxado ¢ (¢)
animal estendido.
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Na terceira familia, obtida a partir do cruzamento da quimera com uma fémea CD-1, o
macho heterozigoto II-8, foi cruzado com as fémeas heterozigotas II-7 e II-9 (Figura 32). Em
uma das ninhadas, um macho heterozigoto (III-2) apresentou o fendtipo muito grave. Este
animal veio a 6bito, trés meses apds o seu nascimento apresentando as mesmas caracteristicas
do animal descrito anteriormente (Figura 31) e sem gerar prole. Dos cruzamentos entre
animais heterozigotos da geracdo III foram obtidos oito heterozigotos sendo que um deles
(IV-7) apresentou o fenotipo muito grave e vindo a falecer apds trés meses de vida sem dar

origem a descendentes.
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Figura 32. Heredograma do primeiro cruzamento da terceira ninhada da quimera. Quimera (ld);
Macho selvagem (C1); Macho heterozigoto assintomatico (k); Macho heterozigoto com
fenotipo muito grave (M); Fémea selvagem (); Fémea heterozigota assintomatica (‘@).

O segundo cruzamento entre animais heterozigotos da geracao II da terceira familia da
quimera esta representado na figura 33. Dos dezesseis animais heterozigotos da geragao III
apenas um (III-2) apresentou o fenoétipo muito grave. Este morreu apds trés meses de vida
sem dar origem a uma geragdo subseqiiente. Nesta geracdo, foram obtidos os primeiros
animais homozigotos e que faleceram entre quatro e oito dias apds o nascimento. O
cruzamento de animais heterozigotos da geracgao III originou trés animais heterozigoto, porém

nenhum homozigoto.
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Figura 33. Heredograma do segundo cruzamento da terceira ninhada da quimera. Quimera (ld);
Macho selvagem (LJ); Macho heterozigoto assintomatico (k); Macho heterozigoto com
fenotipo muito grave (M); Fémea selvagem assintomatico (M); Fémea heterozigota
assintomatico (‘d); Fémea homozigota (.

Os resultados obtidos nos cruzamentos com animais CD-1 revelaram uma
variabilidade no fen6tipo dos heterozigotos. Para testar se esta variabilidade ¢ causada pelo
background genético, a mutacao foi transferida para as linhagens isogénicas C75BL/6 e
129/Sv de forma a estabelecer as linhagens congénicas C57BL/6 mgA'™™° ¢ 129/Sv

mgA'”*P"°. Para tal, foi utilizado como matriz o animal heterozigoto 1I-8 da terceira familia
(Figura 33). Este animal ¢ 50% 129/Sv e 50% CD-1.

A tabela 3 resume o nimero de animais de cada genotipo gerado nos cruzamentos
entre heterozigotos em um background genético misturado, CD-1 e 129/Sv. As freqiiéncias
observadas de animais selvagens, heterozigotos e homozigotos mutantes na prole discrepam
significativamente de 1/4: 1/2: 1/4, indicando uma diminuicdo acentuada de homozigotos

mutantes (P << 0.05).
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Tabela 3. Resultado do cruzamento entre animais heterozigotos (background misturado 129/Sv e
CD-1).

Geracies selvagem Heterozigoto Homozgoto

2° Familia (I1T) 2 5 0
2° Familia(I'V) & 5
3° Familia(IIT) a8 26
3° Familia(I'V) 3 11
Total 47
soma Total 71

0
4
0
4

4.3. Linhagem 129/Sv mgA'™©"®

loxP A
XTI congénica,

Como método para o estabelecimento de uma linhagem 129/Sv mgA
foi feito o retro-cruzamento com animais 129/Sv selvagens isogénicos (Figura 34). Em todas
as geragdes foram observados animais com fenotipos apresentando diferentes niveis de
gravidade os quais foram classificados como leve, grave e muito grave de acordo com as
manifestagdes Osseas visiveis a olho nu e confirmadas por radiografia.

Na geracao II, quatro animais heterozigotos ndo apresentaram fendtipo enquanto dois
apresentaram o fendtipo leve (II-8 e II-12). Na geracdo III, quatro dos oito animais
heterozigotos apresentaram fenotipo sendo trés graves (II1-7, III-9 e III-11) e um muito grave
(ITI-13). A geracdo IV, dentre os quatro animais heterozigotos presentes, dois desenvolveram

o fenétipo, um leve (IV-1) e outro grave (IV-7). Na geragdo V os trés animais heterozigotos

apresentaram fendtipo os quais foram identificados com leve (V-1), grave (V-5) e muito grave
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(V). As geracdes VI e VII apresentaram dois animais heterozigotos em cada, sendo que todos

apresentaram o fenotipo grave (VI-1, VI-2, VII-3 e VII-5) (Figura 34).
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Figura 34. Heredograma da linhagem 129/Sv mgA'™™™®°. Macho selvagem (C); Fémea selvagem
(77); Macho heterozigoto assintomatico (); Fémea heterozigota assintomética (@);
Macho heterozigoto com fendtipo leve (d); Macho heterozigoto com fendtipo muito
grave (M); Fémea heterozigota com fenotipo muito grave (®); Macho Heterozigoto com
fenotipo grave (4l); Fémea heterozigota com fenétipo grave (‘@).
Os animais 129/Sv mgA'™**™° da geragdo V que apresentaram os fenotipos leve, grave
e muito grave tiveram a estrutura 0ssea analisada por Raio-X. Os resultados alteragdes na
coluna, escoliose, de todos os trés animais em relagdo ao animal controle. A analise das

radiografias mostrou a existéncia de diferentes graus de escoliose nos trés animais o que veio

a confirmar as observacdes iniciais a olho nu (Figura 35).
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Heterozigoto (fendtipo muito grave)

Figura 35. Anélise de Raio-X (3.0 Ms e 4.0 Kv) dos fenétipos selvagem (controle), heterozigoto
leve, heterozigoto grave e heterozigoto muito grave(Tecno-Design — 500Ma/ 125 Kv)
do linhagem 129/Sv mgA'™™™®. Note os diferentes graus de escoliose nos animais
heterozigotos em relacdo ao selvagem
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Trés animais de uma segunda ninhada da geracdo V, um selvagem e dois
heterozigotos, um deles com o fendtipo grave e outro assintomatico, foram sacrificados
visando a andlise histologica do animal com fen6tipo muito grave. Como os animais foram
sacrificados com trés meses de vida, ndo foi possivel determinar se o heterozigoto
assintomatico iria expressar um possivel fenotipo leve ou grave quando atingisse os oito

meses de vida (Figura 36).

i o

Figura 36. Trés animais de uma segunda ninhada da geracgdo V. (a e b) Linhagem 129/Sv
mgA'™*P™° com um animal heterozigoto muito grave, que ja apresentava o fenotipo antes
de completar um més de vida (*), animal heterozigoto assintomatico (&) ¢ um animal
normal (#). Note atraso significativo de desenvolvimento em comparagdo com irmaos.
(c e d). animal heterozigoto muito grave com deformidade acentuada na coluna
vertebral.
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A estrutura 6ssea do animal heterozigoto assintomatico se mostrou normal em uma
primeira analise visual. Entretanto, por meio da técnica de raios-X, foi possivel detectar um
pequeno desvio em sua coluna em comparagdo com o animal controle, indicando que ele deve
ser na verdade um heterozigoto com fenétipo grave (Figura 38). Os membros do animal
heterozigoto assintomatico ndo se mostram alongados como observado no animal com o
fenotipo muito grave. Este, diferentemente do assintomatico, apresenta um alto grau de
deformidade na coluna e prolongamento das patas traseiras como demonstrado na analise de

raio-X (Figura 37).

Heterozigoto (sem fendtipo)

Heterozigoto (fenotipo muito grave)

Figura 37. Anélise de Raio-X (3.0 Ms e 4.0 Kv) dos trés animais de uma segunda ninhada da
geracdo V. Animais heterozigoto assintomatico, heterozigoto positivo (fenotipo muito
grave) e controle da segunda. ninhada da geragdo V de animais 129/Sv mgA'™™™° (ver
Figura 36).
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Diversos tecidos desses animais foram submetidos a analise histoloégica. Nos
fragmentos corados com Hematoxilina-Eosina (HE) de globo ocular, miocéardio, aorta e
figado n3o foram observadas alteragdes morfoldgicas quando comparados os animais
heterozigotos ¢ o selvagem. Ja nos pulmdes dos dois heterozigotos, foi observado
alargamento acentuado dos espagos aéreos distais ao bronquiolo terminal, acompanhado por
destruicdo de paredes alveolares e sem fibrose evidente, compativel com um quadro de
enfisema pulmonar (Figura 38a, 38b, 38c, 38d, 38¢ ¢ 38f). Um outro animal heterozigoto,
sacrificado aos 8 meses de idade com fendtipo grave, apresentou também alargamento,
espessamento ¢ destrui¢do dos septos alveolares, que estavam preenchidos por células
inflamatorias e/ou deposicao de material réseo e amorfo, assemelhando-se a fibrose (Figura

38g e 38h).
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Figura 38. Fotomicrogafias de cortes histolégicos de pulmées de camundongos 129 mgA'>*™. (a
e b) Pulmdo de camundongo selvagem com 3 meses de idade (HE, objetiva 4x e 10x,
respectivamente); (C € d) Pulmio de camundongo heterozigoto muito grave com 3 meses
de idade (HE, objetiva 4x e 10x, respectivamente); (e e f) Pulmdo de camundongo
heterozigoto assintomatico aos 3 meses de idade (HE, objetiva 4x e 10x,
respectivamente); (g € h) Pulmao de camundongo heterozigoto grave com 8 meses de
idade (HE, objetiva 4x e 10x, respectivamente);
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Na sexta geragio de animais 129/Sv mgA'™™™° 99.22% do genoma ¢ de origem

loxPneo

129/Sv, o que pode ser considerado uma linhagem 129/Sv mgA congénica (Tabela 3).

Tabela 4. Composicdo relativa do genoma das diferentes geracées de animais129/Sv mgA'>F"®
visando o estabelecimento de uma linhagem 129/Sv mgA'”*"™® congénica.

Linhagem CD- 1{ %) 12948+ (%)
Quimera 100

Juimera x CD-1 a0
129/8v - F1 75
129/8v - F2
129/8v - F3
129/8v - F4
129/8v - F5
129/8v - F6
129/8v - F7
129/8v - F8
129/8v - F9
129/8v - F10
129/8v - F1
129/8v - F12
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4.4. Linhagem C57BL/6 mgA'>"®

A linhagem C57BL/6 mgA'>*™® foi estabelecida através de retro-cruzamentos (Figura

39). Os animais heterozigotos observados da geragao II até IX ndo apresentaram alteragdes

" 40 [P OO L]
m OO0Q @@ 40
" 4010 @ Q@D

Figura 39. Heredograma da linhagem C57BL/6 mgA'”*™. Macho selvagem (L]); Fémea selvagem

(); Macho heterozigoto assintomatico (lf); Fémea heterozigota assintomética (‘@).
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. . . . loxP ~
Foram feitos cruzamentos entre animais heterozigotos C57BL/6 mgA ™ "™ da geragio
IX visando a obtencdo de animais homozigotos viaveis. Alguns animais foram gerados,
entretanto nao sobreviveram mais de uma semana (Figuras 42 e 43). Os animais heterozigotos

ndo apresentaram qualquer alteragdo fenotipica caracteristica da SMF.

I1

Figura 40. Heredograma da primeira ninhada obtida a partir do cruzamento entre dois animais
heterozigotos C57BL/6 mgA'™™™° da geracdo IX (Macho A e fémea A). Macho
selvagem (UJ); Fémea selvagem (C); Macho heterozigoto sem fenétipo (l); Fémea
heterozigota sem fendtipo (‘“#); Animal homozigoto morto com sexo indefinido (#).

1 ETO
[
11 #
1 2 3 & T 8
Y dias 6 dias

Figura 41. Heredograma da segunda ninhada obtida a partir do cruzamento entre dois animais
heterozigotos C57BL/6 mgA'™®™ da geragdo IX (Macho B e fémea B). Macho
selvagem (C]); Fémea selvagem (:); Macho heterozigoto sem fenotipo (ll); Fémea
heterozigota sem fenétipo (‘“); Animal homozigoto morto com sexo indefinido (#).
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Na oitava geragdo de animais C57BL/6 mgA'™™°, 99.61% do genoma ¢ de origem

loxPneo

C57BL/6, o que pode ser considerado uma linhagem C57BL/6 mgA congénica (Tabela

4y .

Tabela 5. Composic&o relativa do genoma das diferentes geracdes de animais C57BL/6 mgA'>*"®

visando o estabelecimento de uma linhagem C57BL/6 mgA'™™™® congénica.
Linhagem 129/Sv + CD-1( %) C57 (%)
Ouimera 100 0
C57-F1 S0% 50
C57-F2 25 75
C57- F3 12.5 i
C57- F4 6,25 9275
C57-F5 3125 Q6 875
C57- F6 1.56 s 44
C57-F7 078 99 22
C57- F8 029 9961
C57- F9 0.1% 99 81
C57- F10 0.0%9 99 91
C57-Fl 0.04 99 96
C57- F12 0.02 99 98

A tabela 5 resume o nimero de animais gerados nos cruzamentos entre heterozigotos

em um background congénico C57BL/6. As freqiiéncias observadas de animais selvagem
(+/+), heterozigoto (+/-) e homozigotos mutantes (-/-) na prole discrepam apenas
marginalmente dos esperados 1/4: 1/2 : 1/4: [qui-quadrado (2 q.1.) = 6,23; P < 0.05],

provavelmente devido ao tamanho pequeno da amostra.
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Tabela 6. Resultado do cruzamento entre animais heterozigotos (background C57BL/6).

Geraciies

Nelvagem

Heterozigoto

Homozigoto

1° Familia (IX)

1

1

2° Familia(IX)

5

1

Total

6

2

Soma Total

4.5. Recombinacdo mediada por Cre

O clone USP1/19 foi tratado, in vitro, com a proteina Cre nas concentra¢des de 4 uM

e 8 uM, visando a retirada do cassete neo flanqueado em ambas as extremidades pela

seqiiéncia loxP. O DNA das células tratadas foi analisado por Southern blot utilizando-se a

enzima de restricdo BamHI e a sonda I (Figura 42a). Os dados obtidos apresentaram duas

bandas no controle células USP1/19 ndo expostas a agdo da proteina Cre, uma banda referente

ao alelo normal de 21 kb, e outra correspondente ao alelo alterado Fbn1lmgA™®"® de 12 kb. J4

as células tratadas com Cre apresentaram além daquelas duas bandas, uma banda de 11.5 kb

que corresponde ao alelo Fbn1™4®™ cem a presenca do cassete de expressdo Neo,

denominado de Fbn1™““RE (Figura 42b).
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Figura 42. Analise das células tratadas com Cre. (a) Estrutura dos alelos Fbn1 selvagem (Fbn1""),
FbnimgA'™™™° ¢ FbnlmgA“*E.(b) Southern blot das amostras obtidas a partir do clone
USP1/19, controle positivo, ¢ das células USP1/19 apos sofrerem a agdo da proteina Cre
nas concentracdes 4 uM e8 puM. Apos a digestdo com a enzima de restricdo BamHI e
marcagdo com a sonda I observamos bandas de 21 kb (alelo Fbn1"), 12 kb (alelo
Fbn1meAloxPreey o 11 5 kb (alelo Fbn1™4CRE),

&
£
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A presenga de uma banda de 12 kb nas amostras apos o tratamento com Cre,
demonstrou que nem todas as células ali presentes tiveram o cassete de expressdo Neo
retirado. Assim sendo, foi necessario fazermos sub-cultivos destas células de forma a
selecionarmos apenas as colonias onde houve a recombinacdo mediada pela a¢do da proteina
Cre.

As células tratadas com 4 uM de Cre foram plaqueadas em baixa densidade e 65
colonias foram isoladas e plaqueadas na presenca e auséncia de G418 para se identificar
aquelas sensiveis a neomicina. Por este método, obtivemos 15 coldnias que provavelmente
haviam perdido o gene neo por meio da ac¢do do sistema Cre-loxP.

As 15 colonias sensiveis a G418 obtidas tiveram o seu DNA analisado por Southern
blot com a enzima HindIIl e sonda III (Figura 43). Em 14 coldnias (sc 1 a sc 14) foram
observados dois fragmentos, um de 8.4 kb correspondente ao alelo normal Fbn1" e o outro de
4.4 kb referente ao alelo Fbn1™““"E, Entretanto, em uma das colénias a qual denominamos sc
15, obtivemos fragmentos de 8.4 kb e 6.2 kb que correspondem aos alelos Fbn1" e
Fbn1m941Pe0 pespectivamente. Estes dados demonstram que dentre os 15 subclones obtidos,

apenas o subclone 15 ndo perdeu o cassete neo. Desta forma foi possivel selecionar as 14

colonias (21.5%) que haviam perdido o cassete neo devido ao tratamento com a proteina Cre.
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Figura 43. Analise dos subclones tratados com Cre.

¥

(a) Estrutura dos alelos Fbnl selvagem

(Fbn1"), FbnlmgA'>™ ¢ FbnimgA“RE. (b) Southern blot das amostras obtidas a partir
dos 15 subclones tratados com 4 puM de proteina Cre. Os subclones de 1 a 14
apresentaram os fragmentos de 8.4 kb (alelo Fbn1") e 4.4 kb (Fbn1™“°"%)  esperados
ap6és a acdo da enzima HindIIl e hibridiza¢do com a sonda IIl (barra vermelha). O

Subclone 15 apresentou uma banda de 6.2 kb (Fbn
que ainda contém o cassete Neo.

1mgAonPneo

) correspondente a seqiiéncia
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1MI4CRE  foram analisados

Os 14 subclones obtidos contendo o alelo Fbn
citogeneticamente de forma a avaliar a estabilidade do nimero cromossomico, tendo em vista
0 seu uso geracao de quimeras vidveis. Dentre todos os 14 subclones analisados, apenas os
subclones 7, 12 e 14 apresentaram uma boa estabilidade do caridtipo, ou seja, mais de 75%

das metafases destes subclones apresentaram 40 cromossomos o que permite sua utilizagdo no

processo de agregacao (Figura 44).
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co scl sc2 scd scd scS sch se7 sc8  se9 scl0 sell scl2 scld scld sclS

Figura 44. Andlise cariotipica dos subclones tratados com Cre. Porcentagem de células com
nimero normal de cromossomos em cada subclone obtido apds o tratamento do clone
USP/19 com a proteina Cre. CO: Clone original USP/19 antes do tratamento com a
proteina Cre; sc: subclone.

Os subclones 7, 12, 14 e 15 juntamente com os clones USP1/19 e USP1 foram
analisados quanto ao nivel de expressdo do alelo mutado do gene Fbnl em relagdo ao alelo
normal no décimo primeiro dia de diferenciacdo celular por meio da técnica de PCR em
tempo real. Os subclones 7 e 14 apresentaram uma maior expressao do alelo mutado em
comparagdo ao subclone 15 e ao clone USP1/19, que apresentaram o mesmo nivel de

expressao daquele alelo (Figura 45).
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Figura 45. Andlise da expressdo do alelo mutado do gene Fbnl por PCR em tempo real. Branco:

controle sem cDNA. Sc: subclone. A expressdo no clone USP1/19 foi considerada 1.
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V. DISCUSSAO

A Sindrome de Marfan se caracteriza por ser uma doenca multi-sist€émica do tecido
conjuntivo que apresenta um alto grau de variabilidade clinica tanto intra como interfamiliar.
Sendo uma patologia relativamente freqiiente em humanos, que apresenta uma consideravel
morbidade e mortalidade especialmente devido a complicacdes cardiovasculares, a SMF tem

sido alvo de diversos estudos tanto clinicos como moleculares.

Atualmente o animal mais utilizado para a constru¢cdo de modelos experimentais para
o estudo de doengas genéticas humanas ¢ o camundongo. Tal fato se deve a sua grande
semelhanga, tanto a nivel genético como fisioldgico, com os seres humanos. Adicionalmente,
o fato de ter um periodo curto de gestacao, cerca de 20 dias, atingir a sua maturidade sexual
em aproximadamente 40 dias e gerar grandes ninhadas facilita seu uso como animal
experimental. Além disso, a capacidade de se manipular o genoma do camundongo faz deste

o melhor modelo a ser utilizado nos dias atuais.

Diferentes técnicas vém sendo propostas visando a obtencdo de um modelo ideal para o
estudo de uma determinada patologia, sendo os animais knockout, knockin e transgénicos os

mais utilizados atualmente.

O presente trabalho teve como objetivo especifico a geragdo, por meio da técnica de
recombinagdo homoéloga em células ES, de um animal experimental para a SMF no qual a
interagdo entre a fibrilina-1 truncada e a normal resultaria, segundo o modelo dominante-
negativo, em um animal com o fendtipo relacionado a patologia. Desta forma, teriamos em

nosso laboratorio um modelo in vivo para o estudo da SMF.
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5.1. Recombinag¢do homologa em células ES

A 1idéia inicial deste trabalho se baseou nos dados obtidos através da geracdo de
animais mgA, no qual a substitui¢do dos exons 19 a 24 do gene Fbnl por um cassete de
expressdao do gene da neomicina (neo) resultaria na delecdo em fase de 272 nucleotideos do
mRNA, produzindo desta forma uma proteina truncada. Esta, segundo o modelo dominante-
negativo (Bonadio et al., 1990; Dietz et al., 1993), interagiria com a fibrilina-1 normal
resultado no fendtipo. Entretanto, inesperadamente os animais mgA heterozigotos nao
apresentaram nenhum fenoétipo. Os resultados obtidos por Northern blot mostraram uma
diminui¢do de cerca de 10% dos niveis de mRNA em animais homozigotos. Os dados
sugeriram que a redugio na expressdo do mRNA do alelo Fbnl mutante (Fbn1™) se devesse
a interferéncia do cassete Neo no processamento daquele transcrito (Pereira et. al., 1997;
Pereira et al., 1999).

Baseado nesta hipotese, seqiiéncias loxP foram introduzidas em ambas as
extremidades do cassete neo no vetor de recombinacdo homologa de forma a possibilitar a
retirada do mesmo por meio do sistema de recombinacdo Cre - loxP (Sauer e Henderson,
1988; Chambers, CA, 1994), resultando teoricamente em uma maior expressdo do alelo
mutado .A andlise por Southern blot dos 363 clones das células USP1 transfectadas, obtidos
apos a selecdo com 350 pg/ml de G418, revelou que em dois deles ocorreu a recombinagao
homologa da forma esperada.

A freqiiéncia de recombinacdo homologa neste experimento foi de 1 clone
recombinante em 181 clones neo-resistentes, ou seja, aproximadamente 0.5% de eficiéncia.
As freqiiéncias descritas de recombinacdo homdloga em células ES variam de 0.1% a 10%, e
dependem de diversos fatores, entre eles caracteristicas desconhecidas do locus alvo. Um
fator importante para o aumento da freqiiéncia de recombinagdo homdloga ¢ o tamanho das

regides de homologia do vetor com seqiiéncias do gene alvo, que em conjunto devem ter pelo
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menos 7-8kb (Thomas e Capecchi, 1987). O vetor de recombina¢do homoéloga mgA'**F"*°
possui 10.9 kb de homologia com o gene Fbnl. Além disso, ele foi construido a partir de
clones de DNA gendmico de camundongos 129/Sv, a mesma linhagem de onde foram
derivadas as células ES USP1 (Sukoyan et al., 2002). Isso elimina a existéncia de
polimorfismos entre o vetor € o gene alvo, o que pode diminuir a frequéncia de recombinacao
homologa.

Os vetores classicos de recombinacdo homologa possuem um elemento de sele¢do
negativa em uma de suas extremidades, o mais comumente usado sendo um cassete de
expressdo do gene da timidina quinase (tk) (Capecchi, 1989a). A presenca desse cassete
permite a selecdo dupla das células transfectadas com neomicina e gaciclovir, que ¢ toxico
somente na presenca da timidina kinase. Como o evento de recombinacdo homoéloga deve
eliminar o cassete tk na extremidade do vetor, as células recombinantes serdo resistentes a
gaciclovir, ao contrario daquelas onde o vetor se inseriu aleatoriamente que devem manter tk
intacto e serem sensiveis a droga. Assim, a selecdo dupla, positiva (neo) e negativa (tk),

. A . loxP:
teoricamente aumenta a freqiiéncia de clones recobinantes. O vetor mgA ™"

nao possui um
elemento de selecdo negativa. Optou-se por simplificar a constru¢do do vetor omitindo a
clonagem de tk no mesmo, e aumentar o niimero de colonias de células ES resistentes a
neomicina analisadas. A freqliéncia de aproximadamente 0.5% de colonias positivas
demonstrou que esta estratégia ¢ adequada e que a sele¢ao negativa ndo ¢ fundamental para se
identificar colonias de células ES onde ocorreu a recombinag¢ao homologa.

Os resultados da analise mais detalhada da estrutura dos alelos recombinantes nos
dois clones mostraram que em um deles o padrio de bandas ndo foi o esperado, sugerindo que
ocorreu um erro no processo de recombinagdo homologa da extremidade 3 do mesmo. Esse

resultado refor¢a a necessidade de se averiguar a estrutura do alelo recombinante com

diversas enzimas de restri¢do e sondas, uma vez que a recombinagdo homodloga pode ocorrer
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de forma diferente da prevista. De fato, a linhagem mgR foi derivada de um evento de
recombinagdo homologa alterado na regido 3’ do vetor mgA, que visava a substituicdo dos
exons 18-24 de Fbnl pelo cassete neo (Pereira et al., 1999). Em vez disso, aqueles animais
possuem somente a inser¢do de nNeo no intron 17, sem a delegdo de nenhum exon de Fbnl
(Figura 13).

O clone USP1/19 foi analisado citogeneticamente de forma a determinarmos o grau de
estabilidade do seu numero cromossdmico normal (2n = 40 cromossomos). Esta analise se faz
necessaria, pois anormalidades no nlimero cromossomico das células ES estdo associadas a
uma diminuicdo na capacidade das mesmas de colonizar as células germinativas em quimeras
(Longo et. al., 1997; Liu et. al., 1997). Longo e colaboradores (1997) mostraram que a
instabilidade do caridtipo, e ndo a perda da totipoténcia, ¢ a principal responsavel pela baixa
contribui¢do das células ES para a linhagem germinativa em quimeras (Longo et. al., 1997).

Apo6s a contagem de 100 metafases, obtivemos 81 metafases com 40 cromossomos.
Trabalhos anteriores sugerem que 50% a 60% de metafases anormais, resultam na
impossibilidade da contribuicdo destas células para a linhagem germinativa (Longo et. al.,
1997; Suzuki et. al., 1997). Desta forma, o clone USP1/19 que apresentou 81% de metafases

mostrou ser citogeneticamente viavel para a geragdo de quimeras.
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5.2. Geracdo do modelo animal mgA'>"°

O clone USP1/19 foi utilizado nos experimentos de agregagdo visando a obtencdo de
quimeras. O fato de termos utilizado o processo de agregacdo das células USP/19 com os
blastomeros das morulas, em vez injecdo das células no blastocisto, se deve ao fato de no
processo de agregacdo podermos trabalhar com um nimero maior de embrides, aumentando
desta forma, a nossa chance de sucesso. Além disso, essa metodologia dispensa o uso de
equipamentos mais sofisticados.

A eficiéncia de desenvolvimento das moérulas agregadas com as células USP1/19 em
blastocistos foi de aproximadamente 66% . Ja o fato de termos obtido animais quiméricos em
dois experimentos em onze realizados, 18% de eficiéncia, se deve a diferentes fatores que
podem estar influenciando no processo de obtencdo das quimeras. Estes fatores podem ser
identificados durante o cultivo, transferéncia ou/e gestacao do embrido.

A degeneracdo do embrido pode ocorrer devido a diferentes fatores durante o cultivo,
dentre os quais temos: a manipulacdo da morula antes do cultivo/transferéncia, ou seja,
excessiva exposi¢cdo ao acido Tirode para remocdo da zona pelicida; condi¢des inadequadas
de cultivo (meio de cultura contaminado ou com o pH desfavoravel, temperatura instavel da
estufa, pouca umidade da estufa); nimero excessivo de células ES na agregacao.

Na transferéncia, a degeneragdo do embrido pode ocorrer devido aos seguintes fatores:
muito tempo de manipulacdo no momento da transferéncia; sangramento na hora de coloca-
los no ttero, que ¢ considerado toxico devido a resultar em reagdes imunologicas; perda dos
embrides na hora de coloca-los no utero; ma condicao uterina devido a infecgdes e/ou niveis
hormonais.

No que se refere a gestacdo, a perda pode se dar devido a problemas relacionados a
receptora, assincronia entre o desenvolvimento uterino e embrionario, niveis inadequados de

progesterona, fatores de estresse e por ultimo infecgdes ou qualquer outra questdo de satde.
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Ao todo obtivemos quatro quimeras mgA'***"

, as quais apresentaram variacoes de
10%, 50%, 90% e 100% em seu quimerismo. O animal com 100% de quimerismo apresentou
menor tamanho, dificuldade de locomocgdo, acentuado desvio na coluna (escoliose),
prolongamento das patas traseiras e constante tremedeira, o que sugere que o fato da quimera
ser praticamente 100% constituida de células USP1/19 resulta em um feno6tipo muito grave
levando a morte do animal. Em oposicdo a este quadro temos o animal com 10% de
quimerismo, que ndo apresentou nenhum fendtipo aparente. Estes dados sugeriram que a

< loxP
mutagdo mgA ™"

se manifestaria em heterozigose.

A substituicdo dos exons 19 a 24 pelo cassete neo poderia gerar um processo de
splicing inesperado do transcrito do gene Fbnl. Por meio do sequenciamento de produtos de
RT-PCR dos alelos Fhn1M41*P™ o Ehn1" foi possivel determinar que o processamento do
mRNA do alelo mutante ocorreu como previsto, unindo as sequéncias dos exons 18 e 25 sem

haver alteracdo no quadro de leitura. Estes dados sdo compativeis com os obtidos nos animais

mgA (Pereira et. al., 1997).

5.3. Variabilidade fenotipica

Os primeiros animais mgA'”™° heterozigotos nio apresentaram nenhum fenétipo
aparente, equivalente aos animais mgA (Pereira et al., 1997). No entanto, nas geragdes
subseqiientes foram observados alguns animais heterozigotos que apresentavam um fenotipo
grave, caracterizado por deformidades na coluna. Esses animais continham diferentes
contribui¢des dos genomas das linhagens 129/Sv (isogénica) e CD-1 (ndo isogénica). Essa
dramatica variabilidade na expressdo do fendtipo nos heterozigotos poderia ser devido ao
background genético heterogéneo dos animais. Os resultados daqueles primeiros cruzamentos
sugerem que um aumento do background 129/Sv pode estar relacionado ao surgimento do

fenotipo.

118



Para testar essa hipotese, o alelo FbnlmgA'®F™ foi colocado nos backgrounds
isogénicos C57BL/6 e 129/Sv, de forma a estabelecer as linhagens congénicas C57BL/6
mgAloxPneo e 129/Sv mgAloxPneo‘

A linhagem 129/Sv mgA'>*™® se caracterizou por apresentar individuos heterozigotos
com diferentes graus de severidade no fenotipo em todas as geragcdes. A medida que a
contribuicdo do genoma derivado da linhagem 129/Sv aumentou, todos os heterozigotos
apresentaram o fenotipo (Figura 35). Uma das caracteristicas mais marcantes em relacao aos
animais afetados s3o os diferentes niveis de escoliose que semelhante aos humanos,
apresentou os graus mais caracteristicos de média e grave, estando a primeira presente em
animais graves e a segunda em animais muito graves. Outro fato de relevancia ¢ caracteristica
progressiva da escoliose em todos os animais afetados estando mais bem definida nos animais
heterozigotos graves. Nestes, a expressdo do fendtipo tem seu inicio determinado com cerca
de cinco meses estando definitivamente estabelecido com oito meses de vida. Assim, os

loxPneo

animais 129/Sv mgA sdo um modelo animal para o estudo da progressio das
manifestagdes d6sseas da SMF, onde poderdo ser estudados fatores que controlam o
crescimento 0sseo.

Diferentemente dos animais mgA (Pereira et. al., 1997) e mgR (Pereira et. al., 1999), o
modelo 129/Sv mgA'™"™° expressa o fen6tipo nos heterozigotos, melhor reproduzindo o que
acontece na SMF. Além disso, os animais 129/Sv mgA'™*™° homozigotos, diferentemente dos
modelos mgA e mgR, ndo nascem com a freqiiéncia esperada, o que indica que a mutagdo em
homozigose ¢ letal no periodo pré e neo-natal. Essa diferenga entre os fenotipos dos animais
mgA e 129/Sv mgA'*P™ foi surpreendente, uma vez que os respectivos alelos mutantes
diferem somente pela presenca de duas sequéncias loxP flanqueando o cassete neo no ultimo
modelo. Porém, o alelo Fbn1™“ esta no background C57BL/6, ¢ nunca foi colocado no
background 129/Sv. A variabilidade de fenétipos de camundongos knockout em diferentes
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backgrounds isogénicos esta bem documentada, e pode ser a causa da diferenga observada
entre os dois modelos (Threadgill et. al., 1995; Rozmahl et.al., 1996). De fato, como o modelo
mgA, a linhagem C57BL/6 mgA'**™™® nio apresentou fenotipo detectavel nos heterozigotos.

A variabilidade do fendtipo dos heterozigotos entre as duas linhagens congénicas

loxPneo

mgA reproduz a variabilidade intra-familial observada na SMF, onde a mesma mutacdo
pode causar quadros clinicos distintos dentro de uma familia. Essa variabilidade intra-
familiar indica a existéncia de genes modificadores do fenétipo da SMF.

A expressdao diferenciada, em modelos murinos, de um determinado fenotipo em
backgrounds distintos, esta directamente relacionada a atuagdo de genes modificadores, os
quais podem modular a penetrancia, dominancia, pleiotropia ou expressividade dos genes. Os
efeitos fenotipicos resultantes desta interagdo entre genes podem ser classificados como mais
ou menos severos, novos, inalterados ou epistaticos (Nadeau, 2001; Nadeau, 2003). A
diferenca de fendtipos entre os animais 129/Sv mgA' ™™ ¢ C57BL/6 mgA' ™™ se deve
provavelmente a diferencas no genoma de ambas as linhagens, causadas pela distancia
genética existente entre elas (Beck et. al., 2000). Vale ressaltar que analises mais detalhadas
dos animais C57BL/6 mgA'”*™™° podem revelar fenotipos ndo detectados pelas analises
superficiais realizadas. Mesmo assim, estes resultados indicam que no background isogénico
C57BL/6 existam alelos atenuantes do fendtipo Marfan.

A pesquisa de genes modificadores visa identificar um conjunto de genes cujos alelos
sdo responsaveis pela modulagdo quantitativa de um fendtipo conferido por uma mutagdo
monogénica. Dadas as dificuldades de se desenvolver esses estudos em humanos, modelos
animais sdo ferramentas fundamentais para a identificagdo desses fatores. Assim, fatores
genéticos identificados em camundongos podem fornecer genes candidatos ao estudo em

humanos ou, ao menos, indicar vias metabdlicas e de processos fisioldgicos que tenham uma

probabilidade importante de serem conservadas entre as duas espécies (Panthier, 2003).
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Os resultados aqui descritos mostram claramente uma diferenca na expressao do
fenotipo patologico entre as linhagens C57BL/6 mgA' ™™ e 129/Sv mgA'™**".  Assim, essas
duas linhagens sdo modelos adequados para a identificagdo de genes modificadores do
fenotipo da SMF.

Alguns candidatos a genes modificadores incluem o proprio gene Fbnl e genes
envolvidos nas vias de sinalizagdo do TGF-B. Judge e colaboradores (2004) demonstraram
em camundongos transgénicos que a expressao de altos niveis de fibrilina-1 normal revertiam
o efeito fenotipico de uma mutacdo no gene Fbnl, indicando um papel importante da
haploinsuficiéncia na patogénese da SMF (Jidge et al., 2004). Assim, podemos levantar a
hipotese de que diferentes niveis de expressdo do gene Fbnl nas as linhagens C57BL/6 ¢
129/Sv possam estar envolvidos na variabilidade do fendtipo entre as duas linhagens.

Finalmente, Neptune et al. (2003) identificaram um papel importante da fibrilina-1 na
regulacdo dos niveis de TGF-f livre na matriz do pulmdo do modelo mgA, o que levava a
desregulacdo de sinalizagdo por esta molécula e apoptose naquele 6rgdo nos animais
mutantes. Consistente com estas observacdes no camundongo, recentemente foram
identificadas mutagdes causadoras da SMF nos genes TGFBR1 e TGFBR2, codificadores dos
receptores TGF-B1 e TGF-B2, do fator de transcricdo TGF-B (Mizuguchi et al., 2004; Loeys et
al., 2005). Em conjunto, esses trabalhos abrem novas perspectivas para o envolvimento de
diferentes mecanismos de patogéneses envolvidos na SMF, que podem ser testados nos

. . loxP:
modelos animais mgA ™",

5.4. Achados histoldgicos
Apesar de preliminar, a analise histologica da aorta ndo detectou anormalidades em
dois animais heterozigotos (um com o fen6tipo grave e o outro muito grave). Pacientes com a

SMF apresentam lesdes focais na camada média da aorta, caracterizada por fragmentagdo das
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fibras elasticas e diminuicao da quantidade de elastina. Achados similares foram encontrados
na aorta de animais mgA (Pereira et al., 1997) e, mais recentemente, em um outro modelo
animal para SMF contendo uma mutacdo missense que leva a substituicdo da cisteina na
posi¢do 1039 por uma glicina (C1039G) (Judge et al., 2004). Esse modelo manifesta a
doenca em heterozigose, apresentando um fenotipo 6sseo e vascular. Porém, além do
fendtipo dsseo ser mais leve do que o do modelo 129/Sv mgA™*™°, o0 modelo C1039G tem
sobrevida normal. Sera importante realizar uma analise mais detalhada dos vasos dos animais
129/Sv mgA'”"™° que m geral apresentam um fendtipo mais grave do que os C1039G. E
interessante notar que a muta¢do C1039G se encontra no background C57BL/6.

A analise histologica do pulméo de dois animais heterozigotos 129/Sv mgA'®"

com
fenotipo muito grave e grave sacrificados trés meses apds o nascimento mostrou a presenca de
grandes alteragdes compativeis com um quadro de enfisema. Dados semelhantes foram

obtidos em um animal heterozigoto 129/Sv mgA'™*"°

com o fendtipo grave sacrificado com
oito meses. Neste, constatou-se também a presenga de células inflamatorias e/ou deposi¢ao de
material réseo e amorfo, assemelhando-se a fibrose.

A patogénese do enfisema pulmonar ainda ¢ motivo de discussdo e estd baseada em
duas hipoteses. A primeira hipotese conhecida como protease/antiprotease, envolve um
processo inflamatdrio inicial seguido de um mecanismo de reparo anormal do parénquima
pulmonar (Shapiro et al., 1995). Na segunda hipotese, a apoptose de células do parénquima

pulmonar é considerada como a causa primaria no enfisema pulmonar (Kasahara et al., 2000).

~ . . . . loxP
Essa questdo pode ser investigada nos animais mgA ",

JoxP
OXT® mostrou

Os resultados da analise histologica do pulmao dos animais 129/Sv mgA
que as alteragdes sdo semelhantes aquelas observadas nos animais homozigotos mgA e mgR

(Neptune et al., 2003), porém mais graves. Neptune et al. (2003) demonstraram que as
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alteragdes pulmonares nos animais mgA e mgR estdo associadas a um aumento de TGF- 3
ativo na matriz daquele 6rgdo, o que por sua vez parece ser causado por uma menor
quantidade de fibrilina-1 presente na matriz extracelular.

Através da administragdo de anticorpos anti-TGF- in Utero em fémeas gravidas, os
autores conseguiram reverter o fendtipo pulmonar na prole. Os resultados mostraram que a
deficiéncia de fibrilina-1 normal pode levar a alteragdes no desenvolvimento pulmonar
através de um mecanismo alterado de ativacdo e sinalizagdo do fator de crescimento TGF- 3
(Neptune et al., 2003). Serd interessante averiguar se a estratégia de neutralizacdo de TGF-f3
ativo terd o mesmo efeito terapéutico nos animais heterozigotos mgA'®™°, que sdo um

modelo dominante da SMF mais proximos da doenga em humanos.

5.5. Alelo Fbn1MICRE

loxP: . .
A" partiu da premissa que a

A constru¢do do vetor de recombinagdo homoéloga mg
presenca do cassete neo no intron 18 do gene Fbnl de alguma forma interferia no
processamento do seu mRNA levando a baixa expressdo do alelo mutado, e que a eliminagao
desse cassete restauraria o nivel de expressao deste (Pereira et al., 1997; Pereira et al., 1999).
Para isso, as células USP1/19 foram tratadas com a proteina Cre dando origem a 15 subclones
onde o cassete neo foi eliminado.

A anélise citogenética dos subclones identificou aqueles que possuiam uma grande
propor¢ao de células com numero cromossdmico normal [subclones 7 (94%), 12 (79%) e 14
(85%)]. Todos eles foram capazes de formar corpos embridides complexos apds 8 dias de
diferenciagdo in vitro. Em conjunto, esses dados indicam que esses subclones sdo adequados
para a geragdo de quimeras.

loxPneo

A expressdao dos alelos mgA e mgA“®* foi comparada nos clones de células ES

heterozigotos para cada alelo. Como o gene Fbnl ndo se expressa em células ES
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indiferenciadas, a diferenciacdo dessas foi induzida através da formacdao de corpos
embridides. Tendo em vista o fato da populacdo celular presente nesses corpos nao ser
homogénea, ou seja, em um clone pode ter ocorrido a diferenciacdo de 70% das células
enquanto em outro ocorreu uma diferenciacdo de 40%, utilizou-se o alelo normal do gene
Fbnl como normalizador. Desta forma, apenas as células que estdo expressando a fibrilina-1
foram incluidas na andlise. Os resultados do PCR em tempo real mostraram que apds a
eliminagdo de neo pela recombinagdo mediada por Cre, o nivel de expressao do alelo mutado
aumentou em aproximadamente 50% em células diferenciadas de dois subclones
recombinantes, confirmando in vitro aquela hipotese.

Apesar do alelo FhnmedloxPneo

, contendo neo no intron 18, exercer um efeito
dominante-negativo causando um fenétipo grave quando em heterozigose nos animais
129/Sv, nos animais C57BL/6 heterozigotos ele ndo parece ter nenhum efeito fenotipico,
como era esperado. Nesses animais, a eliminacdo do cassete Nneo por recombinagdo mediada
por Cre podera levar a uma maior expressdo do alelo mutado, como demonstrado in vitro, , e
ao surgimento de fendtipos nos heterozigotos. Esse sistema permitirda também a indugdo da
recombinagdo mediada por Cre em tecidos especificos, através do cruzamento do modelo
C57BL/6 mgA™° com animais transgénicos com expressio tecido-especifica de Cre (uma
lista desses animais pode ser acessada em http://nagy.mshri.on.ca/PubLinks/indexmain.php).
Assim, os diferentes fenodtipos associados aquela mutacdo no gene Fbnl poderdo ser
estudados separadamente nos modelos animais. Isso pode ser particularmente interessante

para o estudo da progressdo prolongada das manifestagdes Osseas sem envolvimento

cardiovascular ou pulmonar.
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VI. CONCLUSOES

Através da recombinagdo homodloga em células ES, foi gerado um modelo animal

loxPneo

dominante para a SMF, mgA , que apresenta manifestagdes dsseas e pulmonares
da sindrome nos heterozigotos. Este ¢ um modelo adequado para o estudo da
progressao dessas manifestacdes e para o teste de novas estratégias terapéuticas para a
SMF;

Em contraste com animais 129/Sv mgA'®™® | animais C57BL/6 mgA'™™®° nio
apresentam fenotipo, reproduzindo assim a variabilidade clinica intra-familiar

loxPneo

caracteristica da SMF. Isso torna o modelo mgA um sistema experimental
adequado para a identificagdo de genes modificadores do fenotipo Marfan;
A elimina¢do de neo do alelo Fbn1™4®™ Jeva a0 aumento de expressdo desse, e

poderda ser induzida em tecidos especificos nos animais C57BL/6 mgA ™™™,

permitindo a analise de fenotipos isolados.
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