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Resumo:

Um projeto de colaboracio entre o Laboratério de Genética Animal e Humana do
ICB/UFMG e o Biotério de Experimentacdo do Depto. de Imunologia do ICB/USP buscou
induzir mutagées em camundongos com a utilizacdo de ENU (etil-nitroso-uréia), que gera
mutacdes pontuais em regido aleatdria no genoma.

O projeto Camundongo como organismo modelo: Indu¢do de novas mutacgdes
gerou 11 mutantes com fenotipos caracteristicos e marcantes dentre eles o careca (carc)
(Massironi at. al. 2006). Essa mutacao isolada na linhagem isogénica BALB/c se caracteriza
por ser autossdmica recessiva. Os animais mutantes apresentam pelagem defeituosa,
rarefeita, além de problemas na pele, rins e linfonodos.

O presente trabalho teve como objetivo mapear o gene causador do fenotipo carc,
considerando a regido delimitada e a disponibilidade de marcadores do tipo
microssatélite, SNP e in-del.

O mapeamento genético a alta resolucdo proveniente da genotipagem de 783
animais com 15 marcadores microssatélites polimorficos, pdde posicionar o locus careca
no cromossomo 7 num intervalo gendmico de 5,56 megabases compreendido entre os
marcadores D7Mit105 e D7Mit304.

Dentre os genes conhecidos neste trecho, o gene Fgfir2 (fibroblast growth factor
receptor 2) foi considerado o candidato mais imediato, j4 que participa ativamente da
diferenciacido epidérmica no embrido. Além disso, animais knockouts para Fgfr2 mostram
intensa correspondéncia fenotipica com o mutante carc.

O gene Fgfr2 possui 19 éxons e 27 transcritos conhecidos em decorréncia de
splicing alternativo do RNA, sendo duas funcionais, Fgfr2-11lb e Fgfr2-llic (Petiot et al,
2003)

O seqlienciamento dos éxons do gene Fgfr2 e posterior alinhamento das
seqiiéncias provenientes de animais careca e normais das linhagens isogénicas BALB/c,
C57BL/6, NZB e A/] ndo permitiu identificar nenhuma mutagio nestes intervalos. Todavia
0 éxon 1 e o promotor do gene ainda nao foram seqiienciados o que nao elimina o gene
Fgfr2 como primeiro candidato para causa do fenétipo carc.
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Abstract:

A project of collaboration between ICB/UFMG's Human and Animal Genetics
Laboratory and animal facility of ICB/USP's Immunology Department sought to induce
mice mutations using ENU (N-ethyl-N-nitrosourea), which creates punctual mutations in
random areas in the genome.

The project Mice as model organism: New mutations induction created 11 mutants
with specific and marking phenotypes among them the careca (carc) (Massironi at. al.
2006). This mutation, isolated in the isogenic steam BALB/c, is defined by being recessive
autossomic heritage. The mutant animals show, besides defective and rarefied fur; skin,
kidney and linphonode conditions.

The purpose of the current project was to map the causing gene of the carc
phenotype, taking in consideration a delimited area and the microsatellite genetic
markers' availability, SNP and in-del.

The genetic mapping at high resolution, which came from the genotyping of 783
animals with 15 microsatellite polymorphic genetic markers, was able to situate the
careca locus in the 7t chromosome in a genomic range of 5.56mb comprised between the
D7Mit105 and D7Mit304 genetic markers.

Among the known genes in this interval, the Fgfr2 (fibroblast growth factor
receptor 2) gene was considerate the most immediate candidate, as it is an active
participator in the embryo's skin differentiation. Besides, FgfrZ knockouts animals show
intense phenotypic correspondence with the carc mutant.

The Fgfr2 gene has 19 exons and 27 transcripts known due to the RNA's
alternative splicing, among them two functional, Fgfr2-1llb and Fgfr2-1lic (Petiot et al,
2003).

The Fgfr2 gene's exons sequencing and posterior alignment of the sequences
obtained from careca and normal animals of the isogenic steam BALB/c, C57BL/6, NZB
and A/] didn't allowed us to identify any mutation in this intervals. However, the 1st exon
and the gene's promoter are yet to be sequenced, which doesn't eliminate the Fgfr2 gene
as the first candidate to the carc phenotype's cause.
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1. Introducao:
O desenvolvimento de tecnologias inovadoras no dmbito das ciéncias bioldgicas

permitiu uma aceleracdo nos processos de aquisicdo de conhecimento. Nos ultimos anos
as areas da genética e da bioquimica moleculares alcangaram indices de desenvolvimento
nunca vistos na historia. A existéncia de uma enorme quantidade de periddicos cientificos
especializados e um respeitavel nimero de artigos publicados periodicamente celebra a
importancia e o impacto da pesquisa cientifica sobre o cotidiano do homem. Adquirir este
tipo de desenvolvimento é crucial para compreender as causas organicas e inorganicas
envolvidas no estabelecimento das doencas moleculares no homem e nos animais,
permitindo o desenvolvimento de terapias que possam trazer a cura. Neste sentido, a
genética buscou, através de sua historia, estabelecer modelos animais apropriados para
este fim. Os camundongos ocupam uma posicdo de destaque dentre os modelos animais
disponiveis, e estudos envolvendo linhagens murinas em laboratdério vém permitindo um

intenso progresso no entendimento de mecanismos envolvidos em doencas.

A disseccdo genética utilizando o camundongo como modelo permitiu o
entendimento de varios processos bioldgicos, relacionados com o desenvolvimento, a
fisiologia e o processo de envelhecimento. O mapeamento genético por sua vez,
particularmente a estratégia fendtipo dirigida, tem relacionado indimeros fendtipos,
patolégicos ou ndo, com o gendtipo que muitas vezes encontram correspondéncia muito

intima com feno6tipos humanos.

O camundongo é uma ferramenta experimental versatil para estudos de doencas
genéticas. E de facil manipulagio e se adapta bem a condi¢des artificiais de criacdo em
laboratério, isso proporciona inimeras vantagens técnicas para a obtencdo de muitos
animais, aspecto necessario para projetos de mapeamento por recombinacdo. Varias
linhagens isogénicas estdo disponiveis e é permitida a realizacdo de cruzamentos
controlados a partir de linhagens interespecificas que normalmente geram proles viaveis e
férteis, tornando possivel a andlise de segregacdo de varios tipos de polimorfismos
(Guénet, 1998). Além disso, o homem e o camundongo compartilham o periodo de
divergéncia evolutiva mais recente, em comparacdo com outros modelos tais como
Drosophila, a mosca de frutas doméstica, e Xenopus (Guénet, 2003). Uma comparacdo dos
dados genOomicos obtidos do seqlienciamento completo dos genomas murino e humano
(Waterston et al, 2002; Lander et al, 2001) levou ao achado de que mais de 99% dos genes
em camundongos tém homdlogos no homem (Austin et al, 2004). Mais de 90% dos dois

genomas podem ser alinhados em regides de sintenia conservada entre as duas espécies. A
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proximidade gen6mica entre o homem e o camundongo é um fator marcante que incentiva
a adog¢do dos modelos murinos como meio experimental nos estudos de patologias

humanas (Perkins, 2002).

A importancia do camundongo na modelagem de doengas humanas se materializa
em inimeros mutantes murinos espontaneos e induzidos que sdo constantemente
recuperados pelos geneticistas de camundongos. A cole¢do atual de muta¢des cobre
alteragcdes em praticamente todas as classes fenotipicas. Um grande nimero de mutantes
apresenta fenétipos homdlogos aos observados em doengas humanas, que em grande
parte dos casos se estendem a nivel molecular (Guénet, 1998). Muitas mutagdes em
camundongos sdo consideradas modelos experimentais em pesquisas sobre o avanco de
quadros clinicos de doengas genéticas humanas, sendo que muitos deles tém levado a
descoberta de genes importantes envolvidos em tais enfermidades (Brown & Peters,
1996). Andlises moleculares realizadas em camundongos considerados modelos para
alcaptondria, fenilcetonuria, sindrome de Marfan, obesidade, sindrome de Down, dentre
outros, propiciaram a aquisicio de informacdes moleculares Unicas que serviram, em
muitos casos, como pecas-chave na integracdo de conhecimentos biomédicos previamente
obtidos a partir de outras fontes. Assim sendo, é possivel extrair dados bioldgicos
relevantes sobre a evolucdo de doencas adotando camundongos mutantes como

instrumentos vivos em pesquisa basica.

Historicamente, os geneticistas de camundongo tem se valido de mutacdes
espontaneas para a introducao de variabilidade genética dentro de uma populagdo a ser
estudada (Kile, 2005). O surgimento de mutacdes espontidneas por ocorrer com baixa
freqliéncia ndo é suficiente para viabilizar o uso do camundongo como organismo para o

screen genOmico.

Devido a baixa taxa de mutacdo espontanea por locus, cerca de (~5 x 10-6 per
l6cus), os geneticistas de camundongo iniciaram a busca por uma ferramenta para a
geracdo de mutantes ndo espontdneo, porém aleatéria, para a pesquisa. As primeiras
buscas se concentraram no uso do raio X que era capaz de gerar mutacdes com uma
freqiiéncia de 20 a 100 vezes maior, porém devido ao grande indice de rearranjos
cromossémicos e delecdes esse método foi rapidamente abandonado. O ENU é um
mutagénico usado desde 1970 para a geragdo de mutacdes aleatérias de ponto em
amimais de laboratdrio, foi amplamente utilizado para a geracdo linhagens para
mapeamento genético. Sua acdo mutagénica eleva a freqiiéncia de mutac¢do por lécus para

150x10-5 nas células germinativas de camundongos machos. O ENU é um agente alquilante
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que age diretamente nos nucleotideos durante a replicacdo celular, a alteracdo da base
nitrogenada causa mutacdo pontual por substituicio de base. Esse fendmeno é causado
pelo ndo reconhecimento correto da base nitrogenada pela enzima polimerase, os relatos

mais comuns sio de transvercdes A-T ou T-A ou transicdes de A-T e G-C. (Sabine, 2005)

Tendo isso em vista foi desenvolvido um projeto de colaboragdo entre o
Laboratério de Genética Animal e Humana do ICB/UFMG e o Biotério de Experimentacio
do Depto. de Imunologia do ICB/USP e que buscou induzir mutacdes em camundongos
com a utilizacdo de ENU (etil-nitroso-uréia), que gera muta¢des pontuais em regido

aleatdria no genoma.

O projeto: “O camundongo como animal modelo: Indugdo de novas mutagdes”
(Massironi et al. 2006) gerou 11 mutantes com fendtipos caracteristicos e marcantes
dentre eles o careca (carc). Essa mutacdo isolada em linhagem isogénica BALB/c se
caracteriza por ser recessiva, os animais apresentam pelagem defeituosa, rarefeita, além

de problemas na pele, rins e linfonodos.

1.1.A mutacao careca (carc)
A mutacgdo careca (carc) foi isolada em 1999 no Biotério de Experimentacdo do

Departamento de Imunologia do ICB/USP pela Prof. Dra. Silvia Massironi, ela é fruto de um
projeto denominado “Camundongo como organismo modelo, inducdo de novas mutagdes”
esse projeto tem como objetivo induzir, caracterizar e mapear mutagdes tanto dominantes

quanto recessivas.

A mutacdo, herdada de maneira autossémica recessiva, leva a alteracdes na
pelagem sendo caracterizada primariamente pelo atraso de seu surgimento em relacdo
aos animais controle, (Figura 1 a,b), sendo que os mutantes também nunca apresentaram
pelagem completa. Além disso a pelagem se mostra bastante rarefeita em torno dos olhos,
nos membros anteriores, posteriores e ventre. Alguns camundongos perdem todo o pélo
por volta dos 35-45 dias de vida e depois recuperam a pelagem defeituosa e rarefeita. A
realizacdo de outros exames evidenciou que o restante das caracteristicas fenotipicas
externas sdo normais, como o tamanho dos animais ao nascimento e ao desmame, drgios
dos sentidos, orelhas, pele, vibrissas, esqueleto, cauda, comportamento, membros e dedos.
Machos e fémeas nao apresentam diferencas fenotipicas, e ambos os géneros nos animais

carc/carc sao férteis.
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Figura 1 - A) A direita animal da linhagem co-isogénica BALB/c com fenétipo careca, a

esquerda animal BALB/c selvagem. Os animais careca com 20 dias de idade, mantém a
pelagem por, no madximo um més enquanto os animais selvagens mantém a pelagem por

10 meses. B) Animal careca com 20 dias em detalhe, apresenta fibrisas e unhas normais.

Com o intuito de detectar anormalidades nos tecidos, realizou-se um estudo
histopatoldgico envolvendo diversos 6rgdos em animais necropciados com a idade de 8
semanas. Cortes do pulmdo, rim, cérebro, tiredide e cerebelo mostraram-se normais. De
acordo com a analise da pele, os mutantes careca apresentam regides especificas sem pélo,
os cortes histolégicos da derme apresentam também mais foliculos pilosos em relagdo aos
cortes da derme de animais controle. Observou-se também alteracdo na fase de
desenvolvimento dos foliculos pilosos, na idade de 8 semanas se encontra grande
quantidade de foliculos pilosos na fase de anagénese, que é o periodo de crescimento dos
pelos, enquanto os animais BALB/c apresentam grande parte dos foliculos pilosos na fase
de telogénese, que ¢ a fase de descanso do foliculo piloso. Essa observacdo sugere que os
animais mutantes possuem ciclo do desenvolvimento do foliculo piloso anormal, com a
fase da anagénese estendida. Os cortes histoldgicos também demonstram hiperplasia e
hiperqueratose na epiderme, glandulas sebaceas exuberantes e dutos pilosos com

cornificagio e pelos mal formados.

Também foi mostrado um aumento do nimero de macréfagos. Cortes histolégicos
do rim de camundongos de trés meses mostraram um aumento da celularidade nos
glomérulos, um espessamento da membrana basal em decorréncia da acumulagdo de

material rosa amorfo que aumenta o volume do tufo glomerular e diminui o espago entre
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este e a capsula de Bowman. Este quadro é denominado glomerulonefrite membrano-
proliferativa. Nesta mesma idade, o bago apresenta hiperplasia de tecido linféide e o

figado apresenta aumento de celularidade nas regides periarteriolares.

Os linfonodos superficiais dos animais mutantes mostraram-se hipertrofiados em
relacdo aos animais normais, apesar de apresentar uma distribui¢cdo normal de células T, B
e macro6fagos. Os niveis de T3, T4 e TSH estdo sendo medidos com a finalidade de

explicitar um possivel envolvimento hormonal no fenétipo mutante.

Com base nas observagdes histoldgicas, é possivel que o mutante careca sofra de
algum problema metabdlico hormonal ou sofra de algum distirbio imunolégico envolvido

com formacdo da pelagem.

1.2.Mapeamento posicional:
De acordo com Boyd (1998), o mapeamento genético ou posicional de um gene,

também conhecido como mapeamento por recombinag¢do ou analise de ligacdo, envolve a

construcao de mapas a partir de dados obtidos pela andlise de marcadores herdados.

0 mapeamento de uma nova mutacdo necessita da elaboragdo de cruzamentos que
permitam observar uma segregacdo conjunta entre varios marcadores genéticos
polimoérficos e o gene mutado, para tanto se utiliza do cruzamento de animais selvagens e
animais mutantes de background diferentes, a prole desse cruzamento é o ponto de
partida do mapeamento posicional por recombinacdo. Duas linhagens intimamente
relacionadas podem apresentar genoma semelhante, porém podem ndo possuir
suficientes marcadores genéticos polimérficos tornando a identificagio de uma mutagio

muito mais complicado.

O conceito do mapeamento genético se baseia em isolar por marcadores
polimérficos a menor regido em desequilibrio de ligacdo, para tanto se utiliza de
marcadores genéticos com gendtipo preferencialmente conhecidos entre as linhagens de

estudo.

Um mapa genético é simplesmente uma representacdo da distribuicio de um
conjunto de loci dentro do genoma. Os loci incluidos por um investigador em qualquer
projeto de mapeamento podem ndo demonstrar relacdo com qualquer outro, ou eles
podem ser relacionados de acordo com alguns pardmetros que incluem homologias
estruturais ou funcionais ou uma designacdo cromossémica pré-determinada. Mapas de
ligacdo s6 podem ser construidos para os loci que ocorrem em duas ou mais formas

herdaveis, ou alelos. Dessa forma, os loci monomorficos — aqueles com apenas um dnico
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alelo - ndo podem ser mapeados dessa maneira. As distincias sdo medidas em
centimorgans, sendo que um centimorgan equivale a uma taxa de recombinagdo
(“crossover”) de 1%. O mapa de ligagdo é o Unico tipo baseado em andlises de cruzamento

classicas.

Mapas de ligacdo sdo gerados pela contagem do niimero de descendentes que
recebem combinac¢des do alelo parental ou alelo recombinante de um parental que carrega
dois alelos diferentes em dois ou mais loci. Andlises desses tipos de dados permitem
determinar se os loci estdo “ligados” entre si, estando eles ligados, sua ordem relativa e a

distancia relativa que os separa.

Uma designacdo cromossomica é concluida logo que se encontra um novo locus
que possui ligacdo com outro previamente designado. O termo “mapa genético” é algumas
vezes usado como um sinénimo erroneo para “mapa de ligacdo”; um mapa genético é,
atualmente, definido mais extensamente, incluindo também os mapas cromossémico e

fisico.

O processo de mapeamento pode ser dividido em dois estagios, 1) mapeamento a
baixa resolucdo cuja mutacdo pode ser isolada em um cromossomo, ou em um intervalo
cromossémico e 2) alta resolu¢do que isola um intervalo cromossémico curto em que se
pode eleger um gene candidato ou que se pode clonar ou seqiienciar toda a regido. Apesar
de flexivel, comumente se utiliza de 20 a 100 animais e um painel de 40 a cem marcadores
genéticos no primeiro estagio do mapeamento (Kile, at. al, 2005). O mapeamento a alta
resolucdo conta com a analise de centenas de animais e um painel de marcadores muito
mais denso. Como no caso em que o fen6tipo dos animais mutantes é claramente diferente
dos selvagens, portanto a definicdo do fendtipo é binaria e ndo quantitativa, o isolamento
da regido mapeada pode ser feita claramente a partir da observacdo dos dados fruto da

genotipagem dos animais.

Os microssatélites foram as primeiras ferramentas usadas em estudos de
mapeamento de grande escala nos dltimos 15 anos, por serem extremamente numerosos,
distribuidos por todo o genoma e acima de tudo por possuir cardter multi-alélico sdo
marcadores excepcionais para discriminacdo de varias linhagens, ou mesmo na
possibilidade de captura de um tnico marcador polimérfico entre linhagens intimamente
relacionadas. Um microssatélite - também conhecido como uma repeticdo de seqiiéncia
simples (SSR - Simple Sequence Repeat) - é um elemento gendmico que consiste de uma
seqliéncia de mono-, di-, tri- ou tetranucleotideos repetidas multiplas vezes num arranjo

em tandem. (Jeang & Hayward 1983)
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Os loci microssatélites de um individuo sdo quase certamente derivadas de novo,
através da chance de ocorréncia de curtas repeticdoes de seqliéncias simples que podem
ser alvo do aumento ou redu¢do no ndmero de repeticdes através de processos
estocasticos, a classe encontrada mais freqiientemente no genoma do camundongo

contém um dimero (CA)n(GT)y, e é geralmente referida como uma repeticao CA.

Apesar de todas as vantagens os microssatélites possuem uma grande limitacdo,
considerando que todas as linhagens de camundongo existentes para a experimentac¢ido
hoje derivam de apenas 3 linhagens originais, é simples imaginar que por mais derivadas
que sejam possuem ainda periodo de divergéncia muito préximo, assim, em estudos de
mapeamento utilizando linhagens isogénicas de camundongo pode-se encontrar
freqlientemente regides delimitadas sem marcadores polimorficos entre as linhagens que
se trabalha, para tanto solucionar esse problema podemos contar com pelo menos duas
estratégias, 1) alternar uma das linhagens do cruzamento na tentativa de explorar outros
microssatélites polimorficos no novo cruzamento, 2) buscar outro tipo de marcadores que

possam ainda ser potencialmente informativos no seu cruzamento inicial.

Talvez o método mais antigo e simples de se obter a genotipagem de um
microsatélite seja de eletroforese usando gel de polimero, como Agarose ou
Poliacrilamida. Essa metodologia permite observar os polimorfismos de tamanho de
fragmentos amplificados diretamente do DNA genomico, é um método extremamente
confiavel, mas demorado, principalmente quando utilizado para genotipar um grande
ndmero de animais e de marcadores. Os microssatélites como ferramenta de mapeamento
no que diz respeito a variacdo alélica, esta baseada inteiramente em diferencas no nimero
de repeti¢des presentes num arranjo em tandem ao invés de modificagdes especificas de
pares de bases. Dessa forma, a inica maneira pela qual os alelos podem ser distinguidos é
pela avaliagdo do comprimento total do microssatélite (figura 2). Isso é mais facilmente
acompanhado através da amplificacdo por PCR ao longo dos préprios microssatélites com
uma pequena quantidade da seqiiéncia flanqueadora definida em cada lado seguido por

eletroforese em gel para determinar o tamanho relativo do produto.

Indimeras ferramentas para detectar os polimorfismos de marcadores genéticos
vém surgindo nos Ultimos anos e tém tornado o processo do mapeamento genético com o

uso microssatélites ainda mais eficiente e rapido.
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Figura 2: Aspecto de um gel de agarose na detec¢ao de um polimorfismo de comprimento
de microssatélite, na canaleta 1 individuo heterozigoto para o alelo A e B, na canaleta 2
individuo homozigoto para o alelo C.

Sistemas automaticos de eletroforese por capilaridade baseados em incorporacio
de bases fluorescente, como por exemplo os equipamentos da ABI 3130 ou ABI 373, e a
evolucdo dos softwares de andlise como os GeneScan, Genotyper e GeneMapper tém
permitido aumentar rapidamente o poder de processamento das amostras e o

refinamento do mapeamento genético com maior densidade de marcadores.

Com o avang¢o dos processos de seqiienciamento e de genotipagem um novo
conjunto de marcadores surgiu nos dltimos 10 anos. O Single nucleotide Polymorphism,
(SNP), passou a ser uma ferramenta importante para estudos populacionais e de
mapeamento genético, principalmente em eucariotos. Apesar de grande maioria possuir
apenas carater bi-alélico, os SNPs sdo extremamente numerosos podendo alcancar a
freqiiéncia em regides de alta densidade de até 40 SNPs a cada 10Kb no genoma murino,

(Wade at. AL. 2002).

Identificar SNPs ou qualquer polimorfismo na constituicio de uma seqiiéncia
nucleotidica pode ser feita via sequenciamento, porém se torna invidvel economicamente
se considerarmos o nimero de animais necessarios para o mapeamento por recombinacio
e o nimero de marcadores genéticos a serem genotipados para se alcancar um bom grau
de resolugao. O SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) permitiria a deteccdo de
todo e qualquer par de bases variante numa regido do DNA com alelos maultiplos e ndo
requereria informac¢des anteriores da seqliéncia de cada alelo. Essa técnica se baseia no
fato de que mesmo mudang¢as num unico nucleotideo possam alterar a conformacio de
equilibrio tridimensional que as fitas simples assumem em baixas temperaturas. Em
condicdes de choque térmico cada fita simples assumird uma conformacdo mais
favorecida baseada no estado mais baixo de energia livre. Presumivelmente, o estado mais

favorecido é aquele em que um grande nimero de bases possa formar pontes ou ligacdes
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de hidrogénio umas com as outras, se a diferenca conformacional for suficientemente
grande espera-se que as fitas migrem em velocidades diferentes quanto submetidas a

eletroforese em gel de poliacrilamida, (Figura 3).
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Figura 3: Esquema da visualizacdo da eletroforese de um fragmento de DNA em gel SSCP.
Cada uma das fitas de DNA assume uma conformacdo tridimensional diferente
considerando sua constituicdo nucleotidica.
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O SSCP também possui limitacdo que considerando o tipo de trabalho a ser
realizado o desqualifica como técnica primaria de deteccdo, apesar de ser capaz de
capturar a maior parte dos polimorfismos de seqiiéncia, ele é incapaz de averiguar o
carater desse polimorfismo, tendo isso em vista é necessario muitas vezes caracterizar um
polimorfismo desconhecido nas linhagens parentais de um cruzamento para viabilizar o

uso do SSCP para a genotipagem em grande escala.

O Mouse Genome Database (MGD) é uma base de dados comunitaria e
compreensiva que integra informagdes genéticas, gendmicas e fenotipicas a respeito do
camundongo de laboratério. O MGI fornece informacdes detalhadas sobre genes e
marcadores genéticos; dados elementares de experimentos de mapeamento; descrigdes de
segmentos moleculares, incluindo ESTs, sondas e clones de cDNA; informagdes sobre
homologias entre camundongo e varias outras espécies de mamiferos; e descricoes
fenotipicas de mutacdes génicas, funcdo génica e linhagens de camundongos. Todos os
dados sdo confirmados por citagdes e estdo disponiveis também ilustracdes graficas
interativas de mapas citogenéticos, genéticos e fisicos. E fornecido auxilio ao usudrio por

uma equipe dedicada, quadros de boletins e notificagdes e documentacdo. O MGD pode ser

acessado via http://www.informatics.jax.org (Blake et al, 1998).
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O Mouse Genome Database focaliza na representacio de dados genéticos,
fenotipicos e genémicos elementares dos estudos de camundongo de laboratério. MGD é
um componente do Mouse Genome Informatics Project do Jackson Laboratory, um esforco
que também inclui o Gene Expression Database (GXD) e o desenvolvimento de uma base

de dados de tumores em camundongo.

S4o mantidos dados de mapeamentos comparativos para o camundongo e mais de
60 espécies de mamiferos incluindo evidéncia para afirma¢des de homologias, localiza¢do
génica em cada espécie, links para as bases de dados primarias de cada organismo e
referéncias de suporte. Toda a informacdo esta integrada dentro do MGD através de uma

configuracdo cuidadosa da nomenclatura génica entra as fontes dos dados.

Durante o mapeamento pode ocorrer de a regido mapeada ser tdo delimitada, que
justifica o inicio do levantamento de um gene candidato e o inicio da busca de um mutacdo
causadora do fenoétipo, ndo existe regra para definir quando se atinge esse limite no
mapeamento, essa decisdo deve ser tomada levando em consideracio um conjunto de
aspectos, como: 1) a quantidade de animais ja gerados e a viabilidade de se gerar mais
individuos em busca de um recombinante raro, 2) a disponibilidade de marcadores
genéticos polimorficos, 3) a densidade génica da regido e 4) as informagdes contidas na

literatura que podem qualificar um gene como candidato.

Considerando que quase todas as mutacdes ja identificadas geradas pelo
mutagénico ENU estdo nas regides codificantes dos genes ou nas regides de fronteira entre
os éxons e introns, essas sdo excelentes pontos de inicio, tendo em vista a alta qualidade e
a quantidades de seqliéncias gendmicas murinas anotadas nos bancos de dados publicos,
as seqliéncias dos éxons e dos introns da maioria dos genes conhecidos podem ser
facilmente obtidas, e portando amplificada do DNA gendmico diretamente. Nem sempre o
sequenciamento dos éxons de um gene leva a identificacdo de uma mutacdo claramente
responsavel pelo fenoétipo de estudo, presumivelmente, considerando a robustez da
candidatura de um gene, é necessario assumir um compromisso de continuar a busca, para
tanto pode-se proceder o mapeamento de regides intronicas e seqiiéncias ndo traduzidas.
E preciso pesar bem essa decisdo, visto que no Brasil as condi¢des da maioria das
universidades publicas, financiamento publico para pesquisas e a demanda pela producdo
bibliografica pode tornar inviavel estudos de longa duracdo e que necessitam de

investimento intenso.

A identificacdo de uma mutagido sem sentido ou de sentido trocado identificada em

um gene ndo necessariamente garante que se tenha encontrado exatamente a causa do
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fenétipo mutante, muitas vezes dados indiretos devem ser observados, a bibliografia sobre
o gene ou de um ortélogo e sua associacdo ja descrita com o fendtipo mutante, ou dados
sobre a expressdo do gene de interesse no tecido acometido pelo fen6tipo ou mesmo a
existéncia de algum modelo ja descrito com fendtipo semelhante ao seu objeto de estudo.
O conjunto de evidencias diretas e indiretas sdo ferramentas importantes para ajudar na

identificacdo de uma mutacdo causadora de um determinado fenotipo.

O sucesso do mapeamento depende tanto da quantidade destes marcadores
disponiveis na regido da muta¢do quanto do nimero de individuos existentes que podem
ser genotipados. E importante ter em mente o niimero minimo de animais necessarios
para se obter a resolucdo suficiente no mapeamento genético, para que a delimitacdo de
uma regido pequena ou com baixa densidade génica viabilizar a escolha de um gene

candidato.

1.3.0 Gene candidato:
O conhecimento sobre a localizacdo cromossémica de uma mutagdo leva a selecdo

de genes candidatos potenciais que se encontram na regido (Soewarto et al., 2000).
Quando se delimita um intervalo cromossémico, é recomendavel procurar por genes ja
mapeados nesta mesma regido que possam ser candidatos para a mesma. A sele¢io
envolve tanto a posicdo dos genes no mapa genético quanto suas fun¢des (Montagutelli,
2000). A dificuldade nesta etapa se torna evidente pelo fato que de os mapas consenso
disponiveis na internet, como o MGI, sdo construidos muitas vezes a partir de dados
incompletos publicados na literatura, necessitando o pesquisador de buscar as
informacdes nas fontes originais de modo a incluir ou excluir genes. Para algumas regides
do genoma muito estudadas ou para genes que ja foram amplamente pesquisados, existe
muita informacao funcional e estrutural, mas para alguns genes quase nao ha informacao.
Apesar do evidente auxilio prestado pela utilizacdo dos mapas consenso, a Unica forma de
testar se um gene se localiza verdadeiramente dentro do intervalo da mutagdo envolve a
andlise de cruzamentos onde a mutacdo segrega. Para isso, utiliza-se o gene candidato
como marcador no cruzamento e observa-se recombinacio entre este gene e a mutacao.
Apenas aqueles genes que ndo mostram recombinagdo devem ser selecionados para
analises futuras. Analisando varios animais, é possivel estabelecer intervalos genéticos
minimos e excluir grande parte dos genes candidatos. Genes realmente potenciais sio
submetidos ao seqiienciamento na tentativa de identificar a mutacdo causadora do

fenotipo e utilizados em outros experimentos na tentativa de validar o modelo.

Dentre os genes conhecidos no intervalo cromossdmico determinado para a

mutacdo careca, o gene Fgfr2 (fibroblast growth factor receptor 2) foi considerado o
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candidato mais imediato, jA que participa ativamente da diferenciacdo epidérmica no

embrido.

1.4.Gene Fgfr2

O gene Fgfr2 codifica um receptor de membrana para fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs). A A¢do desses fatores é conhecida no desenvolvimento e diferenciagdo
celular sendo considerados os fatores principais no processo de diferencia¢do do tecido da
epiderme e do tecido mesenquimal. A expressido diferencial aumentada das isoformas
Fgfr2-11Ib e Fgfr2-llic estd relacionada com o aparecimento de lesdes do tipo
dermatofibroma, (Skroza et al, 2008). Em mamiferos ja foram identificados 22 membros
da familia FGF, sendo que desempenham um importante papel no desenvolvimento
embrionario (Braun et al, 2004). Sdo conhecidos 27 transcritos para o gene Fgfr2 sendo

que somente 20 formas sdo traduzidas (Figura 4).
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Figura 4 - Isoformas conhecidas do gene Fgfr2 disponivel no banco de dados Ensembl
Genome Browser acessado em janeiro de 2009, as duas primeiras sdo as isoformas

funcionais.

A recomposicdo alternativa (splicing) do RNA de Fgfr2 gera duas isoformas
funcionais, Fgfr2-1lIb e Fgfr2-1llc (Petiot et al, 2003), sendo que a primeira é transcrita
exclusivamente no epitélio de érgaos de origem ectodérmica e endodérmica. A escolha

quanto a formacdo das isoformas caracteristicas de cada tecido estid associada a dois
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fatores em cis denominados ISE e ISS-3 responsaveis pela formacao das isoformas Fgfr2-

l1Ib e Fgfr2-Ilic respectivamente. (Figura 5).

A
@ {lgz! !Iga’ ™
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Figura 5 - Em “A” Esquema da proteina codificada elo gene FgfrZ, representando as
regioes Ig Like responsaveis pela especificidade do ligante, a regido transmembrana (TM)
e as regides com acdo tirosina-quinase. Em “B” esta representada o esquema do mRNA
com os sitios de reconhecimento ISE e ISS responsaveis pela formacio das duas isoformas

conhecidas do mRNA. (Hovhannisyan, 2007)

Os fatores Fgf-7 e Fgf-10 sao os principais ligantes de Fgfr2-l1lIb e estao
diretamente envolvidos na sinalizacdo mesénquima-epiderme, durante o desenvolvimento
epidérmico, sabe-se também que em camundongos cuja isoforma Fgfr2-11Ib foi deletada,
apresentam anormalidades no desenvolvimento dos rins, principalmente no
desenvolvimento do estroma e no nimero menor de nefrons que o de animais selvagens
(Bates, 2007). Varios autores descreveram um desenvolvimento anormal em embrides
murinos homozigotos para alelos knockout de Fgfr2. Andlises funcionais provindas de
animais Fgfr2(I1lIb)/- indicam um envolvimento intimo deste receptor na sinalizagdo para
inducdo de linhagens celulares de diferentes 6rgdos no desenvolvimento murino,
incluindo pele e anexos (pélo e glandulas sebaceas) (De Moerlooze et al, 2000). Animais
knockout para a isoforma IIIb mostraram uma reducio significativa no nimero e tempo de
desenvolvimento de foliculos pilosos (Petiot et al, 2003), enquanto que camundongos
transgénicos expressando um alelo dominante negativo de FgfrZ2 na pele levou a uma
atrofia da epiderme, anormalidades em foliculos pilosos e espessamento da derme, e, em
alguns casos, a uma auséncia completa de foliculos (Werner et al, 1994; Celli et al, 1998).
Diante da alta correspondéncia fenotipica entre estes knockouts e o mutante careca, o gene

Fgfr2 se tornou um excelente candidato.

1.5.Identificacao de mutacoes de ponto:
0 seqlienciamento é a melhor forma de se identificar muta¢des pontuais em um

fragmento de DNA, com o advento dos seqiienciadores automaticos em capilar, a
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tecnologia do seqiienciamento tornou-se relativamente barata e rapida justificando e

viabilizando o emprego dessa técnica para vasculhar grandes regides do genoma.

Mesmo considerando que as técnicas de seqlienciamento automaticas sao faliveis,
e a existéncia de erros de leitura serem inerentes ao processo de seqiienciamento, a
avaliacdo cuidadosa das seqiiéncias e a escolha dos algoritmos certos para a andlise dos
dados tornam a técnica extremamente confidvel. Todavia, a analise dos resultados do
seqlienciamento nunca deve ser definitiva, outras técnicas de validacdo sdo necessdrias
para atestar definitivamente que o gene mutante é realmente responsavel pelo fenétipo,

como por exemplo a confeccdo de transgénicos ou knockout.
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2. Justificativa e Objetivos:
E indiscutivel a importincia dos modelos animais para o avanco da ciéncia

principalmente para o entendimento aprofundado de patologias, o teste de drogas ou de

tratamentos que precisam ser validados para a aplicagdo em humanos.

O processo de geracdo e identificacdo de modelos para fins de pesquisa é essencial
para se entender cada vez mais completamente o funcionamento dos organismos vivos,
correlacionar o gene ou os genes e um fen6tipo permite trazer a tona explicacdes sobre a
causa de indmeras patologias, é perfeitamente viavel e possivel transpor o conhecimento

gerado em modelos animais para explicar fendmenos no homem.

Esse trabalho teve como objetivo identificar o gene causador do fenétipo carc,
identificar e caracterizar a mutagdo a nivel molecular e avaliar o valor do mutante como

um modelo animal viavel para estudos subseqiientes.
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3. Materiais e métodos:
Foram desenvolvidos dois retrocruzamentos neste trabalho, no primeiro, machos

BALB/c homozigotos para a muta¢do careca (carc/carc) foram cruzados com fémeas
normais da linhagem isogénica C57BL/6, levando a uma geracdo F1 heterozigota
(carc/C57BL/6). Esta F1 foi retrocruzada com os pais afetados, gerando uma N2
constituida de animais normais e mutantes de ambos os sexos (Figura 6). No segundo
cruzamento, a linhagem NZB foi utilizada no lugar da linhagem C57BL/6. Tanto C57BL/6 e
NZB apresentam um alto grau de polimorfismo para marcadores genéticos informativos
quando comparadas com BALB/c (Petkov et al, 2004). Os retrocruzamentos geraram 118
animais afetados BALB/c-C57BL/6 e 665 animais BALB/c-NZB (241 heterozigotos e 424

afetados), totalizando 783 animais que foram utilizados no mapeamento genético.

BALB/C {mut/mutlX C57bL/6 or NZB

|

X o F1 (mut/+)

!

N2 (mut/mut) or {mut/+)

Figura 6: Esquema de retrocruzamento utilizado para a obten¢do dos aninais utilizados
no mapeamento da mutacdo careca, no primeiro cruzamento a linhagem co-isogénica
BALB/c car¢/care foi cruzada com a linhagem C57BL/6 e no segundo cruzamento com a

linhagem NZB.

3.1.Extracao de DNA:

Para a extracdo do DNA dos 783 camundongos, amostras das caudas foram
congeladas em nitrogénio liquido, maceradas em papel manteiga e posteriormente
mergulhadas em tampao de lise (Tris HCl 50mM, pH 8.0; EDTA 10mM, pH 8.0; 0,5% SDS) e
proteinase K, e incubadas em banho Maria a 652C por 1 hora. Apo6s centrifugacdo durante
20 minutos em 11.000 rpm, o sobrenadante foi recolhido. O DNA precipitado do
sobrenadante foi colocado para secar a temperatura ambiente e posteriormente diluido
em tampdo TE (Tris HCl 10mM; EDTA 1mM pH 8.0). O nivel de absorbancia do DNA por
espectrofotometria sob um comprimento de onda de 260 nm determinou sua
concentracdo em cada solucdo estoque, posteriormente diluidas em 4agua a uma

concentracdo final de 20 ng/uL.
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3.2.Estratégias para a identificacdo do gene candidato.
Foram adotadas duas estratégias na tentativa de identificar o gene candidato

causador do fenotipo careca, a primeira se baseia no mapeamento genético usando
marcadores polimorficos, na tentativa de reduzir a regido ja mapeada, a segunda se baseia

em buscar via sequenciamento uma mutacdo de ponto nos éxons do melhor gene

candidato dentre os candidatos posicionais. (Figura 7)
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POSICIONAL
Levantamento dos
animaisrecombinantes
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Figura 7: Estratégias adotadas em paralelo na tentativa de identificar o gene causador do
fenétipo careca, a esquerda o mapeamento posicional para delimitar fisicamente o menor
numero possivel de genes, a direta o levantamento e busca de um gene candidato.

Busca bibliografica

Fendtiposconhecidos Sem fendtipos associados
associadosou indicios ou sem notagdo completa
na literatura dogene

3.3.Mapeamento Genético
Foram levantados um marcador tipo INDEL um conjunto de 17 marcadores do tipo

SNP disponiveis nos bancos de dados do ensembl e MGI com o intuito de refinar o

mapeamento.

Apesar da grande disponibilidade de marcadores genéticos descritos dentro da
regido mapeada, para todos os marcadores SNP pesquisados os alelos s6 eram descritos
para uma dessas linhagens, portanto a escolha dos marcadores ndo pode ser feita
buscando os marcadores claramente polimdrficos entre as linhagens parentais, portanto
fomos obrigados a escolher um conjunto de marcadores aleatdrios dentre aqueles que
estavam disponiveis. Para a busca dos marcadores nesses bancos de dados optamos por

selecionar marcadores seguindo os critérios abaixo:
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1. Os marcadores deveriam possuir um alelo descrito para pelo menos uma das

linhagens parentais do cruzamento.

2. Os marcadores deveriam estar em regides ndo traduzidas, preferencialmente

dentro das regides intronicas dos genes descritos na regiao.

3. 0 desenho dos primers deveria ser satisfatéria do ponto de vista da qualidade do
anelamento e quanto a composicdo de bases e da temperatura de anelamento,
todos os primers ndo deveriam apresentar a formacdo de dimeros, heterodimeros
ou formag¢do em grampo, caso ndo fosse possivel eliminar essas conformagdes o

menor AH aceitavel seria de no maximo que 6kcal.

4. O tamanho dos amplicons deveria permanecer entre o tamanho de 200 a 400 bases

para possibilitar o seqiienciamento com qualidade.

O conjunto de marcadores selecionados e sua posicdo no genoma murino estdo

descritos na (Quadro I).



Identificagdo do gene candidato para mutagdo careca induzida por ENU em camundongos

Gene Nome Nome Posi¢do Tino Alelo | Alelo | Alelo Primer
Marcador Fantasia MPB p B C N
INPP 1F TATTTTCTTGCCGCTGTATT
INPP5F rs32448502 128404059 | SNP _ G _
INPP 1R GGCTAAACTTTCTGCTTGAG
7A13Rik 1F GTTGCGTCTTTACTTCAAGC
rs3089174 128497584 | SNP _ T _
7A13Rik 1R CATTCAGATCACACACCTCA
1110007A13Rik
7A13Rik 2F ACCCTGAATGTCTGATTCAC
rs6213179 128513028 | SNP _ T _
7A13Rik 2R GGTGGTACATGCCTTTAATC
FGFR2 1F TTTGGGCCTTACAGAAAGTA
rs31055867 129956496 | SNP _ T _
FGFR2 1R GGAGGATTAGAAGTTCAAGGT
Fgfr2
FGFR2 2F GAAAACACAATGCTTCCTTC
rs31759427 130035322 | SNP _ C _
FGFR2 2R TCTTCCCTATGTGGGTTTTA
NO3Rik 1F TGTTTTCACTATTCTGGGTTT
rs6225643 130933606 | SNP _ T _
NO3Rik 1R TCCCAATAGCCACAAATAATA
4933402N03Rik
NO3Rik 2F AGTTCTCTGGTAGAATTTTTGG
rs6228243 130934013 | SNP _ A _
NO3Rik 2R TCAAGGCCCATACCTAGAC
HMX3 1F AGTCCTAGAAAGGCGAAGAG
rs32070827 131335103 | SNP _ G _
HMX3 1R AGTCCAGCTCCTTGTGGT
Hmx3
HMX3 2F GCGTCTCCTTCTTGAGGT
rs32260292 131333551 | SNP _ C _
HMX3 2R CAATGGCAAATGGGATTA
Hmx2 1F GCTTCCCTAGTTTCTTTTTGT
rs31197946 131348515 | SNP _ T _
Hmx2 1R GGGCTGGACCTAATAACTCT
Hmx2
Hmx2 2F ATGACTGGGGAGAATATTGA
rs31401886 131341120 | SNP _ T _
Hmx2 2R GTGGTGAAGGAACTCTCTTG
EN738145
ENSMUSG0000007 1F GAGCTTCACTTCCTGTTCAC
3814 rs6180131 EN738145 132153227 | SNP _ G _
1R AATCAAGACTCCCTTCTGC
Nkx1-2 1F GCCTGGCATGTTTAATTTT
rs6279890 132434193 | SNP _ C _
Nkx1-2 1R TGGGCACAAGGGTACATA
Nkx1-2
Nkx1-2 2F AAATATGTTATGCTTGTGCTTTC
rs6279780 132434652 | SNP _ C _
Nkx1-2 1R GCGCTGTACCTATATTCACC
4H21Rik 1F AAATGAAAATGTGACTGACACTA
4930404H21Rik rs32024861 133438289 | SNP _ T _
4H21Rik 1R CCAGTCAGCACTTCCTAAGTA
In-del A F CTTGCAAAGGTAGGCATTT
In-del rs8265115 138487501 | In-del A _ _
In-del AR GCTAGAGCACCCTTTACAGA
SNP-BF CTTGCAAAGGTAGGCATTT
SNP B Rs8260651 138123796 | SNP T _ _
SNP-BR GCTAGAGCACCCTTTACAGA

Quadro I: Marcadores utilizados no mapeamento genético considerando o gene em que
estdo localizados, posicdo em Mpb e o genétipo conhecido para cada linhagem isogénica.
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3.4.Screening do gene Fgfr2

Tendo em vista o gene candidato FgfrZ e na tentativa de identificacdo da mutacdo
causadora do fenétipo carc foram utilizados 3 animais mutantes escolhidos dentre o pool
de animais fruto do cruzamento entre BALB/c com fenétipo careca e animais C57BL/6

selvagem.

Também foram seqiienciados animais isogénicos selvagens das linhagens NZB, AJ,
BALB/c, C57BL/6 para eliminar o risco da identificacdo de algum polimorfismo de uma

base (SNP) entre as linhagens como uma possivel explicacdo para o fenotipo careca.

Os éxons do Gene Fgfr2 foram seqlienciados nas direcdes Foward e Reverse
individualmente na tentativa de identificar alguma mutac¢do pontual que possa sugerir a
inativacdo do gene Fgfr2. As seqliéncias obtidas foram alinhadas com a seqiiéncia

referéncia disponiveis em banco de dados para a identificacdo de possivel mutagao.

Todos os éxons ja foram seqlienciados menos os éxon 1, a existéncia desse éxon
nos aminais com fenétipo careca foi atestada com a amplificagcdo positiva de um fragmento
desse éxon usando um o primer F - AAACTCCAAAAAGAGAACGA e R -
CAAAGTTTGGAGTAGGCAAC. O éxon 1 ndo é traduzido, portanto qualquer mutagdo nesse
éxon mais provavelmente seria responsavel por falha de enderecamento, dobramento ou

estabilidade da molécula de RNA.

3.5.Desenho de Iniciadores
As seqiliéncias consenso dos éxons e seqiiéncias intronicas flanqueadoras assim

como o levantamento dos marcadores genéticos usados no mapeamento do gene Fgfi2
murino para confeccdo de primers foram obtidos no Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html)

Os iniciadores para as reacdoes de amplificacio e de seqiienciamento foram

desenhados manualmente ou utilizando o programa PRIMER 3 v. 0.4.0

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi). Os iniciadores utilizados
para a amplificacdo dos éxons individuais do gene Fgfr2 e suas respectivas temperaturas

de anelamento estdo descritos na (Quadro II).
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Exon Primer Seqiliéncia Tm (°C) Tamanho dos
Fragmentos (pb)
1 Foward ctg gcg ggt gtc tct 55.9 790
Reverse cac tcc tce atc acc aat ac 52,3
5 Foward aac aac agc aac agc agc ac 56,9 453
Reverse agc aaa cca aac cac tcc ac 56
3 Foward ctt tce cat ctg cct ctg tc 55,4 571
Reverse gcc ctg tgg tct agce tct tg 57,6
4 Foward aggacacagcactgcatacg 57,5 265
Reverse tcgagctcactgaggaggtt 57,7
5 Foward tct get tce acc aac tte ct 56,3 254
Reverse Tct cgc tgc tat ggt ttg aa 541
6 Foward ctc tgc ttc cac caa ctt cc 55,8 454
Reverse gcc cat aaa acc tgg cta cc 56
788(7) Foward ctc cca ttg cct ttc tee at 55 318
Reverse cca cag cct cca gaa aca tt 55,3
8 Foward ctt cgt gtc tct cgg ttg tg 55,5 444
Reverse ggg gtc att tgg aac att tg 52,1
9 Foward agg aac cct tgg ctc ttt gt 56,6 564
Reverse gct gac tga acc tcc aca ca 57,2
10 Foward tga gaa cta tct gag gag gga ag 55,2 557
Reverse tgg aaa acg ggg aga aaa a 52,1
11 Foward ctg atg gag cca gca tta ca 54,9 231
Reverse aga caa cga ccc tcc cag a 57,9
12 Foward tat cgg agg ctc att ggt tc 54,3 301
Reverse aac gct cgc tce tga taa ga 55,9
13 Foward ggg gaa gtg ttt ctg get ct 571 598
Reverse Tag gtg tga tgg gaa aat gc 52,8
14 Foward tca gca cca caa atc cac tc 55,2 367
Reverse ccc agc ttc ctc aaa gac ac 55,8
15 Foward gat ggc tct tgc agt agt 51,7 391
Reverse gtg tca ttc att ctg taa cc 48,7
16 Foward ggc tac aaa aat gag tcg 48,4 391
Reverse gta ggc aga tca gta acc aa 51,6
17 Foward atg gat gta aga agt gag tg 49,3 310
Reverse cat gtc tgg aga gag gac 51,5
18 Foward tgt ctc cat gcc acc tgt ta 56 308
Reverse ctg cct gac cct aaa aat gg 53,6
19 Foward Tgt gtc gta aga gaa aag tt 49,1 200
Reverse Ata cat ggt ggg tca gag 50,9

Quadro II: Lista de iniciadores utilizados na amplificacdo individual dos éxons do gene
Fgfr2, os éxons 7 e 8 posteriormente foram agrupados devido ao pequeno intron presente
entre eles, na dltima coluna estdo descritos o tamanho dos amplicons em pb obtidos na
PCR.
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A qualidade dos iniciadores foi testada na tentativa de maximizar a qualidade da
reacdo de PCR evitando a formagdo de fragmentos espurios que poderiam prejudicar o
seqlienciamento. Os iniciadores foram testados individualmente e em pares quanto a
formacao de hairpins, presenca de regides internas repetidas e formac¢do de homodimeros

e heterodimeros e as temperaturas de anelamento foram checadas com o programa net

primer disponivel em (www.premierbiosoft.com/netprimer).

Os iniciadores foram confeccionados pela IDT (Integrated DNA Tecnologies Inc.)
desbloqueados, dessalinizados e liofilizados e com qualidade avaliada por Espectrometria

de Massa.

3.6.Amplificacao dos fragmentos por PCR:

A amplificacdo das regidoes dos éxons e dos marcadores genéticos selecionados foi
realizada pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e foi adotado um
protocolo padrdo para as concentragdes e quantidades dos reagentes necessarios,
mostrado na (Quadro III) (Ausubel et al., 1995). Para satisfazer a amplificacdo de alguns
iniciadores, foram necessarias algumas adaptacoes do protocolo de modo a aumentar a

estringéncia da reacdo, permitindo a visualiza¢cdo dos produtos especificos esperados.

Quadro III - Protocolo para reacdo de PCR, (Ausubel et al, 1995).

Concentracao ~ Volume da
~ Concentracao ~

Reagentes solugao ara 1 reacéo solugdo estoque

estoque P § para 1 tubo (uL)
H20 - - 15,5
Tampao PCR 10X 10X 1X 2,5
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
MgCl2 50 mM 1,5 mM 0,75
Iniciadores (F+R) 50 mM 0,3 mM 0,3
Taq Polimerase 50 /uL 0,70 0,15

DNA: 0,5 uL de solugdo 20 ng/ul.  Volume final da reagao = 25 uL

Para a amplificacdo dos fragmentos, foi utilizado um termociclador Mini-cycler da
MS Research e termocicladores M] 96+ da Biocycler. O programa adotado envolveu uma
extensdo inicial de 3 minutos a 942C, seguido de 35 ciclos envolvendo 30 segundos de
desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de anelamento dos iniciadores com temperaturas que
variaram entre 52 e 56°C e 1 minuto de extensdo a 722C. Uma udltima etapa de 3 minutos
foi destinada para uma extensdo final das fitas a 7292C. Apdés o término da reagio, as
amostras permaneciam na temperatura de 4°C até serem retiradas do aparelho e

guardadas na geladeira para posterior aplicacdo em gel de eletroforese.
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3.7.Visualizac¢ao dos amplicons em gel:
De modo a visualizar os produtos amplificados, na tentativa de eliminar

amplificacdo espuria e validar o fragmento amplificado segundo o tamanho previsto o
produto de PCR dos fragmentos foi aplicado em gel de agarose 2% (NuSieve 3:1 agarose)
em TBE (90 mM Tris; 90 mM acido bérico; 2mM EDTA), corado com brometo de etideo.
Apds a montagem do gel nas cubas, foi utilizada voltagem de 80 volts. Apds o processo de
eletroforese, os géis de agarose eram fotografados sob a incidéncia de luz ultravioleta para

evidenciar as bandas.

3.8.Purificacao do produto de PCR:

A purificacdo dos amplicons para a retirada de iniciadores e moléculas
fluorescentes ndo incorporadas foi feita segundo protocolo com Polietilenoglicol em
concentracio 13% a 30% a 2,5mM de NaCl, as concentracdes foram definidas levando em

consideragdo o tamanho do fragmento amplificado.

3.9.Reacao de seqiienciamento:
0 seqlienciamento dos éxons 2, 4, 5 e de 15 a 19 foi feito utilizando o seqiienciador

ABI modelo 3130 usando fluorescéncia do Kit Big Dye Terminator v3.01 segundo protocolo

otimizado do Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares, (Quadro IV).

Quadro 1V - Reagdo de seqlienciamento padrao para ABI 3130

Reagente Concentracao Volume em pl
BigDye v. 3.01 Padrao kit 0,3
Tampao 10X Padrao kit 1,77
Primer 10 nm/pl 0,3
Produto PCR 5-10ng/pl 1
H20 - s.q.p. 10pul

A precipitacio da reacio de seqiienciamento utilizando isopropanol a
concentracdo de 65%, etanol 60% e centrifugacado foi feita segundo protocolo do Kit “Big

Dye V3.01” fornecido pelo fabricante, Applied Biosystems.

0 seqiienciamento dos éxons 6 a 14 foi realizado num sistema MegaBACE 1000°®
Amersham-Pharmacia Biotech utilizando kits para seqiienciamento DYEnamic ET®

Terminator da mesma companhia, seguindo protocolo sugerido pelo fabricante.

A reacdo de termociclagem adotado envolveu a desnaturacgdo inicial de 3 minutos a

temperatura de 962 C, seguida de 30 ciclos com desnaturagio de 30 segundos a
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temperatura de 962, 15 segundos de anelamento a temperatura de 50°C e 4 minutos de

extensdo a temperatura de 60°C.

3.10. Analise das seqiiéncias:
A qualidade das seqiiéncias foi analisada usando programa “Sequence Analysis

v1.0” fornecido pela Applied Biosystems. Seqliencias obtidas com qualidade inferior a 90%
foram eliminadas da analise, se possivel foram corroboradas com sua complementar para
afastar qualquer chance de erro de seqiienciamento. Levou-se em consideracio a

intensidade do sinal absoluto e relativo, espagamento entre picos e presenca de ruido.

As seqliéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL W
(Thompson et al, 1994) integrado no software MEGA 3.1 (Kumar, 2004). O exame visual
dos cromatogramas foi feito utilizando o programa Codon Code Aligner. As seqiiéncias que
ndo apresentaram discrepancia entre o consenso e com a linhagem parental selvagem

foram descartadas.
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4. Resultados e discussao:

4.1.Resultados preliminares
A andlise de ligacdo inicial constou da genotipagem de 10 animais carc/carc para

54 marcadores microssatélites polimorficos entre as linhagens BALB/c e C57BL/6. Cada
marcador pdde detectar recombina¢do num intervalo gendmico de cerca de 40 cM, que é o
alcance relativo calculado para a amostra genotipada de 10 animais. Ficou evidenciada
ligacdo do I6cus carc com o marcador D7Mit259, localizado a 72.00 cM no cromossomo 7,
ja que todos os 10 animais apresentaram homozigose para este marcador, (Reis, 2006).
Outros 15 marcadores microssatélites foram selecionados e triados, sendo que 7 deles
apresentaram polimorfismo entre BALB/c e C57BL/6 e outros 8 mostraram-se
polimoérficos entre BALB/c e NZB. O mapeamento genético a alta resolucdo da mutacio
careca pbdde contar com 783 meioses informativas. Os resultados possibilitaram a
construciao de um haplétipo que permitiu posicionar a mutagiao na extremidade distal do
cromossomo 7 murino, num intervalo de 5,56 megabases compreendido entre os
marcadores D7Mit105 e D7Mit304 (Figura 8). Esta regido possui homologia com o
cromossomo 10q26 humano. Considerando a auséncia de marcadores microssatélites
polimoérficos entre as linhagens BALB/cj, NZB e C57BL/6 a busca por marcadores precisou
ser expandida para marcadores mais abundantes como inserc¢oes e dele¢des de base Unica

(INDEL) ou polimorfismos de base tinica (SNP).

!

Markers

D7Mit101 (113,10}
D7Mit105 (16,4}
D7Mit304 {121,42)
D7Mit332 ( 121,65)
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=

D7Mitd6 (130,35

DTMit174 {130,24)
DTMit258 { 132.48)

~HERC 00K BAB/Rx CB7BL/E
& MMM EON BALBex NZB

Figura 8 - Haploétipo simplificado delimitado entre os marcadores D7mit105 e
D7mit304 considerando somente os animais recombinantes para cada um dos

marcadores, identificado pela seta a possi¢cdo ocupada pelo locus carc.
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4.2.Resultados

Depois da construgido do haplétipo alcancamos um novo estagio no processo de
identificacdo da mutagdo, nesse ponto tornou-se possivel a busca por um gene candidato, o
levantamento dos genes da regido mapeada mostrou a existencia de 26 genes de func¢do
conhecida, 4 genes preditos sem funcdo conhecida e 2 pseudogenes. Nesse ponto somos
obrigados a recorrer a literatura e aos bancos de dados que contem descri¢des fentipicas
em busca de alguma correspondencia descrita entre o fen6tipos do nosso modelo de

estudo com algum outro fendtipo ja identificado.

A busca se extendeu pelo banco de dados do Ensembl e do MGI e na literatura ja
disponivel nos bancos no banco de dados da PUBMED, foi considerado nesse
lenvantamento o conjunto de fendtipos descritos e cada um dos endofenotipos
individualmente, a escolha do melhor gene candidato considerou a maior numero de
evidencias que sugerissem que o gene pudesse ser o causador do fenétipo careca. A
homologia entre o cromossomo 7 murino e a regido correspondente humana também foi
utilisada na tentativa de identificar patologias humanas correspondentes ao fenotipo do

nosso modelo.

A existencia na literatura primaria de artigos que descreviam animais knockout
para alguns desse genes foi estremamente vantajosa na elimina¢do de alguns genes e na
esxolha do gene Fgfr2 como o primeiro condidato a ser explorado em busca de uma

mutacao.

0 mapeamento pdde posicionar o lécus careca no cromossomo 7 num intervalo
gendmico de 5,56 megabases compreendido entre os marcadores D7Mit105 e D7Mit304.

(Figura 9 - Genes da regido mapeada), (Fonte: WWW.ENSEMBL.ORG).



Identificagdo do gene candidato para mutagdo careca induzida por ENU em camundongos

D7Mit105

Inpp5f inositol polyphosphate-5-phosphatase F
( 1 l 6 y 4) Q8BXY6 Phospholipase homolog

A wdrl1l WD repeat domain 11 (citoesqueleto)

Fgfr2 Fibroblast growth factor receptor 2

Atel Arginyl-tRNA--protein transferase 1

Taccl Transforming acidic coiled coil containing

Plekhal Pleckstrin homology domain-containing protein family A member 1
Prssi1 Serine protease HTRA1 precursor

Dmbtl deleted in malignant brain tumors 1; crp-ductin; vomeroglandin; muclin

Cuzdl CUB and zona pellucida-like domains 1

Q9DAL9 Mus musculus adult male testis cDNA

Zfpnlab5 zinc finger protein, subfamily 1A, 5.

Acadsb Acyl-CoA dehydrogenase, short/branched chain specific
Hmx3 Homeobox protein HMX3 (Homeobox protein Nkx-5.1).

Hmx2 Homeobox protein HMX2 (Homeobox protein Nkx-5.2).

I
I
I
I
I
I
' Q8CEQ5 Mus musculus adult male testis cDONA
I
I
I
I
I
I

Gpr26 Probable G protein-coupled receptor GPR26

I 5 y 2 5 I\/l b Cpxm2 Potential carboxypeptidase-like protein X2 precursor

Oat Ornithine--oxo-acid aminotransferase
‘ Nkx1-2 NK1 transcription factor-related protein 2 (Homeobox protein SAX-1)
‘ Q9D715 Mus musculus adult male tongue cDNA
‘ K140_MOUSE Protein FAM53B
‘ Q99LW3 Hypothetical protein
‘ D7Wsu87e TRAF-binding protein
‘ Ctbp2 C-terminal binding protein 2 (CtBP2)
Q9D5N9 Mus musculus adult male testis cDNA
‘ Q8BHY4 Mus musculus 13 days embryo heart cDNA
‘ Mmp21 matrix metalloproteinase 21
‘ Uros Uroporphyrinogen-IIl synthase
‘ Bcceip BRCA2 and CDKN1A interacting protein
| v Dhx32 helicase DDX32; DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 32
! Fankl fibronectin type 3 and ankyrin repeat domains 1

Figura 9: Genes descritos dentro da regido mapeada que contem o locus carc, dados
disponiveis através de busca no banco de dados do Ensembl (www.ensembl.org) acessado
em janeiro de 2009.

Os resultados do mapeamento posicionaram o locus carc na porgdo distal do
cromossomo 7 em uma regido homoéloga aos cromossomos humanos 10q25-q26, 11p15.5
e 11q13.3. (Figura 10 - Mapa de homologia parcial do cromossomo 7 murino) (Fonte:

WWW.ENSEMBL.ORG).
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Figura 10: Mapa de homologia parcial do cromossomo 7 murino com genoma humano,
em destaque o gene candidato Fgfr2 fonte Ensembl (www.ensembl.org) acessado em
janeiro de 2009.

Durante o processo de seqlienciamento dos fragmentos que continham SNPs e dos
éxons do gene Fgfr2 apenas os segmentos pontuados com uma alta qualidade foram
utilizados na genotipagem e identificagio dos polimorfismos dentro das linhagens

parentais e para a comparacio dos fragmentos seqiienciados dos éxons do gene Fgfr2 com
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a seqliéncia consenso disponivel online. Foi feita uma conferéncia com o uso do programa
Codon Code Aligner e nos casos de duvida em relacdo a identidade das bases foi feita
identificacdo visual dos cromatogramas seqiienciados, com posterior correcdo manual das
ambigiiidades. As seqiiéncias consenso, obtidas do Projeto Genoma Murino que utilizou

amostras de camundongos C57BL/6, também foram incluidas no alinhamento.

A genotipagem dos marcadores SNP e INDEL nas linhagens parentais e em pelo
menos 2 animais homozigotos recessivos para a mutagdo carc denominados “carc 65” e
“carc 195", sendo o primeiro derivados do primeiro cruzamento entre BALB/c carc/carc ¢
C57BL/6 e o segundo fruto do cruzamento entre BALB/c carc/carc @ NZB, ndo permitiu o
refinamento do mapeamento, pois os alelos ndo se mostraram polimoérficos exceto para o
marcador rs32448502 no gene Inpp5. Abaixo o quadro com os alelos em cada umas das

trés linhagens parentais utilizadas nos cruzamentos. (Quadro V)

Alelos nas Linhagens

Marcadores
moleculares Nome fantasia BALB/cJ C57BL/6 NzB carc 65 carc 195
rs8265115 Del (c) c c (o o c
Rs8260651 SNP-A t t t t t
rs6279890 NKX 121 o c C c o
rs32448502 INPP1 g a g g g
rs32260292 HMX 32 c c C c C
rs6213179 7A13 Rik 2 t t t t t
rs3089174 7A13 Rik 1 t t t t t
rs6228243 NO3Rik 2 t t t t t
rs6279780 NKX 122 o c C c C
rs32024861 4H21 Rik 1 t t t t t
rs31759427 FGFR22 o c C c o
rs31055867 FGFR21 t t t t t
rs31401886 HMX 22 t t t t t
rs6180131 EM381451 g g g g g
rs31197946 HMX21 t t t t t
rs32070827 HMX31 g g g g g
rs6225643 NO3rik 1 t t t t t
rs6273959 ppapdcl c c © c c

Quadro V - Gen6tipo dos das trés linhagens parentais e de dois animais com fendtipo carc,

em negrito o inico marcador polimdrfico genotipado entre as linhagens parentais.

Apesar do marcador rs32448502 (INPP1) localizado na posicdo de 128404059pb
na borda mais centromérica do mapeamento apesar de ser polimérfico entre as linhagens
BALB/cj e C57BL/6 esse polimorfismo nao foi util para o mapeamento pois ndo haviam
animais recombinantes entre as linhagens utilizadas nesse cruzamento para a regido

compreendida entre esse marcador e o marcador microssatélite D7MIT105.
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O seqiienciamento dos éxons do gene Fgfr2 e posterior alinhamento das
seqliéncias provenientes de animais careca e normais das linhagens isogénicas BALB/c,

C57BL/6, NZB e A/] ndo permitiu identificar nenhuma mutacao nestes intervalos.

Devido a obtengao de algumas seqiiéncias muito extensas foi necessario proceder
o alinhamento parcial de regides provenientes de varios animais para se obter o panorama
geral do fragmento. Nas regides codificantes ja analisadas ndo foi possivel observar
qualquer mutacdo que pudesse explicar o fenoétipo careca. Também foi verificada a

presenca de mutac¢do nos sitios consenso de excisdo presentes nas juncdes intron-éxon.

Apesar de ja termos eliminada a candidatura da maior parte dos éxons como
portador da mutacdo ainda existem possibilidades de pesquisa que devem ser avaliadas

antes de se descartar o gene Fgfr2 como candidato.

E amplamente conhecido que o splicing alternativo é um mecanismo que permite o
surgimento de varias molecular de mRNA a partir de um Unico transcrito primario de um
determinado gene, esse fendmeno expande grandemente a diversidade protedmica que

pode ser obtida com uma quantidade limitada de genes.

A constituicdo do processo de splicing é direcionado por seqiiéncias de consenso
nas extremidade 3’ e 5’ dos éxons e por ponto de dobramento normalmente localizados de
20-40 nucleotideos posteriores aos sitios de splicing a 3’, todavia estudos recentes tém
mostrado que, essas seqliéncias determinantes doadoras e aceptoras de splicing por si sé
nao sio suficientes para determinar a entrada ou exclusdo de um éxon ou a constituicdo de
um novo transcrito alternativo. A maioria das formas alternativas de splicing esta
associada a inimeros fatores em cis que possivelmente tem papel na inclusdo ou exclusdo
de introns, (Hovhannisyan, 2007). As duas isoformas do gene Fgfr2 apresentam na regiao
C’ terminal, um dominio Ig-like que determina a especificidade do ligante, alteracdes na

formacao das isoformas vai alterar a eficiéncia ou especificidade do receptor.

Ja foram identificados elementos em cis associados ao splicing alternativo do gene
Fgfr2 conhecidos por ISE e ISS, sendo o primeiro associado a formagdo da isoforma Fgfr2
[IIb e portanto responsavel pela exclusdao do éxon 9 enquanto o segundo ¢ responsavel
pela insercio do éxon 9 na constituicdo da isoforma III-C, esta sendo principalmente
expressa em tecidos mesenquimais (Puneet at. al. 2008). E conhecido também que a
Ribonucleoproteina M se liga diretamente nos fatores ISE e ISS e é a responsavel direta
pela definicdo da isoforma a ser produzida, (Hovhannisyan, 2007). Foi mostrado que

alteragdes nas seqliéncia de reconhecimento ISE e ISS alteram, dependendo do carater da
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alteracdo, drasticamente a freqiiéncia de expressio da isoforma Fgfr2-Ilic (Puneet et al.
2008). Alteracdo na seqiiéncia desses elementos altera a afinidade da proteina pelos sitios
de reconhecimento e podem alterar a freqiiéncia relativa das isoformas em um tecido, ou
mesmo alterar a afinidade do receptor com o ligante. Cada dia, novas isoformas do gene
Fgfr2 sdo descritas, o que abre sempre novas possibilidades de interacdo ou de atuacdo
ainda ndo descritas para essas diferentes isoformas principalmente no que compreende a

regulacdo da expressao desse gene.

Tendo isso em vista, é possivel que uma mutacdo em algum sitio de
reconhecimento intronico impeca o splicing correto, ou mesmo alguma mutacdo na
seqiiéncia de enderegamento presente nos éxons iniciais seja a responsavel pela suposta

inativacdo do gene ou de pelo menos uma das isoformas do transcrito.

Também ¢é conhecido em humanos que a super expressdo do gene Fgfir2
principalmente da isoforma Illc é responsavel pelo surgimento do Dermatofibroma que é
caracterizado pelo surgimento de pequenos tumores na derme associados 4 formacdo de
capilares , aumento do numero de fibroblastos e espessamento da epiderme, (Skroza et al.
2008) Isso sugere que mesmo a alteracdo na expressdo pode acarretar o aparecimento de
um fendtipo anormal, por isso ndo podemos descartar a possibilidade da mutacio

causadora do fenétipo careca estar localizada em um sitio regulatério de expressao.

O éxon 1 e o promotor do gene ainda ndo foram alvo de pesquisa devido a
complicagdes em se obter condicdes adequadas de amplificacdo. Qualquer mutagdo
presente no éxon 1 desse gene pode alterar o enderecamento o dobramento dessa
proteina, alterando a acdo e a afinidade, e mutagdes nos sitios regulatérios do promotor
alteram a taxa de transcricdo que pode alterar a abundancia desse receptor e por sua vez

ser responsavel pelo fenétipo do mutante.

O ciclo de crescimento do pélo consiste em trés fazes conhecidas como anagen, que
é a fase ativa de crescimento, catagen fase de retragdo do pelo caracterizado pelo evento
de apoptose das células mesenquimais que mantém esse pelo e telogen que a faze de
descanso desse foliculo piloso, mutacdes que modifiquem as interacdes entre as estruturas
da derme e da epiderme podem explicar o surgimento do fenétipo careca. Até o presente
momento mesmo dentre os varios genes presentes na regido mapeada somente o Fgfi2
apresenta fenotipos descritos associados a diferenciacdo da epiderme e formacao do rim,
portanto acreditamos grandemente na candidatura deste como o gene como sendo o

possivel causador do fendtipo careca.
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5. Conclusoes e perspectivas:
O mapeamento genético e a tentativa de identificar o gene causador da mutagio

careca foi um esfor¢co multidisciplinar que buscou identificar a alteragdo molecular
primaéria, causadora do fenoétipo alterado. Hoje, o mapeamento se constitui num processo
bem dindmico e confiavel, pois as linhagens isogénicas se tornaram mais disponiveis,
muito mais marcadores genéticos (microssatélites e SNPs) foram isolados e os dados
referentes a eles podem ser acessados num “piscar de olhos” através da Internet. A selecio
de genes candidatos ainda é um desafio, mesmo em intervalos cromossdmicos pequenos.
A tnica informacdo disponivel no momento da selecio vem de dados funcionais, ou
melhor, do papel genético suposto que ¢ atribuido ao gene em questao, através da andlise
da disfuncdo induzida pela a¢do do alelo mutado no genoma isogénico da linhagem

escolhida.

0 mapeamento genético da mutacao careca permitiu a escolha do gene Fgfr2 como
primeiro candidato. Certamente ja que todos os éxons transcritos do gene Fgfi2 ja foram
seqlienciados em busca da mutac¢do careca sem resultado conclusivo, a busca precisa ser
ampliada para o promotor e para os sitios de enderecamento no éxon 1, para tanto, é
necessario que estudos de hibridizacdo como o Western blot sejam capazes de identificar a
incidéncia e abundancia das isoformas no tecido epitelial, renal e nos linfonodos para

justificar tal investimento.

Paralelamente estudos com PCR em tempo real podem ajudar a identificar a
abundancia de cada transcrito nos tecidos, permitindo avaliar se ambas as isoformas estdo

presentes e em quantidades normais.

Nos ultimos anos comecaram a surgir trabalhos que utilizam uma enzima de
restricdo denominada ENDO-1 que foi isolada de Arabidopsis thaliana, (Karine, et al.
2007), e que é capaz de cortar com alta eficiéncia fragmentos de DNA com mau
pareamento (Figura 11). Como atividade paralela ao mapeamento genético essa é uma
estratégia viavel para o screening de genes candidatos via ¢cDNA ou mesmo para o
mapeamento genético em regides do genoma de que se tem pouco conhecimento. (Karine,

et al. 2008)

A aplicacdo da enzima ENDO-1 é extremamente simples, principalmente para o
uso com linhagens isogénicas. Promovida a forma¢do de uma molécula de DNA
hetéroduplex construida a partir do cDNA dos genes presentes na regido mapeada dos

animais mutantes e dos animais selvagens.
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Espera-se que moléculas hetéroduplex originadas de animais BALB/c com fenétipo
careca e Animais BALB/c selvagens, na condicdo da presenca de alguma mutacdo de
ponto, formem sitios de digestdo para essa enzima. Quando digerida com enzima de
restricdio endol espera-se que os fragmentos digeridos quando corridos em gel de
poliacrilamida apresentem duas ou mais bandas enquanto regides 100% complementares
apresentem uma unica banda. Fragmentos que apresentem mais de uma banda podem ser
escolhidos para seqlienciamento a fim de identificar molecularmente a mutacdo causadora

do mau pareamento.
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Figura 11 — Esquema de funcionamento da enzima ENDO-1 capaz de cortar regides de

heteroduplex formado entre moleculas de DNA selvagem e mutante. A visualisacdo do gel

Mesmo depois de uma possivel mutacio ser identificada, o processo final de
validacdo da mutacdo pede a restauracdo do fenodtipo normal in vitro ou a producio de
novo do mesmo fenétipo em animais normais através de técnicas de recombinacao sitio-

especifica.

A existéncia de modelos murinos para Distrofia Muscular de Duchenne,
fenilcetontria, sindrome de Waardenburg, retinite pigmentosa, sindrome de Marfan,
melanoma familial, ansiedade e depressdo, cancer de mama, dentre outros, permitiu
identificar os genes responsaveis por estas enfermidades e relacionar novos alelos aos
fenotipos mutantes, além de abrir as portas para a criacdo de novas linhas de pesquisa
voltadas para a compreensido mais profunda dessas patologias e a busca de tratamentos

alternativos  utilizando desses modelos. Isolar novas mutagdes significa,
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conseqlientemente, enriquecer um repertério molecular informativo ja bem vasto, mas
que mesmo assim carece de elos moleculares de ligacdo, representados por novos alelos

mutantes.

Esse trabalho ja gerou um artigo que esta em vias de submissao, com perspectivas
da geracao de mais publicacbes com a caracterizacao molecular da mutacao e seu efeito no

funcionamento da fisiologia do desenvolvimento da epiderme, (Anexo 1).
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7. Anexo 1
Mapeamento genético da mutacgao careca (carc)

induzida por ENU em camundongos
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Resumo

A mutacdo autossOmica recessiva careca (carc), induzida por ENU, leva a um fenétipo
caracterizado por pelagem rarefeita e alteracoes na pele caracterizadas por espessamento
da epiderme e estrutura pilosa comprometida, além de alteragdes nos rins e linfonodos. O
mapeamento genético a alta resolucido do locus carc, utilizando 783 animais provenientes
de retrocruzamento, posicionou a mutagdo em um intervalo de 5,56 megabases delimitado
pelos marcadores D7Mit105 e D7Mit304, no cromossomo 7 murino. Dentre os 26 genes
conhecidos da regido, o gene Fgfr2 (fibroblast growth factor receptor 2) foi considerado o
melhor gene candidato pela alta semelhanca fenotipica observada entre knockouts para
este gene e o mutante careca. A analise de cromatogramas gerados por DHPLC (denaturing
high performance liquid chromatography) mostraram ocorréncia de formacdo de
heterodiplex em uma amostra composta pela mistura equimolar de fragmentos de 908pb
de Fgfr2 amplificados a partir do cDNA de animais normais e mutantes. Todos os oito
éxons contidos neste fragmento foram seqilienciados a partir do DNA gendmico de
linhagens isogénicas normais BALB/c, C57BL/6, A/] e NZB, além da linhagem careca.
Embora os dados obtidos nos alinhamentos das seqiiéncias ndo mostrarem mutacdes nos
éxons e regides doadoras e aceptoras de splicing adjacentes, os resultados ainda nao
podem excluir o gene Fgfr2 como um candidato para a mutacdo carc. Estratégias
complementares como a busca de SNPs polimérficos com alelos ainda ndo descritos entre

as linhagens parentais tém sido feitas na sondagem desta mutagao.
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Introducao
Dentre a grande diversidade de mutagdes espontdneas e induzidas ja isoladas em

camundongos, verifica-se que uma parcela significativa leva ao aparecimento de fenoétipos
cutaneos alterados que comprometem a quantidade, morfogénese, ciclagem e estrutura do
foliculo capilar (Nakamura et al, 2001). A clonagem posicional e a andlise funcional de
varias mutagdes que afetam a estrutura pilosa, tal como scraggly (sgl) (Herron et al, 1999),
ictiose arlequim (ichq) (Dunnwald et al, 2003), plucked (pk) (Luo et al, 2005) e Hague
(Hag) (Poirier et al, 2002), refletem uma tendéncia positiva em direcdo a uma
contribuicdo crescente no entendimento do papel de genes envolvidos na formacao e

manutencio da pelagem.

Um projeto de colaboracido entre o Laboratério de Genética Animal e Humana do
ICB/UFMG e o Biotério de Experimentacdo do Depto. de Imunologia do ICB/USP buscou
induzir mutacées em camundongos com a utilizacdo de ENU (etil-nitroso-uréia), que gera

mutacdes pontuais em regido aleatéria no genoma.

O projeto: “O camundongo como animal modelo: Indugdo de novas mutacées”
gerou 11 mutantes com fendtipos caracteristicos e marcantes dentre eles o careca
(carc), (Massironi et al. 2006).

Este projeto buscou induzir e recuperar mutacdes dominantes e recessivas pela
administracdo do agente mutagénico sintético ENU (etil-nitroso-uréia) em background
BALB/c. O ENU tem a capacidade de alquilar bases nitrogenadas no DNA (Noveroske,
2000) podendo gerar mutacdes de varias classes, como, por exemplo, mutacdes sem
sentido, de sentido trocado e em sitios doadores e aceptores na recomposicdo do RNA
(Justice et al, 2000). Varios laboratérios estdo aplicando o ENU para recuperagio de
muta¢cdes dominantes e recessivas (de Angelis et al, 2000; Nolan et al, 2000). Mutantes
induzidos por ENU permitiram a clonagem posicional de genes envolvidos em cancer do
colo do ttero (Moser et al, 2003) e obesidade (Zhang et al, 2003). A estratégia de clonagem
posicional combina andlise de ligagdo seguida de triagem de genes candidatos no intervalo
mapeado (Collins, 1995). Tais candidatos podem ser selecionados levando-se em conta
evidéncias funcionais obtidas a partir de animais knockout e mutagdes espontdneas ja
descritas, o acesso a essas informacdes tem aumentado constantemente em decorréncia

da facilidade de acesso aos bancos de dados publicos como o Ensembl Gernome Browser.

Apos identificar o gene candidato, é necessario valida-lo. Varias estratégias podem
ser empregadas. Uma delas é através do seqlienciamento de éxons portadores de uma

mutacdo se sentido ou de sentido trocado que puderam ser triados por DHPLC (denaturing
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high performance liquid chromatography), ou por qualquer outro método molecular. A
sondagem da mutacdo se fundamenta no alinhamento e compara¢do de seqiiéncias
codificantes de camundongos normais e mutantes. Através de DHPLC foi possivel detectar,
com 97% de sensibilidade, muta¢des nos genes MLHI e MSHZ humanos, envolvidos na
patogénese do cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPCC) (Holinski-Feder et al,
2001). Trabalhos anteriores mostraram que essa técnica é robusta para detectar mal-
pareamentos de base Unica em fragmentos de 1000 pb (Xiao & Oefner, 2001). Considerado
0 método com a maior taxa de deteccdo de mutagdes para o gene NFI1 envolvido na
neurofibromatose tipo 1 (Han et al, 2001), a tatica do DHPLC também foi utilizada para a
triagem de mutacdes geradas por ENU em camundongos (Quwailid et al, 2004),

mostrando ser uma ferramenta acessoria na identificacdo de loci mutados.

Neste trabalho foi realizado o mapeamento genético a alta resolucdo da mutacdo
carc e a analise das seqiiéncias dos éxons triados por DHPLC do gene Fgfir2 (fibroblast
growth factor receptor 2), destacado como melhor candidato da regido mapeada no
cromossomo 7 murino, além de explorar novas alternativas para a continuidade do

mapeamento genético.

O gene FGFR2Z codifica um receptor de membrana para fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs) é conhecida a a¢do dos fatores FGF no desenvolvimento e diferenciagdo
celular sendo considerados os principais fatores no processo de diferencia¢do do tecido da
epiderme e do tecido mesenquimal. E sabido também que expressdo diferencial
aumentada das isoformas Fgfir2-11Ib e Fgfr2-1llc estd relacionada com o aparecimento de
lesdes do tipo dermatofibroma (Skroza at AL, 2008). Em mamiferos ja foram identificados
22 membros da familia FGF, sendo que desempenham um importante papel no
desenvolvimento embrionario (Braun et al, 2004). A recomposicdo alternativa (splicing)
do RNA de Fgfr2 gera duas isoformas funcionais, Fgfi2-11lb e Fgfr2-1lic (Petiot et al, 2003),
sendo que a primeira se expressa exclusivamente no epitélio de 6rgdos de origem
ectodérmica e endodérmica. Os fatores Fgf-7 e Fgf-10 sdo os principais ligantes de Fgfr2-
IIIb e estio diretamente envolvidos na sinalizacdo mesénquima-epiderme durante o
desenvolvimento epidérmico, sabe-se também que camundongos cuja isoforma Fgfr2-111b
foi deletada apresentam anormalidades no desenvolvimento dos rins, principalmente no
desenvolvimento do estroma e no nimero menor de nefrons que o de animais selvagens
(Bates, 2007). Varios autores descreveram um desenvolvimento anormal em embrides
murinos homozigotos para alelos knockout de Fgfr2. Andlises funcionais provindas de
animais Fgfr2(1llb)/- indicam um envolvimento intimo deste receptor na sinalizagido para

inducdo de linhagens celulares de diferentes 6rgdos no desenvolvimento murino,
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incluindo pele e anexos (pélo e glandulas sebaceas) (De Moerlooze et al, 2000). Animais
knockout para a isoforma IlIb mostraram uma redugao significativa no nimero e tempo de
desenvolvimento de foliculos pilosos (Petiot et al, 2003), enquanto que camundongos
transgénicos expressando um alelo dominante negativo de FgfrZ na pele levou a uma
atrofia da epiderme, anormalidades em foliculos pilosos e espessamento da derme, e, em
alguns casos, a uma auséncia completa de foliculos (Werner et al, 1994; Celli et al, 1998).
Diante da alta correspondéncia fenotipica entre estes knockouts e o mutante careca, o gene

Fgfr2 se tornou um excelente candidato como responsavel pela causa do fenétipo carc.

O objetivo deste trabalho foi mapear geneticamente a mutagdo careca no genoma
murino por andlise de ligacdo e identifica-la por seqiienciamento de regido gendmica
triada por DHPLC. Um trecho do cDNA de Fgfr2 onde possivelmente se encontra a
mutacdo, delimitado por um intervalo que compreende os éxons de 6 a 14, foi destacado
por DHPLC. O seqiienciamento direto destes éxons a partir do DNA gen6mico de animais
careca e de linhagens isogénicas normais ndo pdde identificar nenhuma mutacdo em

potencial.
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Materiais e métodos

Os animais
Camundongos Carc foram obtidos em programa de mutacdo com ENU estabelecido

com animais da linhagem BALB/c e tém sido mantidos como linhagem co-isogénica no
biotério do departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sdo Paulo, Brasil. Todas as andlises foram feitas usando os animais BALB/c selvagens
como controle e esses animais foram mantidos em ambiente livre de patdgenos. Os
animais foram alocados em microisoladores e foram mantidos em temperatura de 21 *
29(C, e unidade de, 55 a 60% com periodos controlados de luz, 12horas clara e 12 horas
escura. Todos os animais tiveram acesso a comida (Nuvilab™ - NUVITAL Nutrientes S.A.,
Colombo, PR, Brazil) e agua ad libitum, tanto a agua quanto os alimentos foram
esterilizados por autoclavacdo. Todos os estudos com os animais foram aprovados pelo

comité de ética em experimentacdo animal do ICB-USP registrado com o numero 29/2000.

Cruzamentos
Dois retrocruzamentos foram realizados neste trabalho. No primeiro, machos

BALB/c homozigotos para a mutacdo careca (carc/carc) foram cruzados com fémeas
normais da linhagem isogénica C57BL/6, levando a uma geracdo F1 heterozigota
(carc/C57BL/6). Esta F1 foi retrocruzada com os pais afetados, gerando uma N2
constituida de animais normais e mutantes de ambos os sexos (Figura 1). No segundo, a
linhagem NZB foi utilizada no lugar da linhagem C57BL/6. Tanto C57BL/6 e NZB
apresentam um alto grau de polimorfismo para marcadores genéticos informativos
quando comparadas com BALB/c (Petkov et al, 2004). Os retrocruzamentos geraram 118
animais afetados BALB/c-C57BL/6 e 665 animais BALB/c-NZB (241 heterozigotos e 424

afetados), totalizando 783 animais que foram utilizados no mapeamento genético.

Definicdo dos endofendtipos
Marcagdo do pélo

Animais mutantes adultos BALB/c foram pintados no dorso com hena dissolvida
em agua. Henna é um produto natural que ndo possui produtos quimicos associados. Os
camundongos foram fotografados diariamente focando a 4&rea pintada. Cinco

camundongos por grupo foram utilizados.
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Depilagdo

O crescimento ativo do pélo (anagen) foi induzida no dorso dos animais por
depilacdo em animais com oito semanas de idade por meio da aplicacdo de mistura
de cera e resina fundida em condi¢do de anestesia geral, conforme descrito em

(Muller-Rover 2001).

Coleta do tecido e histologia

Os camundongos foram eutanasiados com uma combinacdo de CO2 e 02. A asfixia
foi seguida por rapido congelamento dos filhotes com menos de 12 dias de idade.
Fragmentos de pele com 1,5 x 2,0 cm foram removidos do dorso dos animais, e foram
dispostos com a face para cima (com os pélos virados para cima) em papel cartio e
cortados em pedacos de 0,3 x 1,5 cm para se obter cortes longitudinais no sentido rostro-
caudal. A busca inicial foi feita em camundongos com oito semanas de idade, nos quais a
pele toracica dorsal usualmente encontra-se no estagio de telogen, seguido pela andlise do
ciclo dos foliculos pilosos em varios pontos apds o nascimento P1, P4, P7, P10, P13, P16,

P20, P24 e P28. Quatro camundongos foram usados para cada dia.

Adicionalmente apds a depilacdo, amostras de pele foram retiradas de trés animais
nos dias: D1, D3, D5, D8, D12, D16, D20, D24 e D28, os fragmentos foram conservados em
formamida 10% para dar seqiiéncia aos estudos histologicos. Cortes histoldgicos de (5um)
foram corados com hematoxilina e eosina e posteriormente analisados em microscopio

optico.

Imuno-histoquimica

Para o estudo imuno-histoquimico foi feito o PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), secdes de pele de diferentes cortes temporais (P16, P20, P24,
P28, D16, D20, D24, e D28) foram mantidas em methacarn por 8 horas. Apés o
surgimento da peroxidase endégena com solucdo de metanol 70% e peréxido de
hidrogénio 30% as se¢des foram incubadas overnight a temperatura de 42C com
anti-PCNA monoclonal primary antibody (DAKO®, MO0879, Denmark) a
concentracdo de 1:800 em solucdo de azide de s6dio (5%) e fracdo V de albumina
bovina (5%). O complexo Streptavidin-biotin-peroxidase (Dako, Denmark), foi
aplicado e a reagdo foi visualisada por incubagdo com 0,5% 3,3'-diaminobenzidine
(Sigma Chemical Co., USA) e 0,1% peroxido de hidrogénio em PBS por 2 minutos

em temperatura ambiente. Apds a coloracdo com hematoxilina as se¢des de tecido
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foram montadas em resina sintética. Para controle negativo algumas se¢des foram
submetidos ao mesmo procedimento imuno-histoquimico, mas sem a adi¢do do

anticorpo primario.

Extracdo de DNA
O DNA gendmico foi extraido por congelamento de amostras de cauda em

nitrogénio liquido e maceracdo. Foi utilizado proteinase K e um tampao de lise (Tris HCI
50mM pH 8.0; EDTA 10mM pH 8.0 e 0,5% SDS), seguido de precipitacdo com alcool e
diluicdo em TE (Miller et al, 1988). A concentracdo de DNA nas amostras foi quantificada

por espectrofotometria sob comprimento de onda de 260/280 nm.

Marcadores genéticos e hapldtipo
Em um primeiro momento, cerca de 10 animais foram genotipados utilizando um

painel de 54 marcadores microssatélites polimérficos entre as linhagens BALB/c e
C57BL/6 distribuidos com uma média de dois a trés marcadores para cada um dos 19
autossomos do genoma murino. As posicoes genéticas dos loci em centiMorgans (cM) e as

seqliéncias correspondentes de seus primers foram obtidas utilizando-se a ferramenta on-

line MGI - Mouse Genome Informatics (www.informatics.jax.org) e a partir do banco de
dados Ensembl Genome Browser, do Laboratério Jackson. Posteriormente, para
densificagio do mapeamento, levou-se em conta a posicdo absoluta do marcador no
genoma, em pares de bases, de acordo com dados do seqlienciamento do genoma murino

disponiveis no sistema Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org) (Hubbard et al,

2002; Hubbard et al, 2005), do Instituto Sanger. Os primers foram sintetizados pela

empresa [DT.

Reacdao em cadeia da polimerase - PCR
A amplificacdo das regides microssatélites foi realizada por PCR em um

termociclador Mini-cycler da MS Research e termocicladores M] 96+ da Biocycler através
de protocolo padrao (Ausubel et al, 1995). O programa constou de desnaturacao inicial a
942C por 3 minutos seguida por 35 ciclos a 942C durante 30 segundos, anelamento dos
iniciadores entre 502C-60°C durante 30 segundos e extensdo a 72°2C por 1 minuto,
finalizado por extensido final a 722C por 3 minutos. Os produtos de amplificacio foram
visualizados em gel de poliacrilamida 8% e corados pélo método de impregnacdo pela

prata, ou agarose 4% com brometo de etidio.

Amplificacao cDNA de Fgfr2
A amplificacdo do cDNA de Fgfi2 se deu pela construcio de 4 pares de primers a

partir da seqiiéncia obtida do transcrito ENSMUST00000084517, anotado
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automaticamente pelo Ensembl . Os primers foram desenhados utilizando o programa
PRIMER3 (Rozen et al, 2000). As seqliéncias destes primers, mostradas no sentido 5" para
3, sdo: 1F-GGCTGCCTGTGTGTTCCT; 1R-ATGCACTGCAACTCTAGCGA; 2F-
ATCTGCCTGGTCTTGGTCAC; 2ZR-CGCTGTAAACCTTGCAGACA; 3F-TTGAACGGTCACCACACC;
3R-ATCGATTCCCACTGCTTCAG; 4F-TGAAAGATGATGCCACAGAGA; 4R-
TTGCGGCTGTCCACTTATC. O perfil esperado da amplificagio dos quatro fragmentos
sobrepostos estd esquematizado na Figura 3, e a compara¢do de todos os transcritos

disponiveis para o gene Fgfr2 estd sumarizada no Quadro 1.

Transcricao Reversa e PCR

O RNA total foi isolado de amostra de figado utilizando TRIzol (Invitrogen). A
integridade do RNA isolado foi avaliada por separa¢do em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio. Trés microgramas de RNA total foram usados para sintese de cDNA em
um volume final de 20 pl contendo 50 mM Tris-HCl, pH 8.3; 2.5 mM MgCl,, 10 mM
ditiotreitol, 0.5 mM dNTPs, 50 ng de primers randémicos, 20 unidades de transcritase
reversa RevertAid™ H (Fermentas Inc, Hanover, MD) e 20 unidades de inibidor de
ribonuclease Ribonuclease Inhibitor ™ (Fermentas Inc, Hanover, MD). Para amplificacdo
por PCR, 5 pl desta reagdo foram usados como amostra. As PCRs foram realizadas na
presenca de 2.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada membro do par de
primers para Fgfr2 e 0.15 unidades de Taq polymerase (Invitrogen). Os tamanhos
esperados dos amplicons foram confirmados em gel de agarose 2%, padronizado por

escada alélica de 50pb (Invitrogen).

Cromatografia liquida desnaturante de alta performance (DHPLC)
Os fragmentos amplificados do cDNA, (Figura 3) foram submetidos a DHPLC. A

seqliéncia de cada trecho foi utilizada para calcular a temperatura 6tima de analise. Para
um fragmento em particular, uma mistura equimolar de amplicons provenientes de
animais careca e normais foi submetida a analise na temperatura 6tima calculada pelo
software Navigator (versdo 1.5.4). Foi utilizado um aparelho DHPLC WAVE Nucleic Acid
Fragment Analysis System (HITACHI-Transgenomic). As misturas de produtos de PCR para
os fragmentos de 1 a 4 foram desnaturadas a 95°2C por 3 minutos e renaturadas
lentamente por resfriamento gradual até 65°C. As amostras foram analisadas em colunas
de eluicdo com temperaturas proximas a temperatura de dissociagdo calculada para cada
fragmento. A presenca de quatro picos nos cromatogramas foi considerada um indicador

forte da existéncia de mutacdo em algum ponto da seqiiéncia.



Identificagdo do gene candidato para mutagdo careca induzida por ENU em camundongos

Amplificacao de éxons

Os éxons presentes no fragmento detectado por DHPLC foram amplificados
individualmente a partir de amostras de DNA gendmico extraido de camundongos careca
da linhagem BALB/c e normais das linhagens BALB/c, C57BL/6, A/] e NZB. Informagdes
sobre os éxons e seqiiéncias intronicas flanqueadoras para confec¢do de primers foram
também obtidos no Ensembl. Os melhores iniciadores foram desenhados utilizando o
programa PRIMER3 (Rozen et al, 2000). A qualidade das seqiiéncias dos primers foi
avaliada pelo software on-line gratuito Netprimer (www.premierbiosoft.com) para
verificar a possibilidade de formacdo de hairpins, presenga de regides internas repetidas e
formacdo de homodimeros e heterodimeros. As seqliéncias dos primers forward (F) e

reverse (R) descritas no sentido de 5para 3' sdo: éxon6 F-CTCTGCTTCCACCAACTTCC, R-

GCCCATAAAACCTGGCTACG; éxon7/8 F-CTCCCATTGCCTTTCTCCAT, R-
CCACAGCCTCCAGAAACATT; éxon9 F-CTTCGTGTCTCTCGGTTGTG, R-
GGGGTCATTTGGAACATTTG; éxonl0 F-AGGAACCCTTGGCTCTTTGT, R-
GCTGACTGAACCTCCACACA; éxonll F- TGAGAACTATCTGAGGAGGGAAG, R-
TGGAAAACGGGGAGAAAAA; éxonl2 F-CTGATGGAGCCAGCATTACA, R-
AGACAACGACCCTCCCAGA; éxonl3 F- TATCGGAGGCTCATTGGTTC, R-

AACGCTCGCTCCTGATAAGA e éxonl4  F- GGGGAAGTGTTTCTGGCTCT, R-
TAGGTGTGATGGGAAAATGC. Posteriormente os demais éxons foram amplificados na

tentativa de localizar a mutacdo causadora do fenétipo carc as seqiiéncia sdo: éxonl F-

CTGGCGGGTGTCTCT; R- CACTCCTCCATCACCAATAG; éxon2 F-
AACAACAGCAACAGCAGCAG; R-AGCAAACCAAACCACTCCAG; éxon3 F-
CTTTCCCATCTGCCTCTGTC; R-GCCTGTGGTCTAGCTCTTG; éxon4 F-
AGGACACAGCACTGCATACG; R- TCGAGCTCACTGAGGAGGTT; éxon5 F-
TCTGCTTCCACCAACTTCCT; R- TCTCGCTGCTATGGTTTGAA; éxonl5 F-
GATGGCTCTTGCAGTAGT; R- GTGTCATTC ATTCTGTAACCG; éxonl6 F-
GGCTACAAAAATGAGTCG; R-GTAGGCAGATCAGTAACCAA éxonl7 F-
ATGGATGTAAGAAGTGAGTG; R- CATGTCTGGAGAGAGGACG; éxom18 F-

TGTCTCCATGCCACCTGTTA; R-CTGCCTGACCCTAAAAATGG; éxonl9 F-TGTGTCGTA
AGAGAAAAGTT; R- ATACATGGTGGGTCAGAG.

Seqiienciamento
0 seqlienciamento das amostras referentes aos exons 6,7-8,9,10, 11,12,13,14 foi

realizado em um sistema MegaBACE 1000® Amersham-Pharmacia Biotech utilizando Kits
para seqiienciamento DYEnamic ET® Terminator da mesma companhia, seguindo
protocolo sugerido pelo fabricante. O seqlienciamento dos éxons 2, 4, 5 e de 15 a 19 foi

feito utilizando o seqiienciador ABI modelo 3130 usando fluorescéncia do Kit Big Dye
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Terminator v3.01 segundo protocolo otimizado do Laboratério de Biotecnologia e
Marcadores Moleculares. As amostras foram seqiienciadas tanto no sentido direto quanto

no reverso.

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL W
(Thompson et al, 1994) integrado no software MEGA 3.1 (Kumar, 2004). O exame
visual dos cromatogramas foi feito utilizando o programa CodonCode Aligner

(www.codoncode.com/aligner).




Identificagdo do gene candidato para mutagdo careca induzida por ENU em camundongos

Resultados

Observagdes fenotipicas .

O mutante carc foi gerado usando ENU como mutagénico, animais BALB/c
machos receberam 205mg/kg de ENU e foram cruzados com fémeas BALB/c apos
um periodo de infertilidade. Um dos pedigrees estabelecidos para recuperar
mutacdes recessivas produziu prole com defeito na pelagem, claramente
observada desde a primeira pelagem e nunca apresentam pelagem completa. Nao
houve desvio quanto a distribuicdo de machos e fémeas na prole e ambos os

géneros foram igualmente férteis em relacdo aos animais selvagens.

O intercruzamento de animais afetados resultou em 100% de animais
afetados enquanto o cruzamento de animais afetados com animais BALB/c
selvagens resultou em 100% de freqiiéncia de animais com feno6tipo normal,

confirmando o carater recessivo de heranga do fenotipo carc.

A aparéncia geral dos camundongos afetados é normal ao nascimento,
apesar do tamanho menor que o BALB/c selvagem. Eles apresentaram crescimento
do pélo retardado com o aparecimento da primeira pelagem por volta do D8,
enquanto os animais controle apresentaram primeira pelagem por volta do D5 ou
D6. A pelagem do mutante sempre se apresentava esparsa e entre os D35 a D45 a

maioria dos animais mutantes se tornou carecas.

Camundongos homozigotos para o gendtipo carc apresentaram vibrissas normais,
cilios e unhas como os dos selvagens, animais heterozigotos eram indistinguiveis dos

animais selvagens BALb/c de idade correspondente.

Necropsia de animais mutantes de 8 semanas de idade mostrou que a maior
alteracdo nos 6rgdos internos ocorreu nos linfonodos superficiais, A analise do painel de
tecidos incluiram bago, figado, linfonodos, tiredide, timo, glandulas adrenais, cérebro,
pulmdbes, coracdo, rins, pancreas e trato reprodutivo que foram considerados

histologicamente normais.
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A analise por Citometria de fluxo do figado e linfonodos ndo mostrou alteracdo na
distribuicdo de CD3, CD4, CD8, CD11, CD19, CD44, CD45 e CD62L em machos e fémeas com

idade de 8 semanas.

Marcagdo da pelagem

O mutante apresentou menos pélo que os animais controle, diferencas na estrutura
da pelagem foram observadas desde o primeiro dia se acentuando e culminando com a
perda quase completa de toda a pelagem colorida por volta do D20 ou D30, enquanto que
o BALB/c controle manteve a pelagem colorida por quase 10 meses. (figura. 2). Nossos
resultados mostraram que enquanto os animais BALB/c mudam a pelagem em partes e em
ondas no sentido rostro caudal, os mutantes mudam de pelagem sem obedecer a esse

padrao, ja que a ultima pelagem que o afetado perde é na nuca.

Desenvolvimento da pele e do pélo

Na idade de 8 semanas os animais mutantes apresentam a maior parte dos
foliculos pilosos na anagen (periodo ativo de crescimento), enquanto os animais controle
BALB/c apresentam maior parte dos HFs (Hair Follicles) em telogen (periodo de

descanso).

A andlise da pele dos animais careca ao nascimento apresentou hiperplasia e
hiperqueratose alem de atraso na migracdo dos HFs para a epiderme em relacdo aos
animais controle. Aproximadamente do P7 ao P13 as células da epiderme do mutante se
apresentavam maiores e glomerulosas com citoplasma vacuolizado, em adi¢do a derme se
apresentava engrossada com o aumento do panniculus adiposus e desenvolvimento
exuberante de glandulas sebaceas. Ao mesmo tempo, a pele dos animais mutantes
apresentaram canais capilares dilatados e com acimulo de material c6rneo e com pelagem

mal formada, (figura 4).
Depilagdo da pele

A depilacdo foi usada para trazer todos os HFs para a mesma fase do
desenvolvimento (anagen). Os resultados da depilagao foram muito semelhantes a aqueles
obtidos na pele e nos foliculos pilosos. Desconsiderando as diferencas de textura e
espessura da derme e da epiderme entre os mutantes e os animais com fenoétipo selvagem
nenhuma outra alteracio foi observada no modelo até o D12. No D16 as diferengas nos
foliculos pilosos entre os animais BALB/c e mutantes era clara, no mutante os HFs eram

maiores que no controle e cistos cheios de pélo puderam ser observados. Entre o D20 e
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D24 essas diferencas se acentuaram, os mutantes apresentaram mais foliculos pilosos
ativos e os cistos se moveram para a superficie da epiderme. No D28 os foliculos pilosos
no mutante estavam claramente em anagen enquanto os dos animais BALB/c estavam em

telogen, (Figura 4).
Imunohistoquimica

Enquanto a proliferacio celular foi detectada apenas nos P16 e P18 e no D16 em
foliculos selvagens, o PCNA mostrou intensa atividade proliferativa na regido conectiva
Peri-folicular, durante todos os pontos analisados em tecido dos animais mutantes. Em
BALB/c a atividade proliferativa é marcada por um decaimento entre P20 e P24 e entre o
D20 e D28, esse achado é consistente com a histologia observada, sugerindo que existe

uma formacao defeituosa dos HFs nos animais mutantes carc.

Mapeamento
A analise de ligacdo inicial constou da genotipagem de 10 animais carc/carc para

54 marcadores microssatélites polimorficos entre as linhagens BALB/c e C57BL/6. Cada
marcador pdde detectar recombinagdo em um intervalo gendmico de cerca de 40 cM, que
€ o alcance relativo calculado para a amostra genotipada de 10 animais. Ficou evidenciada
a ligacao do locus carc com o marcador D7Mit259, localizado a 72.00 cM no cromossomo 7,
ja que todos os 10 animais apresentaram homozigose para este marcador. Outros 15
marcadores microssatélites foram selecionados e triados, sendo que 7 deles apresentaram
polimorfismo entre BALB/c e C57BL/6 e outros 8 mostraram-se polimorficos entre
BALB/c e NZB. O mapeamento genético a alta resolucdo da muta¢do careca pdde contar
com 783 meioses informativas. Os resultados possibilitaram a construcdo de um haplétipo
que permitiu posicionar a mutacdo na extremidade distal do cromossomo 7 murino, em
um intervalo de 5,56 megabases compreendido entre os marcadores D7Mit105 e

D7Mit304 (Figura 5). Esta regido possui homologia com o cromossomo 1026 humano.

Andlise da regiao mapeada
0 gene Fgfr2 foi o escolhido como melhor candidato pela alta semelhanca funcional

entre o mutante careca e knockouts para o mesmo gene. O gene Fgfr2
(ENSMUST00000068807) esta localizado no cromossomo 7 de camundongo na posi¢ao
63.00 cM no mapa genético consenso, delimitada pelo intervalo 124.235.461-
124.389.428pb. A posicdo absoluta do gene nos permitiu desenhar primers que pudessem
amplificar o cDNA do segundo maior transcrito utilizando amostras de RNA extraidas de

figado de animais normais e careca.
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DHPLC

A triagem de mutacdes no cDNA de Fgfr2 expresso no figado se deu pela
amplificacdo, por PCR, de 4 fragmentos sobrepostos, que juntos cobriram
aproximadamente 96% da seqliéncia total do transcrito (Figura 3). Cada fragmento foi
amplificado a partir do cDNA de animais normais e mutantes da mesma linhagem. Os
amplicons referentes a um mesmo fragmento foram misturados e aplicados na coluna de
eluicdo com temperatura estimada in silico através de programa computacional. O perfil
cromatografico referente ao fragmento 3 permitiu a observacdo de quatro picos (Figura
6). Os dois picos eluidos entre 4 e 5 minutos correspondem aos heteroduplices,
considerando que os hereroduplices sdo sempre eluidos antes que seus homoduplices
correspondentes (Xiao & Oefner, 2001). O reanelamento de amplicons semelhantes, mas
que ndo participaram da formacdo de heteroduplices, geraram os homoduplices
evidenciados por dois picos adjacentes, aos 6 minutos de eluicdo. Este padrao de eluicao
ndo foi observado para amostras contendo os fragmentos 2 e 4. Nao foi possivel uma

amplificacdo satisfatoria do fragmento 1, que ficou excluido da analise por DHPLC.

Seqiienciamento de éxons e alinhamento
A analise de DHPLC forneceu um forte indicio da existéncia de uma diferenca de

seqiiéncia nucleotidica no trecho do cDNA de Fgfi2. Este fragmento é transcrito da regiao
do gene que contém os éxons 6 ao 14. Partiu-se para o seqiienciamento de cada um destes
éxons separadamente a partir do DNA gendmico. Cada um dos 14 éxons foi seqlienciado
pelo menos duas vezes em cada sentido (forward e reverse) para as linhagens BALB/c,
C58BL/6, NZB, A/] e cinco animais careca escolhidos ao acaso na amostra. Apenas os
segmentos pontuados com uma alta qualidade foram utilizados na comparacgao. Foi feita
uma conferéncia visual dos cromatogramas nos casos de divida em relacdo a identidade
das bases seqiienciadas, com posterior correcio manual das ambigiiidades. As seqiiéncias
consenso, obtidas do Projeto Genoma Murino que utilizou amostras de camundongos
C57BL/6, também foram incluidas no alinhamento. Além disso, também foi verificada a
presenca de mutacdo nos sitios consenso de excisdo presentes nas juncoes intron-éxon. O
exame minucioso dos alinhamentos individuais dos éxons triados neste trabalho mostrou
claramente uma auséncia de muta¢do candidata perceptivel. O seqiienciamento dos
demais éxons ndo mostrou nenhuma discrepancia entre as seqiiéncias obtidas e a

seqliéncia consenso obtida nos bancos de dados.
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Discussao
As mutacbes de pelagem sdo muitas e proporcionaram enormes avan¢os no

entendimento do processo de organogénese epidérmica em mamiferos. Em camundongos
foram descritas mais de 230 mutac¢des afetando varios aspectos da pele e seus anexos
(Nakamura et al, 2001). De ocorréncia bem ampla no genoma murino, as mutacdes de
pelagem estdo presentes nos 19 autossomos (6% delas no cromossomo 7) e no X. Estes
valores sugerem o envolvimento de varios genes em uma embriogénese complexa da pele,
possivelmente implicando em uma grande diversidade de sinalizadores intracelulares,
receptores e hormonios. No mutante careca a fase de anagen no ciclo de desenvolvimento
do foliculo piloso é anormalmente longa, em alguns casos o foliculo fica estacionado nessa
fase, essa alteracdo no desenvolvimento do pélo pode ser responsavel pelo aumento da
espessura da derme e do aumento do numero e tamanho das glandulas sebaceas, que tem
seu desenvolvimento atrelado ao ciclo do desenvolvimento do foliculo piloso. A mutagao
careca confere aos animais uma pelagem defeituosa e insuficiente, além de outros
problemas nos 6rgdos internos. Os animais carc fazem parte, deste grupo, juntamente
com os outros mutantes de pelagem ja conhecidos. A mutacdo careca pode ser de interesse
médico pela sua potencialidade em contribuir em uma melhor compreensido do papel

funcional das vias envolvidas na sinalizacao epidérmica, ainda pouco conhecidas.

Muitas mutacdes que afetam a pelagem em camundongos e ratos foram
seqlienciadas e tiveram como ponto de partida o mapeamento genético através de analise
de ligacdo utilizando marcadores microssatélites (Jahoda et al, 2004; Peters et al, 2003). A
mutacdo careca foi mapeada a alta resolu¢do em um intervalo de 5,56 Mb que contém
cerca de 30 genes com somente um candidato imediato. A inexisténcia de outros
marcadores microssatélites polimorficos entre as linhagens BALB/c, C57BL/6 e NZB nas
regides centroméricas e teloméricas de recombinagdo impossibilitou uma maior reducido

do intervalo mapeado.

A sondagem do gene Fgfr2, avaliado como o melhor candidato da regido mapeada
para presenc¢a de mutacdes associadas com o fenotipo careca, se deu pela triagem inicial
de fragmentos do cDNA deste gene através de DHPLC. A técnica de DHPLC foi escolhida
por se mostrar muito superior na detec¢do de SNPs comparada a outros métodos como
seqiienciamento, SSCP e eletroforese de gradiente em gel desnaturante, podendo detectar
alelos presentes na amostra em uma freqiiéncia menor que 3% (Wolford et al, 2000). Os
graficos de retencdo para o fragmento 3 amplificado do cDNA mostraram quatro picos

caracteristicos para presenca de mutacdo (Figura 6). Contudo, o seqlienciamento dos
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éxons e das regides doadoras e aceptoras de splicing presentes neste fragmento nao
permitiu o isolamento de nenhuma variante nucleotidica na seqiiéncia que pudesse ser
considerada a mutagdo causadora do fenétipo carc. O resultado positivo obtido da analise
de DHPLC pode talvez ser explicado pela ocorréncia conjunta das isoformas
intermediarias IlIb (que ndo possui o éxon 9) e Illc (que ndo possui o éxon 8) na amostra
amplificada por PCR. Esta coexisténcia pode ter promovido a hibridagido de fragmentos de
comprimentos diferentes na amostra, levando a deteccdo de quatro picos no
cromatogramas. Os cromatogramas obtidos pela andlise dos fragmentos 2 e 4 indicaram
inexisténcia de mutacdo e o fragmento 1 ndo pdde ser analisado. No entanto, os
fragmentos 2 e 4 ndo podem ser integralmente isentos de portarem a mutagio careca.
Apesar da técnica de DHPLC ser bem consolidada e render resultados extremamente
confidveis, a formacdo de bolhas de mismatch detectaveis por DHPLC nos fragmentos
amplificados pode depender do conteddo GC das seqiiéncias que flanqueiam a mutagdo.
Assim, muitas mutagdes, mesmo que presentes nos éxons, podem passar desapercebidas.

Este fendmeno pode ter mascarado possiveis mutagdes nos fragmentos 2 e 4.

A triagem do gene Fgfr2 em busca da muta¢ido carc se deu primeiramente nos
éxons, ja que modificacdes em introns, embora possam induzir a recomposicdo de mRNAs
intermediarios ndo-funcionais ou criar novos sitios aceptores de splicing, sao
extremamente raras (Beier, 2000). Apesar dos resultados pouco conclusivos do
seqiienciamento dos éxons de 6 a 14 presentes no fragmento 3 amplificado do cDNA de
Fgfr2, ndo se pode excluir a possibilidade da muta¢do careca ter alterado alguma
seqliéncia de controle de splicing presente nos introns, tal como as seqiiéncias IAS2 e
ISAR, que controlam a recomposi¢ao dos transcritos de Fgfr2 (Wagner et al, 2003). Neste

caso o trabalho fica muito mais dificil pois o gene Fgfr2 possui introns de até 67 Kb.

O gene Fgfr2 de camundongos, presente na regido mapeada a alta resolugao,
permanece como o melhor candidato a abrigar a mutacao careca. Cerca de onze doencas
genéticas associadas aos receptores FGFRs sdo conhecidas em humanos. Uma melhor
compreensao destas patologias foi conseguida através de estudos dos efeitos de mutagoes
de sentido trocado (missense), inser¢do de stop cédon prematuro (nonsense), erro de
splicing, delec¢des e insercdes no gene Fgfr2 humano e em outros da familia FGFR, como
Fgfr-1 e Fgfr-3 (Passos-Bueno et al, 1999). Diferentes doencgas genéticas humanas, como,
por exemplo, Sindrome de Crouzon, Sindrome de Apert e Sindrome de Beare-Stevenson,
sdo causadas por muta¢des no gene FgfrZ, mas também podem surgir por alteracdes em
outros receptores tais como Fgfrl e Fgfr3. Mutacdes induzidas no gene FgfrZ murino

levam a fendtipos que mimetizam anormalidades ésseas no cranio observadas na
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Sindrome de Apert humana (Chen et al, 2003). Camundongos knockout homozigotos e
heterozigotos para genes da familia Fgf e Fgfr, além de mutagcdes espontaneas, vém
permitindo a obtencdo de dados moleculares conclusivos a respeito da complicada
interacdo destes receptores e seus ligantes na organogénese murina (De Moerlooze et al,
2000). Além de estar envolvido na diferenciacdo epidérmica e 6ssea, o receptor Fgfr2
também esta intimamente ligado aos processos de desenvolvimento embrionario do timo
(Revest et al, 2001), ceco (Burns et al, 2004) e pancreas (Pulkkinen et al, 2003). A
possibilidade da mutagdo careca ser um alelo mutante informativo de Fgfr2 permitira o
delineamento de analises moleculares e funcionais mais direcionadas. E neste sentido que
informacdes extraidas de estudos envolvendo o alelo mutante carc podem contribuir para

a melhor integracdo da compreensao do papel dos receptores Fgfr na embriologia murina.

Caso a mutacdo careca esteja presente em outro gene que nao Fgfr2, é razoavel,
por exemplo, avaliar os outros genes da regido mapeada e selecionar candidatos adicionais
a ser seqiienciado, o que pode levar a descoberta de novas fung¢des ou interacoes génicas

ainda nao descritas para os demais genes dessa regiao.

BALB/C lcarc/carcl X C57BL/6 or NZB

X g F1 (carc/+)

N2 (carc/carc) or (carc/+)

Figura 1: Esquema de cruzamento backcross utilizado na geragdo dos animais usados no
mapeamento da mutacdo carc. O primeiro cruzamento entre as linhagens BALB/C e a

linhagens C57BL/6 e 0 segundo com a linhagen NZB.
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Figura 2 - Camundongo normal a esquerda e camundongo careca a direita,
ambos da mesma idade e do mesmo sexo, provenientes da linhagem BALBI/c.
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Figura 3 - Comparagdo esquematica de transcritos ja anotados do gene Fgfr2. Os cddigos dos quatro transcritos disponiveis
estdo destacados nos boxes pretos, de acordo com os dados do seqlienciamento do genoma do camundongo disponiveis no
Ensembl. Os nimeros em vermelho correspondem aos éxons. O tamanho de cada éxon em pares de bases esta mostrado
em preto. As extremidades 5"-UTR e 3"-UTR, quando existentes, estdo destacadas em verde. Abaixo, 0s tamanhos
esperados dos quatro fragmentos amplificados por PCR. Os iniciadores foram confeccionados com base na sequéncia do
cDNA84517. Os nimeros nas extremidades esquerdae direita das barras coloridas indicam a posigdo de anelamento dos
iniciadores forward e reverse no cDNA, respectivamente. O nimero branco ao centro de cada barra indica o tamanho
esperado dos amplicons.
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Figura 4 - Corte histopatoldgico da pele de camundongos: (A) careca - foliculos pilosos em
fase de anogeno; (B) BALB/c - foliculos pilosos em fase de telégeno. Coloracdo H.E.,
aumento 4x.
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‘ ’ BALB/c x C57BL/6 BALB/C x NZB

D7Mit96 (94,6) DIIIIII
/D7Mit38 (100,0) | HHHEEN |
/ D7Mit281 (106,06) HIHEN | |
' D7MIt238(112,9) | M | |
D7mité6 (113,7) | N | | | @
D7mit101(1196) | MM | | | |
D7Mit105 (122, 61) DIDDDDDDD
D7Mit304 (128,17)

D7Mit332 (128,4)
D7Mit360 (130,12)
D7Mit12 (130,89)

D7Mit174 (136,0) QDDDDDD____.__,_________,_..____;

D7Mit14 (136,77)
D7Mit46 (137,06)
D7Mit223 (139,02)

Cr. 7 9374741266014

Figura 5 - Hapl6tipos representando os 783 animais testados. Os marcadores estdo ordenados a
esquerda seguidos de sua posicdo em megabases no cromossomo 7. Os quadrados brancos
indicam a presencga do alelo BALB/c. Os quadrados pretos indicam a presenga dos alelos
BALB/c e C57BL/6. Os quadrados em cinza indicam a presenca dos alelos BALB/c ¢ NZB. Os
numeros abaixo de cada coluna indicam o nimero de animais que apresentaram o mesmo
haplétipo. O resultado mostra que o locus carc se localiza em um intervalo cromossémico de
5,56Mb compreendido entre os marcadores D7Mit105 (116,4Mb) e D7Mit304(121,42Mb). A
regido mapeada possui homologia com o cromossomo 10g26 humano.
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ity

1 2 3 4 =1 =] T min

Tempo de retenc¢ao (min)

Figura 6 - Perfil cromatogréafico de DHPLC de uma mistura de produtos de 908pb amplificados por
PCR das linhagens careca e normal BALB/c. As amostras foram misturadas, desnaturadas e
renaturadas lentamente, sendo posteriormente submetidas a cromatografia liquida desnaturante de
alta performance. As setas vermelhas assinalam os picos correspondentes aos homoduplices e
heteroduplices. Este padrdo de quatro picos sugere presenca de mutacéo no fragmento.
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