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Resumo

Um projeto denominado O camundongo como organismo modelo — Indugdo de
novas mutagoes, desenvolvido em parceria, pelo Laboratério de Genética Animal e
Humana (LGAH) do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e o Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, objetivou a inducdo de
diferentes mutagdes no genoma de camundongos, utilizando-se o agente mutagénico N-
etil-N-nitrosourea (ENU). Neste projeto, foram obtidos 11 mutantes com fenotipos de
interesse, selecionados para mapeamento genético e clonagem posicional, com o intuito
de gerar modelos animais para patologias genéticas humanas. Dentre os 11 mutantes
encontra-se o fraqueza.

A mutacdo fraqueza ¢ herdada de forma autossomica recessiva e caracteriza-se
por perda progressiva da for¢a muscular na cauda e nas patas. O quadro ¢ observado a
partir da primeira quinzena de vida e o animal morre por volta da décima segunda
semana.

Para fins do mapeamento genético, animais BALB/c, heterozigotos para a
mutagdo fraqueza, foram cruzados com animais C57BL/6 normais gerando animais F1
que foram, em seguida, intercruzados gerando animais recombinantes F2.

O presente trabalho teve como objetivo o mapeamento a média resolugdo do
gene causador do fendtipo fragqueza por analise de ligagdo nos animais F2
recombinantes, e a caracterizagdo dos genes Bullous Pemphigoid Antigen 1 (Bpagl) e
Actin-related protein 1 homolog B (Actrib), candidatos posicionais e funcionais para a
mutagao.

A andlise de ligagdo foi realizada com os animais recombinantes através de
marcadores microssatélites polimorficos para as duas linhagens (BALB/c e C57BL/6), e
a mutacdo foi mapeada no cromossomo 1, entre os marcadores D1mit373 (10.92 cM) e
DImit320 (18.64 cM), delimitando uma regido de 7.72 cM, regido esta onde se
encontram os genes Bpagl e Actrlb.

Espera-se com este trabalho identificar a mutacdo responsavel pelo fendtipo
fraqueza para que este modelo possa ser utilizado para futuros estudos em doengas

neuromusculares e neurodegenerativas.



Abstract

A project called “The mouse as a model organism - Induction of new
mutations”, developed in partnership by the Laboratory of Human and Animal Genetics
(LGAH) Institute of Biological Sciences, UFMG and the Department of Immunology,
Institute of Biomedical Sciences, USP, aimed at inducing of different mutations in the
genome of mice using the mutagen N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). In this project, we
obtained 11 mutants with phenotypes of interest were selected for genetic mapping and
positional cloning in order to generate animal models for human genetic diseases.

Among the 11 mutant is the fraqueza (weakness).

The fraqueza mutation is inherited as an autosomal recessive and is
characterized by progressive loss of muscle strength and motor coordination in the tail
and paws. The picture is observed from the first two weeks of life and the animal dies

around the twelfth week.

For purposes of mapping genetic animal BALB / ¢ mice heterozygous for the
mutation weakness were crossed with C57BL / 6 normal generating F1 animals were

then intercrossed generating recombinant animals F2.

The present work was aimed at the medium-resolution mapping of the gene
causing the phenotype weakness for linkage analysis in recombinant F2 animals, and
characterization of genes Bullous Pemphigoid Antigen 1 (Bpagl) and Actin-related

protein 1 homolog B (Actrib), candidates positional and functional mutation.

Linkage analysis was performed with the animals through recombinant
polymorphic microsatellite markers for both strains (BALB / ¢ and C57BL / 6), and the
mutation was mapped on chromosome 1 between markers D1mit373 (10.92 cM) and
D1Imit320 (18.64 cM), defining a region of 7.72 cM region is where the genes and
Bpagl Actrlb.

It is hoped that this work was to identify the mutation responsible for the
phenotype weakness so that this model can be used for future studies in neuromuscular

and neurodegenerative diseases.



1 INTRODUCAO

1.1 MODELOS ANIMAIS

A experimentagdo animal ¢ um componente essencial da ciéncia. Sua ampla
contribuicdo nas pesquisas biomédicas e comportamentais promove ao longo dos anos
um grande aumento no conhecimento cientifico. (Use of Laboratory Animals in
Biomedical and Behavioral Research).

A principal vantagem dos modelos animais em relagdo as técnicas in vitro € o
fornecimento de informagdes sobre o organismo como um todo (Chorilli et al, 2007).
Diversos animais sdo utilizados atualmente como modelo, e sdo escolhidos de acordo
com os objetivos da pesquisa a ser realizada. Os animais mais utilizados para o estudo
de doengas humanas sdo os camundongos, ratos, coelhos, cdes, suinos e primatas.
Dentre estes, os camundongos s3o os mais intensamente utilizados ¢ os mais
profundamente conhecidos do ponto de vista cientifico (Chorilli ef al, 2007), existindo
atualmente, diversos modelos murinos estabelecidos para diversas condi¢des
patologicas humanas.

O camundongo é membro da classe Mammalia, ordem Rodentia, familia
Muridae, género Mus, espécie Mus musculus. Essa classificagdo ¢ a mais aceita,
entretanto, ha controvérsias sobre espécies ¢ subespécies criadas em laboratdrios,
devido a presenca de cruzamentos especiais nos quais os animais apresentam alguns
genes ou, até mesmo, cromossomos de espécies diferentes. Um exemplo ¢ a linhagem
isogénica C57BL/6, na qual 6,5% do genoma ¢ originario de Mus spretus e ndo de Mus
musculus (Franco, 2006).

No inicio do século XX, juntamente com a redescoberta dos trabalhos de
Mendel, o camundongo tornou-se também um importante modelo experimental para os
estudos genéticos (Chorilli et al, 2007). Em 1909, Clarence Cook Little iniciou a
producdo da primeira linhagem de camundongo geneticamente homogénea, a partir de
experimentos para a observagdo da segregacdo da cor da pelagem. Através de
acasalamentos entre irmaos por 20 geracdes consecutivas, foi obtida a primeira
linhagem consanguinea, chamada de DBA (Dilute Brown Non-Agouti) (Lee Silver,1995
).

A importancia do camundongo na modelagem de doengas genéticas humanas se

deve a algumas vantagens particulares que este animal apresenta. Além de ser pequeno
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e de facil manipulacdo em laboratorio, o camundongo ¢ bastante prolifico e possui um
tempo de geragdo curto, 19 a 21 dias. Apesar da grande variagdo apresentada entre as
linhagens isogénicas e heterogénicas, as fémeas, em geral, podem carregar muitos
embrides por gestagdo, ¢ o filhote pode atingir a maturidade sexual em apenas 11
semanas. Além disso, ¢ possivel realizar cruzamentos controlados destes animais com o
intuito de promover endogamia, de modo que podem ser criadas populagdes de
camundongos extremamente homogéneas do ponto de vista genético (Godard, 2008).
Essas populagdes sdo denominadas linhagens isogénicas (inbred strains) e sdo muito
estaveis e geneticamente padronizadas: apresentam formas alélicas homozigotas para
todos os loci do genoma (isogé€nicas) com o conjunto de alelos distribuidos de forma
aleatoria (Godard, 2008).

Uma linhagem isogénica ¢ estabelecida através de um protocolo de cruzamentos
entre irmdos e, apds 20 geragdes sucessivas, todos os individuos da linhagem serdo
idénticos, e terdo cerca de 99,9% do seu genoma em homozigose (Panthier et al., 2003).
Assim, os animais dentro de uma mesma linhagem apresentam uma uniformidade
fenotipica, o que permite considerar que as variacdes experimentais encontradas sdo
resultados apenas de fatores externos, sem comprometimento genotipico do animal
(Benavides et al., 2004).

Quando comparada aos modelos mais utilizados na pesquisa cientifica, a
distancia evolutiva entre as espécies humana e murina ¢ relativamente curta (cerca de 60
milhdes de anos) (Figura 1). Assim, o camundongo apresenta desenvolvimento, plano
corporal, fisiologia, comportamento ¢ doencas muito semelhantes ao homem. Além
disso, mais de 90% dos dois genomas podem ser alinhados em regides de sintenia
conservada entre as duas espécies, refletindo a organizacdo estrutural do cromossomo
no ancestral comum. Ainda em relag@o a semelhanga genética entre os dois organismos,
cerca de 99% dos genes do camundongo apresenta um homoélogo no genoma humano,
sendo que 75% destes sdo ortdlogos, mantendo as fungdes ancestrais em ambas as
espécies. (Austin et al., 2004; Guénet, 2005).

A grande semelhanga entre as duas espécies e, principalmente, a homologia da
quase totalidade dos genes murinos no humano torna o camundongo um modelo para
estudo de disfung¢des genéticas de enorme aplicabilidade, uma vez que a identificacdo
de mecanismos, alelos e genes no camundongo pode ser facilmente extrapolada para o

homem.
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Figura 1: Relagdes evolutivas entre os modelos mais utilizados em laboratorio. Os tempos
aproximados em divergéncias evolutivas entre os organismos citados e seus ancestrais comuns
estdo indicados ao longo da linha do tempo, em uma escala de milhdes de anos. Destaque para a
divergéncia recente entre camundongos e humanos, ha cerca de 60 milhdes de anos. (Silver,
1995)

Outro aspecto também vantajoso para a utilizacdo do camundongo em estudos
genéticos é que o genoma deste animal suporta procedimentos de mutagénese (Austin,
2004). O avango acelerado das técnicas de biologia molecular tem tornado comum o uso
de camundongos transgénicos para estudos de doengas genéticas. De fato, o
camundongo ¢ a espécie geneticamente modificada mais utilizada nas pesquisas,
representando cerca de 97% do total de animais geneticamente modificados que sao
utilizados (Chorilli et al, 2007).

O uso de animais com objetivos cientificos ¢ uma pratica comum, mas
para que seja moralmente aceitavel e apresente resultados confidveis, ¢ fundamental ter-
se a consciéncia de que o animal, como ser vivo, possui habitos de vida proprios da sua
espécie, apresenta memoria, preserva o instinto de sobrevivéncia e € sensivel a situagdes
estressantes e a dor, razdes que preconizam posturas €ticas em todos os momentos do

desenvolvimento de estudos com animais de experimentacao.

1.2 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE UM GENE

Existem duas estratégias que podem ser utilizadas para a identificagdo das

fungdes dos genes e ambas consistem em um mesmo principio basico baseado na ideia



de que a fungdo dos genes pode ser inferida a partir do estudo das alteragdes fenotipicas
provocadas pela presenga de um alelo mutado ndo-funcional ou nulo.

A primeira estratégia ¢ conhecida como “descendente” e consiste, basicamente,
na utilizagdo de técnicas de DNA recombinante para promover modificagdes em
sequéncias codificadoras ja conhecidas, de maneira a inativar um gene especifico. Em
geral essas modificagdes acarretam o aparecimento de um alelo nulo ndo-funcional e,
por meio do estudo das caracteristicas fenotipicas do mutante criado, pode-se
compreender a fun¢do daquele gene. (Godard, 2008)

A alteragdo no genoma dos camundongos ¢ feita in vitro por recombinagdo
homoéloga em células-tronco embrionarias e, uma vez induzida a mutagdo, os fendtipos
sdo cuidadosamente estudados, no contexto do organismo inteiro (Massironi, 2006).
Com o avango nos estudos de células-tronco embriondrias, esta estratégia tem se
tornado muito popular em varios laboratorios e milhares de camundongos transgénicos
tem sido gerados. De acordo com o International Knockout Mouse Consortium (IKMC),
existem hoje mutantes para 17855 genes codificadores de proteina gerados a partir da
manipulagdo de células-tronco embrionarias, o que representa cerca de 64% do total em
camundongos (IKMC, 16/Jun/2012) (Figura 2).

A produgdo de mutagdes dirigidas é uma abordagem direta para anotagdo génica
com relativamente poucas limitagdes. Pode-se dizer que, a0 menos em teoria, qualquer
sequéncia de DNA de fungdo desconhecida pode ser alterada in vitro e podem ser
produzidos embrides com a mutacdo em homozigose para estudo dos efeitos fenotipicos
resultantes da alteragdo genética (Massironi, 2006). Com algum refinamento, podem ser
produzidas, inclusive, mutagdes condicionais ou tecido-especificas.

O principal aspecto negativo deste tipo de estudo ¢ a necessidade de que sejam
geradas alteragdes observaveis para que o estudo seja efetivo. Ou seja, é necessario que
a alteragdo fenotipica seja mensuravel. Isto significa que, em muitos casos, o trabalho
termina com fenotipos inconclusivos, principalmente para genes que, quando
inativados, apresentam fendtipos muito sutis ou de dificil acesso, ou ainda, nenhuma
alteracdo fenotipica (Massironi, 2006). Além disso, os genes muito pequenos, ¢
especialmente aqueles com um Unico éxon, sdo dificeis de serem inativados por razdes
praticas (Massironi, 2006).

Mais ainda, a produgdo de mutagdes dirigidas no genoma requer experiéncia,
habilidade e equipamentos sofisticados, € ndo constitui uma pratica corriqueira nos

laboratdrios de Biologia Molecular.
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Figura 2: Grafico representativo do numero de mutantes murinos existentes para genes
codificadores de proteina gerados por mutacdo dirigida a partir de células-tronco embrionarias
(IKMC).

Ja a segunda abordagem segue um caminho inverso e, por isso, ¢ conhecida
como “ascendente”, genética inversa ou clonagem posicional. Ao contrario da primeira,
esta estratégia consiste na analise das variagdes fenotipicas em um dado modelo,
seguida da identificagdo molecular do fator genético responsavel. Por esta estratégia,
uma mutagdo espontanea ou induzida em uma sequéncia previamente desconhecida, ¢
selecionada para estudo por meio do fendtipo alterado que ela causa. A clonagem
posicional permite identificar o gene onde se encontra a muta¢do e compreender sua
fun¢do de acordo com o fendtipo causado por sua disfungéo.

Embora seja laboriosa e demorada, a clonagem posicional apresenta a vantagem
de ser realizada a partir de um fenétipo conhecido e de interesse bioldgico ou médico, o
qual pode ser detalhadamente estudado, em seus aspectos morfologicos, fisiologicos,
neurolégicos, comportamentais ¢ de desenvolvimento. Sendo assim, constitui uma
estratégia interessante que possibilita que um animal de laboratério portador de uma

mutacdo que resulte em um fenotipo muito semelhante a uma doengca humana
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geneticamente determinada, seja considerado um modelo para essa patologia (Godard,
2008).

Entretanto, essa estratégia apresenta a desvantagem de sO permitir a
identificacdo de um nimero minoritario de genes que, quando mutados, levam ao
aparecimento de um fendtipo facilmente observado ab utero (Godard, 2008) e que ndo
inviabilizam o desenvolvimento embrionario. Além disso, a clonagem posicional é, em
geral, um empreendimento laborioso, que requer a criagdo de centenas de camundongos
para reduzir a intervalo genético onde se localiza o locus mutado a um tamanho
razoavel. (Massironi, 2006).

Apesar de teoricamente opostas, as duas estratégias sdo complementares,
embora com a peculiaridade que, enquanto a engenharia genética in vitro ¢
universalmente aplicavel, a clonagem posicional necessita de um fendtipo evidente

disponivel (Massironi, 2006).

1.3 ESTUDO DE MUTACOES

Loci mutantes representam um recurso rico para a identificacdo de genes que
afetam o desenvolvimento e a fisiologia. Os primeiros /oci mutantes disponiveis para os
geneticistas de camundongo para estudo foram importados de cortes imperiais do Japao,
cujos imperadores cultivavam camundongos com caracteristicas incomuns como
coloracdo de pelo e comportamentos neurologicos, ou foram mutagdes espontaneas
ocorridas em grandes colonias de produgdo, como as mantidas no The Jackson
Laboratory em Bar Harbor, ME (Dietrich et al., 1995). Posteriormente, a técnica de
mutagénese de genes via radiacdo, quimicos ou inser¢do de transgene tornou possivel a
criagdo de milhares de novas mutagdes ndo direcionadas. Mais recentemente,
tecnologias de knockout, knockin e knockdown de genes tornaram possivel a criagdo de

mutacdes dirigidas em virtualmente qualquer gene do genoma murino.

A existéncia de uma ampla gama de mutagdes disponiveis para estudos
genéticos propicia enormes avangos no campo de estudo da genética. De fato, a
identificacdo de um alelo mutante ndo funcional em conjunto com a analise cuidadosa
do fenotipo apresentado constitui uma forma valiosa e eficaz de se estudar as fungdes

dos genes. (Guénet, 2005).
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1.4 MAPEAMENTO GENETICO

De acordo com Boyd (1998), o mapeamento genético ou posicional de um gene,
também conhecido como mapeamento por recombinagdo ou analise de ligagdo, envolve

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

O mapeamento de uma nova mutagdo necessita da elaboracdo de cruzamentos
que permitam observar uma segregacdo conjunta entre varios marcadores genéticos
polimorficos e o locus mutado. O sucesso do mapeamento depende tanto da quantidade
de marcadores disponiveis na regido a ser mapeada quanto do numero de individuos

informativos existentes.

Esse tipo de abordagem ganhou um lugar de destaque nos estudos gendomicos ao
longo do século XX e continua sendo hoje uma ferramenta de grande importancia,
devido ao seu enorme valor bioldgico. O camundongo ¢ o melhor sistema modelo para
estudo da genética e fisiologia de mamiferos e, devido a possibilidade da realizagdo de
cruzamentos controlados e a facilidade de manipulagdo do seu genoma, o mapeamento
genético de camundongo tem recebido enorme atengdo nos Ultimos anos (Dietrich ef al.,

1995).

Inicialmente, o trabalho de mapeamento era lento devido as dificuldades
técnicas e bioldgicas para organizagao de cruzamentos nos quais existisse segregacdo de
mais de um marcador visivel, entretanto, no final do século XIX, a crescente descoberta
de novos marcadores genéticos e a compilacdo das informagdes relativas a estes
marcadores em bancos de dados online aceleraram os estudos de clonagem posicional e

fizeram o mapeamento genético de camundongos ascender no final do século XX.

1.5 MARCADORES GENETICOS

A partir da descoberta de que variagcdes na sequéncia de DNA poderiam ser
utilizadas como marcadores genéticos para fazer os tragos de heranca, os geneticistas de
camundongos comegaram a buscar formas de identificar tais polimorfismos (Dietrich et

al., 1995). Neste sentido, diversos laboratérios ao redor do mundo se empenharam em
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descobrir novos marcadores genéticos, ou seja, marcadores moleculares que sdo
herdados ao longo das geragdes.

Os marcadores genéticos e os mapas de ligagdo desenvolvidos ao longo dos
ultimos anos estdo hoje disponiveis em bancos de dados online. No estudo de
camundongos, podemos citar o Mouse Genome Informatics (MGI -

http://www.informatics.jax.org/) como banco de dados online que disponibiliza

gratuitamente informagdes relativas aos milhares de marcadores genéticos ja
estabelecidos para esta espécie.

Dentre os diversos polimorfismos genéticos que sao utilizados como
marcadores, podemos citar os RFLPs, SNPs e os microssatélites. Os polimorfismos de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLPs) consistem em variagdes genéticas (em
geral, trocas de nucleotideos, mas também delegdes e inser¢des) que resultam em
alteracdo de sitios de reconhecimento de enzimas de restrigdo ¢ geram padrdes variados
de bandas. Desde a sua descoberta, os RFLPs se mostraram abundantes no genoma e
aceleraram o mapeamento de varios genes.

Os SNPs (polimorfismo de nucleotideo iinico) como o nome indica, envolvem a
mudanga em um Unico nucleotideo, geralmente por uma substitui¢do, mas também por
delecdo ou inser¢do. Ja foram identificados mais de 10 milhdes de SNPs distribuidos no
genoma murino (MGI, 24/Jun/2012), podendo assim fornecer marcadores
extremamente Uteis para o mapeamento a alta resolugdo e também para os estudos de
associacdo a procura de loci que conferem susceptibilidade a doengas comuns.

Os microssatélites sdo sequéncias de di, tri ou tetra nucleotideos repetidas em
tandem que apresentam variagdes de comprimento entre individuos e, portanto, sdo
também chamados de polimorfismos de comprimento de sequéncia simples (SSLPs) ou
short tandem repeats (STRs). O comprimento da repeticdo entre individuos e entre
espécies aparentemente varia devido ao crossing over desigual e a derrapagem da DNA
polimerase durante a replicagdo (Dietrich et al., 1995).

A maioria dos microssatélites de camundongos foi desenvolvida com o auxilio
do Whitehead Institute/ Massachussettes Institute of Technology (Whitehead/MIT)
Center for Genome Research, dentro do Projeto Genoma Humano dos Estados Unidos
(Dietrich et al., 1995). Inicialmente, foram desenvolvidos como marcadores genéticos
para humanos por Weber e May, mas comegaram a ser utilizados em camundongos por

Todd e colaboradores (Dietrich ef al., 1995).
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Embora ndo apresentem o interesse de heranca dos genes, estes marcadores
tornam possivel tracar herdabilidade em qualquer cruzamento (Dietrich et al., 1995) e
sdo altamente informativos em estudos de populacdo, analises de pedigree ¢
investigacdes forenses, pois sdo muito abundantes (existem mais de 100.000
microssatélites dispersos aleatoriamente ao longo do genoma de mamiferos), facilmente

genotipados por PCR, polimorficos, codominantes e multialélicos (O’Brien, 1999).

1.6 AGENTES MUTAGENICOS

Uma vez que a taxa de aparecimento de mutagdes espontdneas no genoma ¢
muito baixa, em torno de 5 x 10°® por locus (Cordes, 2005), a estratégia de inducio de
mutagdes por agentes quimicos ou radiagdo se mostra extremamente importante para a
obten¢do de um grande niimero de mutagdes para serem estudadas.

Mutagénicos conhecidos ha muito tempo, os raios-X e o agente quimico
clorambucil ja foram muito utilizados para induzir mutagdes para estudo e, de fato, sdo
capazes de aumentar em mais de 20 a 1000 vezes a taxa de ocorréncia de mutagdes.
Entretanto, estes mutagenos causam uma grande variedade de rearranjos cromossdmicos
tais como inversdes, delecdes e translocagdes e, normalmente, afetam varios genes
inviabilizando, assim, a clonagem posicional (Cordes, 2005).

Nos anos 1970, pesquisadores do Oak Ridge National Laboratory comegaram a
investigar o uso do mutageno quimico N-etil-N-nitrosourea (ENU) para a produgio de
novas mutagdes em camundongos e descobriram que este agente induz mutagdes
pontuais nas células-tronco espermatogoniais dos animais tratados com uma frequéncia
de aproximadamente 150 x 10 por locus (Cordes, 2005).

O ENU ¢ um agente alquilante que causa, primariamente, muta¢des de ponto
aleatorias por transferéncia direta de um grupo etil para o acido nucleico. Este dano
inicial gerado na base nitrogenada provoca um mal-pareamento entre as fitas de DNA e,
caso nao seja reconhecido pelo sistema de reparo, se fixara na forma de mutagdo no
processo de replicagdo seguinte (Cordes, 2005).

Este agente ndo ¢ somente mutagénico, mas também toxico e, por esta razao, os
tratamentos devem equacionar dose ¢ tempo de exposicdo de forma a alcancar um

equilibrio entre a alta eficiéncia de mutagdo e a baixa toxicidade. O ENU ¢é também um
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potente carcindgeno, podendo originar varios tipos de tumores em camundongos
(Flaherty, 1998).

Quando administrados em grandes doses, os agentes quimicos podem causar
esterilidade permanente. E de extrema importancia que a dose e a frequéncia com que
estes agentes sdo administrados sejam bem controladas, de forma a potencializar sua
capacidade mutagénica sem causar infertilidade no animal (Flaherty, 1998).

O fato de causar principalmente mutagdes pontuais, ser de facil administragdo e
induzir uma esterilidade apenas temporaria nos machos tratados (cerca de sete meses),
torna o ENU um agente mutagénico especialmente interessante para estudos de

clonagem posicional.

1.7 0 CAMUNDONGO COMO ORGANISMO MODELO — INDUCAO DE
NOVAS MUTACOES

O recente avango nas técnicas de sequenciamento gendmico possibilitou um
grande acimulo de informagdes relativas a estrutura e organizagdo do genoma de
diversos organismos. Entretanto, apesar das analises computacionais serem de grande
valia para a identificacdo gé€nica e de outras importantes regides gendmicas, ela ndo ¢é
capaz de revelar muito sobre suas fungdes. A partir dessa premissa, teve inicio um
projeto denominado O camundongo como organismo modelo — Indugdo de novas
mutagdes, desenvolvido por uma parceria entre o Laboratério de Genética Animal e
Humana (LGAH) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (ICB/UFMG) e o Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP). Com o intuito de gerar modelos
animais para patologias genéticas humanas, o projeto objetivou a indugdo de diferentes
mutagdes no genoma de camundongos ¢ a selecdo de fendtipos de interesse para
mapeamento genético e clonagem posicional.

Neste projeto, o N-etil-N-nitrosourea (ENU) foi escolhido por ser de facil
administragdo e por gerar, principalmente, mutagdes pontuais aleatdrias nas células-
tronco espermatogoniais dos animais tratados. A linhagem escolhida foi a BALB/c, uma
vez que tolera o tratamento com ENU melhor do que outras linhagens, e ja foi utilizada
com sucesso em diversos experimentos de mutagénese (Massironi, 2006). Além disso,
se trata de uma linhagem fenotipicamente bem caracterizada e para a qual existem

milhares de polimorfismos genéticos ja descritos, o que facilita os estudos de ligacao.
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Camundongos BALB/c tratados com ENU foram cruzados com fémeas da
mesma linhagem tdo logo se recuperaram do periodo de infertilidade de até 7 meses
provocado pela acdo do mutageno. A prole (geracdo G1) foi analisada para a detecc@o
de fenotipos divergentes do fendtipo classico e a identificagdo de mutacgdes recessivas
foi feita a partir de um protocolo de cruzamentos: machos da gera¢do G1 foram
cruzados com fémeas BALB/c normais e cruzados novamente com quatro fémeas da
prole gerada (geragdo G2). Pelo menos duas progénies das fémeas da geragdo G2 foram
cruzadas com o camundongo pai, da geracdo Gl, ¢ em seguida, foram estudadas as
ninhadas G3 que alcangaram o niimero minimo de 10 filhotes (Massironi, 2006) (Figura
3). Este protocolo foi realizado para otimizar a deteccdo da maioria das mutacdes
recessivas induzidas pelo ENU, dado que facilita o aparecimento dos alelos mutados em
homozigose.

Os camundongos que apresentaram fenotipo alterado foram selecionados para
estudo e caracterizados do ponto de vista fenotipico, levando-se em consideragdo
aspectos morfoldgicos, histopatologicos e de comportamento (Massironi, 2006). Neste

trabalho foram isolados 11 animais mutantes, dentre eles o fraqueza.

(j BALB/c (Tratados com ENU) X BALB/c Q

|
BALB Q x J 61 «— G
x '
o !

G2Q

Figura 3: Esquema de cruzamento utilizado para o isolamento de mutagdes de heranga recessiva
em camundongos tratados com ENU. Na geracdo G1 ¢é possivel observar fendtipos relacionados
a mutagdes com heranga dominante, enquanto na geracdo G3 mutagdes com herancas recessivas
sdo isoladas.
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1.8 CRUZAMENTOS PARA OBTENCAO DE ANIMAIS PARA O MAPEAMENTO

O mapeamento de genes identificados apenas pelo fenotipo requer o
estabelecimento de varios cruzamentos em que o fenotipo em questio segregue com o
maior numero possivel de polimorfismos detectdveis ao nivel de DNA (Massironi,
2006). Uma vez que a mutacdo fraqueza foi induzida em um background BALB/c, foi
utilizada a linhagem C57BL/6 para a realizagdo dos cruzamentos destinados ao
mapeamento genético. Esta linhagem foi escolhida por ser uma linhagem
filogeneticamente distante da BALB/c, o que aumenta a distribui¢do e a densidade de
polimorfismos de todos os tipos ao longo do genoma (Massironi et al., 2006) (Figura 4).

Basicamente existem dois tipos de cruzamentos, o retrocruzamento € o
intercruzamento (GREEN, 1995), os quais sdo escolhidos, na maioria das vezes, por
razdes praticas.

Naqueles casos em que os animais homozigotos para determinada
mutacdo se mostravam invidveis ou inférteis, como o fraqueza, optou-se pelo
intercruzamento de acordo com o seguinte protocolo: animais heterozigotos para o alelo
mutante foram cruzados com fémeas da linhagem C57BL/6 e a progénie F1 resultante
foi intercruzada aleatoriamente. Apenas as progénies na qual o fenotipo foi encontrado
segregando em F2 (aproximadamente 25%) foram selecionadas para a genotipagem
(Figura 5). Neste tipo de cruzamento, apenas os animais com o fenotipo mutante sdo

considerados, porém cada um deles possui duas meioses informativas.
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Figura 4: Arvore filogenética das linhagens isogénicas estabelecida a partir da analise de SNPs.
As marcagdes nas figuras evidenciam a distancia entre as duas linhagens utilizadas no
cruzamento para a geracao de polimorfismos. (Petkov et al. 2004)

BALBY/c (+/mut) X C57BL/6

+mut X +/+ +/+ X +/mut ++ X +/+ +/mut X +/mut  F1

Intercross F2 +/+ mut/mut  +/mut

Figura 5: Esquema de cruzamento utilizado para a obtencdo de camundongos fraqueza para o
mapeamento. (Massironi et al., 2006)
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1.9 AMUTACAO FRAQUEZA

A mutacdo fraqueza (frqz) ¢ herdada de forma autossdmica recessiva e deletéria,
sendo que seu carater monogénico foi determinado pela observagdo do protocolo de
cruzamentos realizado. O fenotipo torna-se visivel apenas na segunda semana apds o
nascimento e, a partir de entdo, os animais apresentam perda da for¢a muscular (o que
deu nome a mutacgdo) e, quando suspendidos pela cauda, se contorcem e contraem 0s
membros posteriores contra o corpo (Figura 6). Os mutantes morrem entre sete ¢ dez
semanas de idade por causas ainda desconhecidas. A sobrevida desses mutantes,
entretanto, pode ser aumentada, a um maximo de 12 semanas, melhorando o ambiente
da gaiola ¢ com a oferta de agua ¢ comida no fundo, uma vez que os animais ndo

conseguem levantar para se alimentar como os outros camundongos.

Figura 6: Aspecto comparativo entre animais controle e fragueza (A) animal fraqueza (pelagem
rarefeita) e animais normais com treze dias de idade; (B) a esquerda animal mutante fraqueza e
a direita animal normal da mesma ninhada com cerca de quatro semanas; (C) contragdo dos
membros posteriores contra o corpo quando suspendido pela cauda.

Sugere-se que o mutante fraqueza seja um modelo animal de doenga
neuromuscular. Doengas neurodegenerativas sdo um grande grupo de doengas
caracterizadas pela degeneracdo de um subconjunto de neurdnios. Suas causas sdo
varias, desde casos com uma heranc¢a familiar definida (como doenca de Huntington)

até casos esporadicos com causas ainda desconhecidas (como Alzheimer e Parkinson).
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Uma vez determinado o locus alterado, serd possivel avaliar a sua ortologia com
humano e, consequentemente, estabelecer um modelo de tratamento para a patologia em

questao.

1.9.1 Busca do gene candidato

A segunda etapa do processo de mapeamento genético de uma mutagdo,
estabelecendo como primeira a reducdo da regido, consiste na identificacdo de genes
candidatos posicionais para a mutacdo em estudo. Um gene candidato posicional é todo

aquele que se localiza dentro do intervalo cromossdmico mapeado.

Os dados relativos a localizacdo dos genes se encontram hoje disponiveis na
internet, em bancos de dados especializados. Para camundongos, o Mouse Genome
Informatics apresenta a localizagdo cromossomica de milhares de genes ¢ marcadores

genéticos.

A determinacdo do momento em que se deve partir para esta segunda
abordagem de estudo envolve diversos fatores, tais como o tamanho da regido mapeada,
a disponibilidade de outros marcadores genéticos polimorficos dentro da regido, o
numero de animais disponiveis para andlise e a evidéncia de genes candidatos com base
em registros na literatura. A escolha de genes candidatos deve levar em consideracao
tanto a localizacdo do gene dentro da regido mapeada, quanto as informagdes funcionais

relacionadas aos genes, disponiveis na literatura no caso dos genes ja descritos.

A partir dai, a escolha do gene candidato envolve pesquisas bibliograficas
extensas acerca das fun¢des de cada um dos genes ja descritos na regido, bem como da

descricdo de alteragdes fenotipicas observadas em animais mutantes para estes genes.

No mapeamento genético, cada marcador testado tem a capacidade de delimitar
uma regido proxima a ele, cujo tamanho ¢ definido pelo nimero de animais
genotipados. O mapeamento genético a média resolugdo da mutagdo fraqueza revelou a
segregacdo conjunta da mutagdo com alguns marcadores testados, permitindo, assim, o
estabelecimento de uma regido em desequilibrio de ligacdo. A localizagdo muito
proxima destes marcadores aos genes dystonin (Dst; Bpagl) e actin-related protein 1
homolog B (Actrlb; Arpl; B-centractin), localizados no cromossomo 1, a 12,91 e 15,38

cM, respectivamente, levou a escolha destes como candidatos para a mutagao fraqueza.
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Bpagl foi primeiramente identificado como alvo de um dos auto-anticorpos
produzidos por individuos que apresentavam uma doenga crdnica, autoimune,
caracterizada pela perda da unido entre a epiderme e a derme, levando ao aparecimento
de lesdes vesiculobolhosas na pele e mucosas, conhecida como Pénfigo Bolhoso (BP)
(Stanley et al., 1981). Posteriormente, verificou-se que se tratava do mesmo gene
(chamado de Dst na época) em que alteragdes espontdneas na sua sequéncia
codificadora levavam a uma doenga neurodegenerativa caracteristica em camundongos,
de heranga autossémica recessiva, conhecida como Dystonia musculorum - dt (Brown et
al., 1995). Animais que apresentam essa mutagdo desenvolvem uma diminuigdo
progressiva da coordenagdo motora que se inicia na segunda semana de idade (Duchen,
1976). Uma das caracteristicas fenotipicas apresentadas por camundongos homozigotos
para o alelo mutante dt, ¢ a flexdo das patas contra o corpo ao serem suspendidos pela
cauda, diferentemente de camundongos selvagens, que estendem seus membros.
Geralmente esses animais morrem apos o desmame (Brown et al., 1995).

Neste trabalho, o gene Dst/Bpagl e suas isoformas serdo tratados apenas como

Bpagl, embora as duas nomenclaturas sejam aceitas.

O gene Bpagl ¢ um membro da familia das proteinas Plakin (ou plaquinas) que
estdo interligadas no citoesqueleto e sdo responsaveis pela sua conexdo a jungao celular
(Jefferson et al., 2004), e possui diferentes isoformas, as quais sdo produzidas devido a
ocorréncia de splicing alternativos. Essas isoformas tecido-especificas apresentam
diferentes dominios e sdo divididas em quatro principais, a saber: Bpagle conhecida
como isoforma pele-especifica (302 kDa); Bpagla (615 kDa) e Bpagln como isoformas
cérebro-especificas e Bpaglb isoforma musculo-especifica (824 kDa) (Leung et al.
2001; Sawamura et al., 1991). Estas diferentes isoformas s3o necessarias para a
manutengdo da integridade estrutural dos tecidos epitelial, nervoso e muscular,

respectivamente (Poll et al., 2005).

O gene Actrlb foi primeiramente descrito com o nome de f-centractina, por
Sean Clarck e colaboradores, através da analise de bibliotecas de etiquetas de
sequéncias expressas (EST), no ano de 1994. Aquela época, pensava-se que o cDNA
isolado representaria uma isoforma da Centractina (o-centractina), um gene ja descrito,
com cerca de 70% de similaridade com o gene humano da Actina. Estudos posteriores

demonstraram que, apesar de compartilharem 90% de identidade entre seus
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aminoacidos, as duas proteinas, a e [- centractina, provinham de genes diferentes,
denominados, atualmente, de Actin-related protein 1 homolog A e B (Actrla e Actrlb).
A proteina codificada pelo gene Actrib (Actrlb, 42.3 kD) constitui uma
subunidade de um complexo macromolecular denominado Dinactina. Este complexo
possui ao todo 10 subunidades e liga-se igualmente a microtubulos e a proteinas
motoras com fungdes de transporte e organizacdo de vesiculas intracelulares,
denominadas dineina (dynein) (Figura 12) e cinesina (kynesin). Estas duas proteinas,
juntamente com o complexo dinactina, sdo responsaveis pela circulagdo de vesiculas,
organelas e moléculas no interior de neurdnios motores e sensitivos. (Deacon et al.,

2003)

A semelhanga fenotipica entre os animais fraqueza e os camundongos
distonicos, aliadas a0 mapeamento da mutacdo frqz em uma regido que compreende o
gene codificador desta proteina, tornaram o Bpagl um forte candidato funcional e
posicional para a mutagdo. Além disso, a fun¢do desempenhada pelo complexo dineina-
dinactina nos neurdnios, o fenotipo apresentado pelas linhagens celulares com
disfungdes neste complexo, ¢ a presenga do gene Actrlb (uma subunidade do complexo
dinactina) dentro da regido mapeada também credencia este gene como um possivel

candidato para a mutag@o em estudo.
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2 JUSTIFICATIVA

r

A utilizacdo de modelos animais em pesquisas cientificas ¢ essencial para o
entendimento dos processos biologicos ¢ do funcionamento dos organismos vivos, bem
como para a elucidacdo de aspectos relacionados a doengas humanas e para o

desenvolvimento de medicamentos e terapias para tratamento de doengas.

Na era pods-sequenciamento, o conhecimento das sequéncias completas do
genoma humano e do camundongo aumentou ainda mais a importancia da gendmica
funcional, que se encarrega da elucidacdo dos papéis desempenhados pelos genes. A
identificacdo de correlagdes entre genes e fendtipos pode fornecer modelos genéticos
para patologias humanas e permite estudos aprofundados dos aspectos bioldgicos destas
patologias, fornecendo conhecimentos transponiveis para a medicina das doengas

humanas.

A mutagdo fraqueza foi selecionada para mapeamento por representar,
possivelmente, um bom modelo para estudo de doengas neuromusculares. A validagdo
desse modelo permitira uma melhor compreensdo desta classe de doengas e o
enriquecimento dos bancos de dados fenotipicos e genotipicos disponiveis, inserindo
novas informagdes, ou mesmo descrevendo novos fenotipos ainda ndo descritos em

outros modelos.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar o os aspectos moleculares da mutacdo neuromuscular fraqueza

correlacionando-os com seus aspectos fenotipicos.

Objetivos especificos:
- Realizar o mapeamento a média resolucao;
- Selecionar genes candidatos ao fenotipo fraqueza;
- Comparar a regido encontrada com a regido ortdloga no cromossomo humano;

- Identificar a mutagdo responsavel pelo fendtipo e avaliar suas consequéncias

moleculares;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS ANIMAIS PARA O MAPEAMENTO

A partir dos cruzamentos descritos, foram selecionados 52 animais homozigotos
para o locus fraqueza para o mapeamento genético. Embora este seja um numero
relativamente pequeno para o mapeamento por analise de ligagdo, vale ressaltar que,
devido ao protocolo de intercruzamento utilizado, cada camundongo em F2 apresenta
duas meioses informativas, totalizando 104 meioses analisadas, numero suficiente para

o mapeamento a média resolugao.

4.2 EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo do DNA dos 52 camundongos utilizados no mapeamento,
amostras das caudas foram congeladas em nitrogénio liquido, maceradas em papel
manteiga e posteriormente mergulhadas em tampao de lise (Tris HC1 50 mM, pH 8.0;
EDTA 10 mM, pH 8.0; 0,5% SDS) e proteinase K, e incubadas em banho Maria a 65°C
por 1 hora. Apds centrifugacdo por 20 minutos a 11.000 RPM, o sobrenadante foi
recolhido. O DNA precipitado do sobrenadante foi colocado para secar a temperatura
ambiente e posteriormente diluido em tampao TE (Tris HC1 10 mM; EDTA 1 mM pH
8.0). Para cada amostra de DNA, a concentracdo e a pureza foram determinadas pelo
nivel de absorbancia por espectrofotometria sob um comprimento de onda de 260 nm.
Cada solugdo estoque foi diluida em agua milliQ para uma concentracdo final de 50

ng/uL.

4.3 EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL PARA EXTRACAO DE RNA

Cinco animais de cada grupo (controle e fraqueza) foram eutanasiados por
deslocamento cervical ¢ foram coletadas amostras de tecidos nervoso (cérebro),
muscular (patas posteriores) e epitelial (dorso). O material foi estocado em tubos de

2mL e congelado em nitrogénio liquido até o processo de extragdo de RNA. Figado e
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bago de todos os animais utilizados na extragdo de RNA foram também retirados e

estocados para um potencial uso futuro.

4.4 EXTRACAO DE RNA

As amostras dos tecidos de interesse foram colocadas em tubos de 2mL
contendo 1,0 mL de TRizol® (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) para cada 100 mg de tecido.
A solu¢do foi entdo homogeneizada na frequéncia minima (Polytron PT10/35-
Brinkmann, Westbury, NY, USA) em intervalos com tempo maximo de 10 segundos de
homogeneizacdo para 10 segundos de descanso. Posteriormente, a mistura ficou em
temperatura ambiente (20-25°C) por 5 minutos. Em seguida foram adicionados 200 pL
de cloroformio PA, agitado por inversdo durante 15 segundos e incubado por mais 2-3
minutos a temperatura ambiente. Depois, foi centrifugado a 12000 rcf (g) por 15
minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
foram adicionados 500 uL de isopropanol PA 100%, misturado por inversdo durante 15
segundos e incubado por mais 10 minutos a temperatura ambiente. Nova centrifugagio
foi feita a 12000 rcf por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado
cuidadosamente ¢ ao precipitado foi adicionado 0,8mL de etanol 80% gelado, misturado
por inversdo e centrifugado a 7500 rcf durante 5 minutos a 4°C. Ao término da
centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e o precipitado ficou
secando por aproximadamente 20 a 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 20uL de
agua ultra pura® (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil) e misturado até a completa diluigio do
precipitado antes de ser quantificad. O RNA total foi quantificado utilizando NanoDrop
ND-1000v3 1.0® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e todas as amostras
utilizadas apresentaram razoes 260/230 e 260/280nm maiores que 1.7. A integridade foi
verificada em gel de agarose 1% corado com 25uL brometo de etidio 0,1% utilizando
tampdo TAE 1x (Acido acético glacial 20mM, Tris 40mM, EDTA 1mM) onde foi
possivel observar a presenga das bandas ribossomais 28S e 18S. As condigdes da

corrida foram 300mA, 90V aproximadamente 30 minutos.
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4.5 SINTESE DE ¢cDNA

A partir do RNA total, utilizou-se 4pg de amostra em um volume final de
20puL para a reacdo de confec¢do do cDNA. Foi utilizado Random hexamers como
iniciador (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e a enzima SuperScriptllI® (Invitrogen, Sdo

Paulo, Brasil) conforme instrugdes do fabricante.

4.6 MAPEAMENTO

O mapeamento genético da mutagdo fraqueza foi realizado por andlise de
ligacdo, observando o desequilibrio de ligacdo entre marcadores microssatélites
polimorficos entre as duas linhagens em estudo (BALB/c e C57BL/6) e o locus mutado
em questao.

Os marcadores microssatélites polimorficos para as duas linhagens cruzadas
(BALB/c e C57BL/6) foram selecionados no banco de dados online Mouse Genome

Informatics (MGI - http://www.informatics.jax.org/), de onde foram retiradas as

sequéncias dos iniciadores (primers) a serem utilizados para amplificacdo por (PCR).
Os iniciadores utilizados no mapeamento genético foram sintetizados pela empresa
Prodimol.

A mutacdo localizada no cromossomo 1, foi inicialmente mapeada entre os
marcadores DImit3, localizado a 11.0 cM, e DI1mit504, localizado a 81,0 cM
(Massironi, 2006). A partir desta delimitagdo inicial, foram selecionados marcadores
situados dentro desta regido para refinar o mapeamento. Os marcadores utilizados

encontram-se listados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Lista de marcadores microssatélites utilizados para a analise de ligagdo

Marcador | Localizacio Polimorfismo
¢cM | Mpb | BALB/c | C57BL/6
DImit294 2,61 | 11,73 | 212pb 150 pb
D1mit430 431 | 1427 | 124pb 114 pb
D1mit3 6,27 19,80 185 pb 160 pb
DImit231 6,50 | 20,86 | 219pb 267 pb
DImit373 10,92 | 26,53 | 130pb 124 pb
D1mit70 1243 | 32,73 | 190pb 176 pb
DIimit4ll | 12,62 | 3327 | 96 pb 112 pb
DImitl71 | 15,40 | 36,80 | 148pb 158 pb
DImit320 | 18,64 | 40,13 94 pb 90 pb
D1mitl8 26,99 | 5247 170 pb 160 pb
D1mit302 30,05 | 59,52 162 pb 140 pb
D1mit504 69,95 | 16,39 196 pb 148 pb
D1mit403 81,63 | 17,75 147 pb 125 pb
14222277 15,46 | 37,46 - -

4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A amplificacdo dos marcadores microssatélites selecionados foi realizada pela
técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo com o protocolo padrdo
estabelecido no Laboratério de Genética Animal e Humana (Tabela 2). A Temperatura
de anelamento utilizada foi prioritariamente de acordo com as indicagdes da empresa
fornecedora dos iniciadores, porém, em alguns casos, para aumentar a estringéncia da
reacdo evitando a amplificacdo de fragmentos espurios, a temperatura foi alterada,

assim como a concentragao de cloreto de magnésio e iniciadores.

Tabela 2 — Protocolo para reagdo de PCR

N N Volume da
Concentragao Concentrag¢io .
Reagentes solucdo estoque  para 1 reagdo solugdo estoque
para 1 tubo (uL)
H,0 - - 20,1
Tampdo PCR 10X 10X 1X 2,5
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75
Iniciadores (F+R) 50 mM 0,25 mM 0,25
Taq Polimerase 5U/puL 0,70 0,15

DNA : 0,5 pL de solugdo 100 ng/uL

Volume final da reagdo =25 puL

28



Para o mapeamento, todos os animais foram genotipados com os marcadores
listados na Tabela 1. Para tanto, foram realizadas recacdes de PCR das amostras
parentais (BALB/c e C57BL/6) e dos animais fenotipicamente caracterizados como
fraqueza. Além destes, uma amostra equivalente a um “heterozigoto for¢ado”, composta
de uma mistura, em propor¢des idénticas, das amostras de DNA de camundongos
BALB/c e C57BL/6 também foi sintetizada para cada marcador. Esta estratégia permite
verificar se determinado iniciador tem uma preferéncia na amplificagio do DNA de
determinada linhagem ou se ele ¢ capaz de discriminar um individuo heterozigoto.

As reacdes foram efetuadas em termocicladores Peltier Thermal Cycler MJ96+ ¢
MJ96G (Termocicladores Biocycler). Os programas utilizados obedeceram as seguintes
temperaturas: Desnaturagdo inicial — 94°C durante 1 minuto; Ciclo — 30 ciclos de 94°C
durante 30 segundos (Desnaturacgdo), 52°C - 57°C durante 40 segundos (Anelamento),
72°C durante 30 segundos (Extensdo); e Fase final — 72°C durante 3 minutos (Extensdo

final).

4.8 ANALISE DE POLIMORFISMOS

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel para a
visualiza¢do dos polimorfismos. Os fragmentos amplificados apresentavam tamanhos
variando entre 100 e 300pb, e a andlise por eletroforese foi realizada em gel de agarose
ou poliacrilamida, de acordo com o tamanho do polimorfismo entre as duas linhagens
parentais. Polimorfismos maiores ou iguais a 10pb foram analisados em gel de agarose
(Agargen — agarose padrdo) 1, 2 ou 3%, e polimorfismos menores que 10pb foram
analisados em gel de poliacrilamida (Acrilamida VETEC e Bis-acrilamida VETEC) 8
ou 12,5%.

Os géis de agarose foram aplicados em cubas horizontais de eletroforese com
tampao TBE Ix (Tris 90 mM; Acido Bérico 90 mM; EDTA 2 mM). O tempo de corrida
e a diferenca de potencial aplicada foram estabelecidos levando-se em conta a
concentracdo do gel, o tamanho do amplicon e o polimorfismo do marcador testado. Os
géis de poliacrilamida foram aplicados em cubas verticais de eletroforese com tampao
TBE 1x de acordo com o protocolo padrdo estabelecido no Laboratorio de Genética
Animal ¢ Humana. Foi utilizada uma diferenga de potencial de 150 V em periodo

overnight. Os géis de agarose foram corados com Brometo de Etidio na concentragdo de
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10 mg/mL, sendo utilizado, aproximadamente, 2,0 uL. da solu¢do de brometo para cada
100 mL de gel. A revelagdo dos géis foi feita por exposigdo a radiacdo ultravioleta. A
revelagdo dos géis de poliacrilamida foi feita pela técnica de coloragdo por Nitrato de
prata, seguindo protocolo estabelecido no Laboratorio de Genética Animal ¢ Humano

(LGAH).

4.9 SELECAO DE GENES CANDIDATOS PARA A MUTACAO

A selecdo dos genes candidatos dentro da regido mapeada foi realizada de acordo com
um protocolo de prioridades. Todos os genes presentes na regido mapeada foram
estudados através de um extenso levantamento bibliografico e classificados em classes
distintas dependendo da importancia de sua fun¢do para a contribuicdo no fenotipo

fraqueza.

4.10 CARACTERIZACAO DOS GENES CANDIDATOS

A analise de ligagdo permitiu a escolha de dois genes candidatos para o 16cus
fraqueza, Bpagl e Actrlb. A partir dai iniciou-se a andlise da sequéncia do gene
candidato através do sequenciamento do seu cDNA com o intuito de localizar a mutacao

pontual.

4.11 DESENHO DOS INICIADORES

As sequéncias de cDNA referentes aos genes Bpagl (NM_133833.2;
MN 134448.2) e Actrlb (NM_146107.2) utilizadas para a confec¢do dos iniciadores
foram retiradas dos bancos de dados publicos online Ensembl Genome Browser

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

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Os iniciadores foram desenhados manualmente ou utilizando-se o programa

Primer 3 Input (versdo 0. 4. 0 — http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Para os iniciadores, 0s

principais parametros levados em consideragdo foram o tamanho dos fragmentos,

30



variando proéximo a 500 pb cada um; tamanho dos iniciadores, estabelecido entre 19 e
25 pb; Tm, tendo sido escolhido 54°C como temperatura minima e 57°C como

temperatura maxima.

A qualidade dos iniciadores foi testada utilizando-se o software NetPrimer

(Premier Biosoft International - http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html).

Os iniciadores foram testados individualmente e aos pares quanto a formacdo de
homodimeros, heterodimeros e grampos (hairpins) e quanto a presenga de sequéncias
repetitivas e palindromicas.

Os iniciadores utilizados foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies

(IDT), comercializados via Prodimol e Bioneer, e estdo listados no anexo.

4.12 AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS

A amplificacdo do material genético foi realizada por PCR seguindo o mesmo
protocolo estabelecido para a amplificagdo dos marcadores moleculares utilizados para

0 mapeamento.

4.13 VERIFICACAO DA QUALIDADE DOS FRAGMENTOS EM GEL

Os produtos de amplificagdo por PCR foram testados em gel de agarose
(Agargen — agarose padrio) 1%, em TBE (Tris 90 mM; Acido Bérico 90 mM; EDTA 2
mM), para verificagdo da qualidade de amplificagdo e validagdo do fragmento
amplificado de acordo com o tamanho previsto. O gel foi corado com Brometo de
Etidio (na concentracdo 10 mg/mL, 1,0 pL para cada 100,0 mL de gel). Os fragmentos
que apresentaram bandas espurias, ou seja, aquelas além das de interesse, foram
submetidas a purificagdo por dois métodos diferentes: polictilenoglicol (PEG 8000 20%

NaCl 2,5 M) ou purificagdo em coluna por gel.
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4.14 PURIFICACAO POR PEG

As amostras que ndo apresentaram qualidade satisfatoria de amplificagdo tendo
bandas espurias de tamanhos inferiores a banda de interesse foram purificadas pela
técnica do Polietilenoglicol (PEG 8000 20% NaCl 2,5 M).

Apbs o processo de purificagdo as amostras foram testadas novamente em gel de
agarose (Agargen — agarose padrdo) 1%, em TBE (Tris 90 mM; Acido Bérico 90 mM;
EDTA 2 mM), corado com Brometo de Etidio, para verificagdo da qualidade do

produto.

4.15 PURIFICACAO POR COLUNA

As amostras que apresentaram bandas espurias maiores ou de tamanho
semelhante (cerca de 80%) a banda de interesse foram purificadas por meio de coluna
através do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com

protocolo do fabricante.

4.16 REACAO DE SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento dos amplicons foi realizado em sequenciador ABI, modelo
3130 (Applied Biosystems), utilizando o Kit Big Dye Terminator v3.01, segundo

protocolo do fabricante otimizado. (Tabela 4).

Tabela 3 — Reacdo de sequenciamento padrdo para ABI 3130

Reagente Concentracgio Volume em pl
Big Dye v. 3.01 Padrao kit 1,0
Tampao 10X Padrao kit 1,0
Primer 0,8 pM/uL 2,0
Produto PCR 3-10ng/pL 1,0
H20 - 5,0
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4.17 PRECIPITACAO E LAVAGEM

A precipitacdo da reagdo de sequenciamento para remog¢do dos residuos de
iniciadores, reagentes ¢ moléculas fluorescentes ndo incorporadas foi feita por etapas de
centrifugacdo utilizando EDTA (125 mM), Acetato de Sédio (3M) e Etanol (100% ¢
70%), de acordo com protocolo padronizado pelo Laboratério de Biotecnologia ¢

Marcadores Moleculares.

4.18 ANALISE DAS SEQUENCIAS
A qualidade das sequéncias obtidas foi verificada utilizando o programa

Sequence Scanner (v./.0) e posteriormente alinhadas a sequéncia referéncia utilizando-

se o programa Codon Code Aligner (v.2.0.6, versao demonstrativa).
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5 RESULTADOS

A analise de ligagdo foi realizada através da genotipagem de 52 animais frqz/frqz
para 13 marcadores microssatélites ¢ um SNP, todos polimorficos entre as linhagens
BALB/c e C57BL/6.

Inicialmente a mutagdo foi localizada no cromossomo 1 entre os marcadores
D1mit3, localizado a 11.0 cM, e D1mit504, localizado a 81,0 cM (Massironi, 2006).
Apds a identificagdo do cromossomo, o mapeamento foi refinado através dos demais
marcadores selecionados (Tabela 1).

O marcador DImitl71, localizado a 20.2 c¢M, ndo apresentou polimorfismo
evidente entre os animais parentais (BALB/c e C57BL/6), mesmo sendo identificada
uma diferenga de 10pb entre eles (BALB/c — 148pb ¢ C57BL/6 — 158pb) no MGI.

Os demais marcadores testados (D1mit294, D1mit430, DImit3, D1mit231,
DImit373, DImit320, DImitl8, DImit302, DImit504 ¢ DI1mit403) forneceram
informagdes Uteis para a constru¢do do hapldtipo. Neste sentido, com a genotipagem
dos 52 animais, a regido de mapa foi reduzida a 7,72 c¢cM sendo encontrados sete
recombinantes para o marcador D1mit320, localizado a 18,64 cM, e dois recombinantes
para o marcador D1mit373, localizado a 10,92 c¢M, mostrando assim uma localizaggo

centromérica para o 16cus mutado (Figura 7).

Os marcadores rs4222277, DImit70 e D1mit411 localizados, respectivamente, a
15.46, 17.8, 18.5 ¢cM, ndo foram validos para a redu¢@o da regido, ja que nenhuma
recombinac¢do foi verificada. Por outro lado, esta auséncia de recombinagdo para as 104
meioses analisadas fornece a evidéncia de uma forte ligagdo destes marcadores ao o

locus mutado.

A regido mapeada possui ortologia com os cromossomos 2, 6 € 13 humanos.
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Cromossomo 1

D1mit294 2.61 cM | Y | |
Dimit3 6.27 cM [|—— N Y
Dimit231 6.50 cM |} NN
D1mit373 10.92 ¢cM |- (| | | | "/ .
Dimit320 18.64 cM |-—— NN NN .
Dimitie 26.99 cM | N NN }

|

p1mit302 30.05 cM |-——[_I_Iin] NI [ |
pimitsos 69.95 cM |- i INEEN 1 |
15 3 12 3 2 8

2 2 1

Figura 7: Haplétipo resumido representando animais testados. Retangulos brancos indicam
homozigose para BALB/c e retangulos preenchidos indicam homozigose para C57BL/6. Os
retangulos semi-preenchidos representam camundongos heterozigotos para o marcador. Os
numeros abaixo de cada coluna indicam a quantidade de animais com o respectivo haplotipo.

Uma vez estabelecida a regido de mapa, teve inicio a analise dos genes presentes
nesta regido cromossdmica com o objetivo de selecionar genes candidatos funcionais
para a mutacdo fraqueza. Uma tabela de prioridades com quatro categorias foi
construida levando em consideracdo a fungdo de cada gene e sua potencial participacdo
para a constru¢do do fendtipo dos animais fraqueza. Neste protocolo, os genes
candidatos foram classificados através de um padrido de pontuagdo de acordo com o seu
nivel de relevancia. Genes com expressdo comprovada em células musculares ou
neurdnios ¢ que codificam proteinas estruturais ou integrantes de processos bioquimicos
musculares ou neurais foram considerados como “Candidato funcional (simbolo, ++)”.
Genes codificadores de fatores de transcri¢do ou genes envolvidos com os processos de
sinalizacdo, diferenciagdo ou crescimento celular e indiretamente relacionados aos
tecidos nervoso ou muscular foram considerados como “Candidato funcional ndo
excluido (simbolo, +)”. Genes ribossomais, relacionados a resposta imune, memoria,
reparo de mutagdes, maturagdo visual, olfatoria e espermatogonial foram classificados
como “Excluido como candidato funcional (simbolo, 0)”. Apenas o gene Dst/Bpagl foi

classificado como “Forte candidato funcional (simbolo, +++)” (Tabela 4).
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Tabela 4 — Tabela de prioridades: possiveis genes candidatos funcionais

10,92cM D1Mit 373
i N Fendtipo em modelos
cM Simbolo Fungdo o Score REF.
animais
10.98 4931408C20Rik Proteina n3o descrita/hipotética - *k 69
10.98 Gm11161* Proteina n3o descrita/hipotética - ** 69
10.98 Gm17684* Proteina ndo descrita/hipotética - ** 69
10.98 Gm19543* Proteina n3o descrita/hipotética - ¥ 69
10.98 Gm597* Proteina ndo descrita/hipotética - ** 69
11.43 Gm19292* Proteina n3o descrita/hipotética - ** 69
11.44 Gm9898* Proteina ndo descrita/hipotética - ** 69
11.45 Phf3 Proteina ndo descrita/hipotética - *k 69
The protein encoded by this gene is a member
of the protein tyrosine phosphatase (PTP)
family. PTPs are known to be signaling
11.47 Ptp4al molecules that regulate a variety of cellular - + 69;75
processes including cell growth,
differentiation, the mitotic cycle, and
oncogenic transformation.
11.48 Gm5698* Proteina n3o descrita/hipotética - * % 69
11.49 Gm5699* Proteina n3o descrita/hipotética - &k 69
11.52 4931428L18Rik Proteina n3o descrita/hipotética - ** 69
This gene encodes a protein with similarity to
the GS | members of the glutamine synthetase
superfamily. The encoded protein is referred
11.53 Lgsn lto asa pseudo-g'lutamlne sy'nthefa'se because _ 0 69,75
it has no glutamine synthesis activity and may
function as a chaperone protein. This protein
is localized to the lens and may be associated
with cataract disease.
RNA-binding protein that plays a role in the
11.86 Khdrbs2 regulation of alternative splicing and 0 12;69;75;
influences mRNA splice site selection and exon 89
inclusion.
12.43 Gm5415* Proteina n3o descrita/hipotética - * % 69
12.43 Gm9839* Proteina n3o descrita/hipotética - &k 69
12.70 Prim2 Primase synthesizes small RNA primers for the - 0 69;75

Okazaki fragments made during discontinuous
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DNA replication

12.80

Rab23

It may be involved in small GTPase mediated
signal transduction and intracellular protein
transportation.

Mice homozygous for a spontaneous
allele show neural tube defects,
exencephaly, spinal cord and dorsal
root ganglia anomalies, malformed
eyes and defects in the axial skeleton
and developing limbs. Mice
homozygous for an ENU-induced
allele die in utero with exencephaly,
polydactyly and eye defects.

69;33

12.81

Zfpas1

DNA binding, regulation of transcription

69

12.81

Bag2

BAG proteins compete with Hip for binding to
the Hsc70/Hsp70 ATPase domain and promote
substrate release. All 3 BAG proteins bind with
high affinity to the ATPase domain of Hsc70
and inhibit its chaperone activity in a Hip-
repressible manner.

69; 75

12.85

Bend6

Proteina ndo descrita/hipotética

69

12.91

Dst

This gene encodes a member of the plakin
protein family of adhesion junction plaque
proteins. Multiple alternatively spliced
transcript variants encoding distinct isoforms
have been found for this gene. It has been
reported that some isoforms are expressed in
neural and muscle tissue, anchoring neural
intermediate filaments to the actin
cytoskeleton, and some isoforms are
expressed in epithelial tissue, anchoring
keratin-containing intermediate filaments to
hemidesmosomes.

Mutations in this gene produce
peripheral nervous system
demyelination resulting in impaired
muscle function and shorter lifespan.

+++

56;69

13.14

Gm11158*

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69

13.22

Ccdc115

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69

13.22

Imp4

The protein encoded by this gene is a
component of the 60-80S U3 small nucleolar
ribonucleoprotein (U3 snoRNP). Required for
the early cleavages during pre-18S ribosomal
RNA processing.

69;75;61

13.25

Ptpn18

The protein encoded by this gene is a member
of the protein tyrosine phosphatase (PTP)
family. PTPs are known to be signaling
molecules that regulate a variety of cellular
processes including cell growth,
differentiation, the mitotic cycle, and
oncogenic transformation.

69; 75

13.29

Prss39*

The protein encoded by this gene may play a
role in acrosomal proteins that act on the
sperm/egg interaction.

69;51

13.34

Plekhb2

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69;

13.34

Prss40

The protein encoded by this gene may play a
role in acrosomal proteins that act on the
sperm/egg interaction.

69;51

13.34

Fam123c

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69
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13.34

1700101119Rik

k%

Proteina ndo descrita/hipotética - 69
Rho GTPases play a fundamental role in .
o Mice homozygous for a knock-out
numerous cellular processes that are initiated - i .
by ext lular stimuli that kth hG allele exhibit decreased angiogenesis,
extracellular stimuli that work throu
13.34 Arhgef4 ¥ . 8 vascular endothelial cell migration, 0 47,69
protein coupled receptors. The encoded
X X K tumor growth, and tumor
protein may form complex with G proteins and L
. . vascularization.
stimulate Rho-dependent signals.
Targeted null mutations of this gene
. . result in left-right laterality defects,
This gene encodes a member of the epidermal X . o 3
R R including randomization of abdominal
growth factor (EGF)- Cripto, Frl-1, and Cryptic . X K
X i K o A situs, asplenia or severe hyposplenia,
(CFC) family, which are involved in signalling o K
13.34 Cfcl X ) . pulmonary right isomerism, 0 69;93
during embryonic development. The protein . .
. X randomized embryo turning and
encoded by this gene is necessary for X .
K R A . cardiac looping, and postnatal death
patterning the left-right embryonic axis. .
due to complex cardiac
malformations.
13.34 Fam168b Proteina ndo descrita/hipotética - * % 69
Uggt1 glucosylates misfolded proteins,
retaining them in the ER until they are
15.15 Uggtl g A v - 0 52;69;75
correctly folded or transferring them to
degradation pathways
Mice homozygous for a null allele
show prenatal loss, stunted growth,
The protein encoded by this gene is a member dilated alveoli and lower postweaning
of the heparan sulfate biosynthetic enzyme survival. Homozygotes for another
15.15 Hs6st1 family. This enzyme is a type Il integral null allele show additional defects in 0 69;80
membrane protein and is responsible for 6-O- placenta, eye, phalanx and tarsus
sulfation of heparan sulfate. morphology. Homozygotes for a gene
trap allele show altered retinal axon
guidance.
In vitro, generates polyubiquitin chains via
non-canonical lysine residues suggesting that
15.18 Neurl3 it is not involved in tagging substrates for - 0 61;69;89
proteasomal degradation
Members of the ARID protein family, including
ARID5A, have diverse functions but all appear
15.2 Arid5a to play important roles in development, - + 69;75;78
tissue-specific gene expression, and regulation
of cell growth (Patsialou et al., 2005
15.22 Kansi3 Proteina ndo descrita/hipotética - &k 69
15.26 Fer1l5 Proteina n3o descrita/hipotética - *x 69
This gene encodes a type | transmembrane
lectin that shuttles between the endoplasmic
15.26 Lman2 reticulum, the Golgi apparatus and the plasma + 69: 75
membrane. The encoded protein binds high !
mannose type glycoproteins and may facilitate
their sorting, trafficking and quality control.
This gene encodes a member of the ancient
conserved domain containing protein family.
. . . . 61;69;75;
15.28 Cnnm4 Members of this protein family contain a - 0 .

cyclin box motif and have structural similarity
to the cyclins. The encoded protein may play a
role in metal ion transport. Mutations in
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ortholog gene CNNM4 are associated with
Jalili syndrome which consists of cone-rod
dystrophy and amelogenesis imperfecta.

15.30

Cnnm3

Probable metal transporter (By similarity)

k%

61,69

15.31

Ankrd23

This gene is a member of the muscle ankyrin
repeat protein (MARP) family and encodes a

protein with four tandem ankyrin-like repeats.

The protein is localized to the nucleus,
functioning as a transcriptional regulator

Mice muscles have a slower fiber type
distribution but no differences in
muscle fiber size. Single KO fibers
were less stiff, tended to have longer
resting sarcomere lengths

++

69;3

15.32

Semadc

cerebellar development, myogenic
differentiation, neural tube closure

62;69;75

15.32

Ankrd39

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69

15.33

Fam178b

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69

15.38

Actrlb

This gene encodes a 42.3 kD subunit of
dynactin, a macromolecular complex
consisting of 10 subunits ranging in size from
22 to 170 kD. Dynactin binds to both
microtubules and cytoplasmic dynein and is
involved in a diverse array of cellular
functions, including ER-to-Golgi transport, the
centripetal movement of lysosomes and
endosomes, spindle formation, chromosome
movement, nuclear positioning, and
axonogenesis.

++

69; 75

15.38

Cox5b

This gene encodes the nuclear-encoded
subunit Vb of the mitochondrial respiratory
chain enzyme

69; 75

15.41

Zap70

T-cell development and lymphocyte activation

Immunodeficiency disease
characterized by a selective absence
of CD8-positive T-cells

68;69;75

15.42

Tmem131

The protein encoded by this gene may play a
role in the immune response to viral infection
(by similiraty)

61;69;89

15.46

Vwa3b

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69

15.46

Unc50

May be involved in cell surface expression of
neuronal nicotinic receptors. Binds RNA (by
similarity)

k%

61;69;89

15.46

Mgatda

This gene encodes a key glycosyltransferase
that regulates the formation of tri- and
multiantennary branching structures in the
Golgiapparatus. The encoded protein may
play a role in regulating the availability of
serum glycoproteins, oncogenesis, and
differentiation.

Mice homozygous for a knock-out
allele show defects in glucose-
stimulated insulin secretion, impaired
cellular glucose import, increased
susceptibility to weight gain,
hyperglycemia, impaired glucose
tolerance, insulin resistance, high free
fatty acid and triglyceride levels, and
hepatic steatosis.

55;61;69

15.46

6330578E17Rik

This gene encodes an ortholog of yeast
Pet191, which in yeast is a subunit of a large
oligomeric complex associated with the
mitochondrial inner membrane, and required
for the assembly of the cytochrome c oxidase
complex.

69; 75
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15.46

Cnga3

This gene encodes a member of the cyclic
nucleotide-gated cation channel protein family
which is required for normal vision and
olfactory signal transduction.

Homozygous mutant animals
experience progressive loss of cone
photoreceptor cells.

69;51

15.46

Inppda

This gene encodes an Mg++ independent
enzyme that hydrolyzes the 4-position
phosphate from the inositol ring of
phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate, inositol
1,3,4-trisphosphate, and inositol 3,4-
bisphosphate.

Homozygotes for a spontaneous
mutation exhibit small size, ataxia,
loss of cerebellar and hippocampal
CA1 neurons, and death by 24 days of
age from seizures and/or
malnutrition.

69;81

15.57

2010300C02Rik

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69

15.88

Tsgal0

TsgalO plays a role in the sperm tail fibrous
sheath

67;69;75

16.13

Mitd1

The protein encoded by this gene may play a
role in endosomal protein transport

k%

69; 75

16.13

Lipt1

The process of transferring lipoic acid to
proteins is a two-step process. The first step is
the activation of lipoic acid by lipoate-
activating enzyme to form lipoyl-AMP. For the
second step, the protein encoded by this gene
transfers the lipoyl moiety to apoproteins.

69; 75

16.17

Mrpl30

This gene encodes a 39S subunit protein of
mitoribosomes

29;69

16.20

Lyg2

The protein encoded by this gene contains a
SLT domain, a protein domain present in
bacterial lytic transglycosylase (SLT) and in
eukaryotic lysozymes (GEWL). SLT domain
catalyzes the cleavage of the beta-1,4-
glycosidic bond between N-acetylmuramic
acid (MurNAc) and N-acetyglucosamine
(GIcNAc).

69;74;75

16.29

Lyg1

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69;

16.37

Txndc9

The exact function of this protein is not known
but it is associated with cell differentiation

69; 75

16.40

Eif5b

Function in general translation initiation by
promoting the binding of the
formylmethionine-tRNA to ribosomes. Seems
to function along with elF-2 (By similarity)

61;69;75;
89

16.46

Rev1

Rev1-like protein is as a scaffold that recruits
DNA polymerases involved in translesion
synthesis (TLS) of damaged DNA.

Mice homozygous for a knock-in allele
exhibit abnormal somatic
hypermutation frequency of the Ig
gene. Mice homozygous for a knock-
out allele exhibit background-sensitive
prenatal lethality and abnormal
somatic hypermutation frequency.

42,69

16.58

Aff3

This gene encodes a tissue-restricted nuclear
transcriptional activator that is preferentially
expressed in lymphoid tissue.

69;

17.17

Lonrf2

Proteina ndo descrita/hipotética

k%

69;

17.24

Chst10

The protein encoded by this gene transfers
sulfate to the C-3 hydroxyl of terminal
glucuronic acid of protein- and lipid-linked
oligosaccharides.

Homozygous mutation of this gene
results in altered synaptic
transmission and long term
potentiation. Mutant animals exhibit
impaired spatial learning and long

69;85
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term memory deficits.

regulation of smooth muscle contraction,

17.31 Nms regulation of circadian rhythm and feeding - + 66;69;75
behavior
This gene encodes a member of the
17.36 Pdcl3 phosducin-like protein family and is a putative - + 69;75
modulator of heterotrimeric G proteins
The protein encoded by this gene may play a
regulatory role in the acquisition of specific Targeted mutation of this gene results
17.98 Npas2 types of memory. It also may function as a in deficits in complex emotional long- 0 24;69; 75
part of a molecular clock operative inthe term memory tasks
mammalian forebrain.
18.30 RpI31 This gene encodes a ribosomal'protein that is _ 0 6975
a component of the 60S subunit.
The protein encoded by this gene may act as a 6169
18.30 Tbc1d8 GTPase-activating protein for Rab family - + 751‘891
protein(s). !
18.31 D13Wg0212€ Proteina ndo descrita/hipotética - ** 69
18.33 Rnf149 Proteina ndo descrita/hipotética - ** 69
18.37 Creg2 Proteina n3o descrita/hipotética - ** 69
18.41 Rfx8 transcription factor - + 69
18.50 Gm3646* Proteina ndo descrita/hipotética - * % 69
Serine/threonine kinase that may play a role in
the response to environmental stress and X X . X
toki h as TNF-alpha. A to act Mice homozygous for disruptions in 61:69:89
cytokines such as -alpha. ears to ac ;69;89;
18.53 Mapd4k4 v P , PP this gene die as embryos around day +
upstream of the JUN N-terminal pathway. £9.5.10.5 92
Phosphorylates SMAD1 on Thr-322 signaling ’ -
pathway.
18,64cM D1Mit320
Legenda:

(+) Candidato functional nao excuido;

(++) Possivel candidate funcional;

(+++) Forte candidate funcional;

(-) Auséncia de modelos animais

(*) Auséncia de gene ortologo em humanos;

(**) Informagdes insuficientes para avaliagao

(0) Excluido como candidate funcional

REF.: Referéncias
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Com relacdo a caracterizagdo do gene Bpagl, at¢ o momento, ja foram
sequenciadas cerca de 90% de toda sua regido codificadora, sendo que nenhuma
isoforma foi ainda totalmente sequenciada. A andlise dos cromatogramas e o
alinhamento das sequéncias obtidas a sequéncia referéncia ainda ndo demonstraram

nenhuma alteragdo no material genético desses animais.

Apesar dos primers para o sequenciamento do gene Actrlb ja terem sido

desenhados, nenhuma analise molecular foi ainda realizada.
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6 DISCUSSAO

As mutagdes com ENU podem resultar em mudangas proteicas muito
informativas: mudangas hipomorficas (perda parcial de fung@o), antimoérficas (funcao
oposta ou dominancia negativa) e hipermorfica (funcdo exagerada). Apesar das
mutacdes mais comuns causadas pelo ENU serem transversdes de AT para TA e
transi¢des de AT para GC em regides codificadoras (Barbaric et al., 2007), um estudo
feito por Garcia-Garcia & Anderson (2003) mostrou a inser¢do de seis nucleotideos na
juncdo do sétimo com o oitavo éxon no transcrito Ugdh do mutante Izme. Entretanto,
essa inser¢do estd presente imediatamente abaixo do sitio de s/iplicing na extremidade

3’, sugerindo que a inser¢@o no trascrito Udgh seja resultado de um splicing aberrante.

Outros trés estudos (por Hoebe er al. 2003, Huangfu et al. 2003, e Klopp et al.,
1998) isolaram trés mutantes que apresentavam delegdes também provocadas por
alteragdes no sitio de splicing. De acordo com um levantamento realizado (por Barbaric
et al. 2007), mutagdes da classe “sentido trocado” s@o sub-representadas em mutantes
induzidos por ENU, por outro lado, mutacdes do tipo “sem sentido” ou “muta¢des em
sitios de splicing” sdo altamente frequente. Segundo o autor, em mutagénese aleatoria,
mutagdes “sem sentido” e “mutagdes em sitios de splicing” sdo mais provaveis de
apresentarem um fenotipo visivel em relagdo as mutagdes de “sentido trocado”, gerando

assim um viés na sele¢do dos fenotipos.

O mapeamento genético por andlise de ligacdo a média resolucdo da mutagdo
fraqueza permitiu o estabelecimento de uma regido de 7.72 ¢cM no cromossomo 1, entre
os marcadores DImit373 (10,92 cM) e DImit320 (18,64 cM), como localizacdo do

locus responsavel pelo fendtipo em estudo.

A escolha de genes candidatos requer preferencialmente o estabelecimento de
uma regido do genoma que contenha uma pequena densidade génica, para que cada
gene presente no intervalo de mapa possa ser avaliado individualmente, possibilitando
assim a escolha adequada do gene candidato mais provavel.

Embora a regido delimitada no presente projeto seja ainda extensa,
compreendendo aproximadamente 13,60 Mpb, a inexisténcia de mais marcadores

polimorficos dentro desta regido impede a continuidade do mapeamento. No entanto, o
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levantamento bibliografico realizado, levando em consideragio o mapeamento ¢ o
estudo fenotipico, possibilitou a identificacdo de dois genes relacionados a manutengéo
da integridade da estrutura celular: Bpagl, localizado a 12.91 cM, e Actrlb, localizado a
15.38 ¢cM, ambos no cromossomo 1 murino.

A evidéncia de ligagdo entre os marcadores DImit70 e DImit411
(localizados respectivamente a 17.8 e 18.5 c¢cM) e o locus mutado, comprova a
localizagdo do gene em estudo nas proximidades destes marcadores. Sendo assim, os
genes Bpagl e Actrbl, emergem como fortes candidatos posicionais e funcionais, tendo

recebido, por isso, atengdo especial neste projeto.

Em estudos histologicos realizados com o camundongo fraqueza, foi
verificada uma maior celularidade no ganglio da raiz dorsal desses animais quando
comparados a controles da mesma ninhada (Figura 8 C e D), fenotipo semelhante ao
apresentado por camundongos distonicos (Duchen et al., 1963). Apesar da severa
alteragdo motora provocada nesses animais, as raizes dos nervos motores estdo
preservadas. Estudos de hibridizagdo in situ indicaram que o gene Bpagl é expresso no
ganglio da raiz dorsal, que ¢ o foco da neurodegeneracdo em camundongos distonicos

(Brown et al., 1995).

Nao ha alteragdes significativas da arquitetura e celularidade medulares,
especialmente neurdnios do corno anterior e aspecto da substdncia branca entre os
animais fraqueza e seus pares controles nas idades de 3, 7 e 11 semanas. Nota-se, no
entanto uma discreta redugdo do diametro neuronal no corno posterior da medula e
alteragdes degenerativas muito discretas em algumas amostras desta regido (Figura 8§ A
e B). Nao ha alteragcdes degenerativas intensas, sinais de morte neuronal, ou processo
inflamatorio detectavel no tecido nervoso da medula ou conjuntivo e vasos peridurais.
No entanto, os ganglios sensitivos da raiz dorsal dos nervos espinhais dos animais
fraqueza apresentam maior celularidade da regido central, rica em fibras nervosas (zona

axial ou medular).
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Figura 8: Analise histologica de tecido nervoso em coloragdo HE em animais com 7 semanas. A
e B: cortes de medula. Setas evidenciam a redu¢do do didmetro do corpo celular em animais
fraqueza quando comparados a controles da mesma ninhada. Controle ¢ mostrado a esquerda
(A) e fraqueza a direita (B). C e D: Ganglios sensitivos da raiz dorsal. Controle (C); fraqueza

(D).

Em doengas neurodegenerativas, de um modo geral, observa-se um
comprometimento no transporte axonal, a formacdo de agregados proteicos no meio
intra ou intercelular e a morte de um subconjunto de neurdnios especificos, dependendo
da patologia em questdo. Apesar dos resultados preliminares indicarem a redugdo do
namero de neurdnios no corno posterior da medula, estudos ultraestruturais que
evidenciem a citoarquitetura neuronal sdo necessarios para tentar esclarecer a causa

primaria das lesOes caracteristicas dos animais fraqueza.

Os musculos esqueléticos de camundongos dt sdo fracos e apresentam
citoarquitetura desorganizada uma vez que a proteina distonia, codificada pelo gene
Bpag, ¢é essencial para o estabelecimento ¢ a manutencdo da citoarquitetura muscular
(Dalpe et al., 1999). Camundongos fraqueza possuem o musculo sdleo/gastrocnémio

macroscopicamente menor, quando comparados a animais controles da mesma ninhada.
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Uma analise histologica preliminar do musculo da pata posterior do mutante fraqueza
mostrou alteragdes leves, como fibras musculares de menor didmetro, espessamento do
endomisio e nucleos celulares localizados na periferia das células (Policarpo, em
preparacao). Esses achados podem indicar um processo de reparo de lesdo da membrana
por mecanismos que podem estar relacionados com deficiéncias na manutengdo
estrutural do arcabouco citoesqueletico e de membrana da célula, associado a provavel
disfungdo proteica relativa a alteracdo molecular presente nos animais mutados. Em
outros estudos, a caracterizacdo de musculos esqueléticos de camundongos distonicos
também ndo evidenciaram diferencas O6bvias neste tecido, sendo necessaria a utilizagdo
de técnicas mais especificas como a microscopia eletronica para uma melhor
caracterizacdo destes animais (Dalpe ef al., 1999; Dowling ef al., 1997). Neste sentido,
nossos resultados podem ser indicativos de lesdo ultraestrutural e serdo confirmados

pela utilizagdo da microscopia eletronica.

O gene Bpagl possui 107 éxons abrangendo cerca de 400kb (Pool et al.,
2005) e ¢ constituido de 4 isoformas principais, Bpagln e Bpagla (neuronais), Bpaglb
(muscular) e Bpagle (epitelial). As diferentes isoformas sdo originadas por splicing
alternativo e desempenham fungdes semelhantes em seus respectivos tecidos. Este gene
codifica uma crosslinking proteina pertencente a familia das plaquinas. Proteinas
crosslinking sdo elementos chave na organizacdo da arquitetura celular, pois possuem a
habilidade de associar-se simultaneamente com dois ou mais dos trés filamentos do
citoesqueleto: microfilamentos, filamentos intermediarios ¢ microtubulos. A familia
plaquina compreende diversas proteinas com essa fungdo, tais como desmoplaquina,
plequitina, envoplaquina, Macf e periplaquina, sendo todas constituidas por um dominio
plaquina conservado, bem como varios dominios de ligagdo ao citoesqueleto (Leung et

al., 2002).

As isoformas tecido-especificas apresentam tanto dominios comuns quanto
especificos de determinada variante. A isoforma a, ou Bpagla, possui um dominio de
ligacdo a actina (ABD) na sua por¢do N-terminal, seguido pelo dominio plaquina, vinte
e trés repeticdes de espectrina e, por fim, um dominio de ligagdo a microtibulos
(MTBD) na por¢ao C-terminal regulado por dois dominios EF-hand (dominio de
ligacdo ao célcio) (Figura 9). O dominio ABD ¢ formado por dois dominios homologos
a calponina (CHlI e CH2) em tandem, motivo altamente conservado em muitas

proteinas de ligagdo a actina (Stradal et al., 1998). Apesar dos dominios homologos a
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calponina apresentarem uma estrutura similar, estudos demonstram que, enquanto CH1
por si s6 possui a habilidade de ligar-se aos filamentos de actina, CH2 ¢ incapaz de

fazé-lo (Way et al., 1992).

A isoforma a ¢ expressa no tecido nervoso e possui trés éxons iniciais
dependentes de splice alternativo. Cada éxon define um subtipo de isoforma com
diferentes regides N-terminal, Bpaglal, Bpagla2 e Bpagla3, também verificados na
isoforma musculo-especifica, Bpaglb. Cada subtipo atribui uma fungfo caracteristica a
sua isoforma, sendo que o subtipo N-2 possui habilidade de se ligar a actina ¢ N-3
contém um possivel sinal de modifica¢do de lipideos, podendo desempenhar um papel
na localizacdo cortical da proteina. Até o presente momento nenhuma funcdo especifica
foi atribuida a por¢do N1 e, devido ao seu tamanho reduzido (91 pb), acredita-se que ela
ndo desempenhe um papel determinante para as isoformas a/ e bl. (Julius et al., 2006)

(Figura 10).

A isoforma musculo-especifica, Bpaglb, ¢ idéntica a isoforma a, com
excecdo de um dominio extra localizado entre o dominio plaquina e as repetigdes de
espectrina. Esse dominio, chamado de PRD2 (dominio de repeticio de
plaquina/plequitina) ou IFBD2 (dominio de ligacdo a filamentos intermediarios),
possivelmente esta relacionado a interacdo com filamentos de queratina (Pool et al.,
2006). Bpaglb também possui os trés subtipos de por¢cdes N-terminal (Julius et al.,
2006). (Figura 9)

A isoforma epitélio-especifica Bpagle diverge das anteriores. Sua proteina
possui um dominio plaquina seguido por um dominio Coiled Coil (CC-rod) ¢ um
dominio de repeticdo de plaquina/plequitina (PRD1 ou IFBDI) diferente daquele
apresentado pela Bpaglb. A isoforma Bpagln, especifica de tecido nervoso, ¢
semelhante a isoforma e, porém possui o dominio ABD ausente na primeira. Por ndo
possuir o dominio ABD, o primeiro éxon de Bpagle ¢ exclusivo dessa isoforma, além
disso, o éxon PRDI1 possui um codon de parada ¢ um sinal de poliadenilagdo,

compartilhada entre as isoformas /e e In (Goryunov ef al., 2006). (Figura 9)

Mutagdes no gene Bpagl causam Distonia muscular (dt), uma doenga
autossdmica recessiva neurodegenerativa em camundongos, caracterizada pela
degeneracdo progressiva de neurdnios sensoriais. Camundongos homozigotos para o

gene s3o incapazes de controlar seus movimentos (os quais se tornam progressivamente
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ataxicos) e apresentam postura anormal com movimentos contorcidos do tronco ao

tentar se movimentar (Brown et al., 1995).

Existem inumeros alelos mutantes para dt, muitos deles surgidos através de
mutagdes espontaneas devido ao grande tamanho do gene (Pool et al., 2005). Analises
do DNA gendmico de quatro alelos mutantes espontaneos, Albany (dt*™), 27 Jackson
(dt®"), 24 jackson (dt*¥) e Frankel (dt'™), mostraram uma grande dele¢do na parte
central do gene para o alelo mutante dt*'® e mutagdes pontuais ou pequenas dele¢des ou

rearranjos para os demais alelos (Brown ef al., 1994).

No genoma humano, o gene ortdlogo ¢ o BPAGI, localizado em uma regido de
sintenia conservada no cromossomo 6 (6pl12.1). A fungdo do BPAGI no homem ¢ a
mesma descrita para o camundongo: ancoragem dos filamentos do citoesqueleto e

manutengdo da arquitetura celular. (Benson ef al. 2005).

Até o momento, apenas um caso clinico de alteragdo em um dos alelos BPAG1
foi descrito. O paciente com uma translocagdo 6:15 apresentava grave retardo mental e
motor, encefalopatia ndo progressiva, diminui¢do da maturagdo visual ¢ atresia

traqueosofaringeal (Giorda ef al., 2004).

Analises do citoesqueleto em camundongos distonicos mostraram
desorganizagdo nos filamentos intermedidrios e microtubulos nos axonios dos neurénios
sensoriais (Bernier & Kothary, 1998; Dalpe et al., 1998; Yang et al, 1999), além da
citoarquitetura anormal observada em células musculares com redug@o no comprimento
do sarcomero e um agrupamento anormal de mitocondrias (Dalpe ef al., 1999). Esses
estudos sugerem que as isoformas muscular e neuronal do gene Bpagl respondam pela
manutengdo e organizacdo do citoesqueleto (Kevin et al., 2003). Esses dados da
literatura em conjunto com os observados na caracterizacdo histopatologica dos
camundongos fraqueza, corroboraram a escolha do Bpagl como gene candidato no

presente estudo.
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Figura 9: Estrutura do gene Bpagl e suas diferentes isoformas tecido-especificas. Goryunov et
al., 2006 (modificado).
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Figura 10: (A) Diferentes por¢des N-terminal encontradas nas isoformas la e 1b (1, 2 e 3).
Observa-se também o esquema estrutural do dominio ABD constituidos por Homodlogos de
calponina (CH1 e CH2); (B) Composi¢do exonica do dominio ABD originada por splicing
alternativo. Julius et al., 2006 (modificado).

Levando em consideragdo o fato de que a maioria das mutagdes geradas pelo
agente mutagénico ENU ja identificadas se encontram em regides codificadoras dos
genes ou em regides fronteiricas entre éxons e introns (Barbaric et al., 2007), optou-se
primeiramente pelo sequenciamento dos éxons do gene Bpagl. Para tanto, suas
diferentes isoformas (cerebral, muscular e epitelial) foram sequenciadas a partir de seu

cDNA.
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Até o presente momento foram sequenciados cerca de 92% de toda a regido
codificadora do gene. Apesar de ndo ter sido evidenciada nenhuma alteragdo na
sequéncia de DNA com dados obtidos até entdo, o gene ainda continua como um forte

candidato.

O gene Bpagl possui 62 sequéncias regulatorias abrangendo 32 Kb (Ensembl,
17/Jun/12). Apesar de mais raras, as mutagdes induzidas por ENU podem ser
encontradas em regides regulatorias, sendo assim, o sequenciamento dessas regides nao

deve ser descartado.

Em um estudo paralelo, foi realizada a andlise quantitativa dos transcritos das
isoformas Bpaglb por PCR em tempo real. Neste estudo, constatou-se um nivel
significativamente menor destes transcritos no musculo de camundongos fraqueza
quando comparados a camundongos controle. Apesar desta diferenca observada nado
garantir que a mutacdo esteja de fato no gene Bpagl, fornece fortes evidéncias de que
ele a0 menos participa de alguma maneira na constru¢do do fendtipo apresentado pelo
mutante. Por se tratar de uma proteina que interage com diversas outras (como
dinactina, periferina, a-internexina, entre outras) para formar a arquitetura celular, seu
perfil de transcricdo poderia estar negativamente regulado pela acdo indireta de algum

outro gene mutado presente nesta rede de interagdes (Figura 11).
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Figura 11: Rede de interagdes proteicas observada para o gene Bpag! (mostrado como Dsf).
Nenhuma das proteinas representadas localiza-se no intervalo atual de mapa estabelecido. Nem
todas as interagdes proteicas existentes estdo representadas. (GeneMANIA, 24/Jun/2012).
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Um exemplo dessas interagdes ¢ evidenciada entre os produtos dos genes Dst,
Nefl e Nefh (neurofilamentos). Neste caso, os neurofilamentos associam-se ao dominio
IFBD das isoformas neuronais (la e 1n) de Bpagl para promoverem o transporte

retrogrado associado a vesiculas em neurdnios sensoriais.

Além do Bpagl, outro gene se mostrou como um possivel candidato para a
mutacdo fraqueza. O gene Actrlb (Actin-related protein 1 homolog B), localizado a
15.38 ¢cM no cromossomo 1, possui fungdes relacionadas a organizagao do citoesqueleto
e encontra-se dentro da regido mapeada no estudo. Este gene possui 10 éxons
abrangendo 10,724 bp e seu produto proteico ¢ membro de uma familia de proteinas
denominada Actin-related proteins. Essas proteinas, em geral, possuem grande
similaridade com a Actina e desempenham fungdes também semelhantes a ela, como
contracdo muscular, organizagdo da estrutura celular e transporte citoplasmatico. (Sean
W. Clark et al., 1994; MGI).

A proteina codificada pelo gene Actrlb (ACTRIB, 42.3 kD) constitui uma
subunidade de um complexo macromolecular denominado Dinactina (dynactin). Este
complexo possui ao todo 10 subunidades e liga-se igualmente a microtiibulos ¢ a uma
proteina motora com fungdes de transporte e organizacdo de vesiculas intracelulares, a
dineina (Figura 12).

O complexo dinactina localiza-se em multiplas estruturas celulares, incluindo
organelas membranosas, centrossoma e fibras do fuso, € promove o transporte entre
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, movimentacdo de lisossomos e
endossomos e axonogénese. (Judith Eschbach & Luc Dupuis, 2011).

Estudos sugerem que a proteina f3-spectrina age através de Actrlb (Arpl) para
realizar a ligacdo do complexo dinactina a vesiculas citoplasmaticas. (Figura 12)

(Holleran et al., 2001).
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Figura 12: Complexo Dinactina-dineina. Este complexo esta presente em neurdnios e responde
pelo transporte retrogrado axonal. Judith Eschbach & Luc Dupuis, 2011

O complexo dinactina-dineina também estda diretamente relacionado ao
transporte retrogrado axonal (TRA). O TRA desempenha um importante papel na
manutengdo das fungdes neuronais através do transito de vesiculas, mitocondrias,

lipideos e proteinas do axdnio até o corpo celular (Cowie & Stanton, 2007).

Estudos demonstram que o déficit no TRA contribui direta ou indiretamente
para a patogénese de varias doencas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson,
Huntington e esclerose amiotrofica lateral (Eschbach & Dupuis, 2011). Além disso,
modelos animais possuindo mutagdes induzidas por ENU em genes do complexo
dineina-dinactina apresentam deficiéncia no transporte retrogrado em neurdnios motores

associada a degenerag@o neuronal (Hafezparast et al. 2003).

Outros estudos verificaram que mutacdes nesses complexos promovem, em
linhagens celulares, a desorganizacdo de organelas e vesiculas citoplasmaticas
neuronais, ¢ que, em Drosophila melanogaster, mutacées no gene da cinesina e¢ na
cadeia pesada da dineina provocam a paralisia em seus segmentos distais (Martin, M. A.

et al., 1999).

Jia-Jia Liu e colaboradores, em 2007, realizaram um estudo associando o

complexo dineina-dinactina, o gene Bpagl ¢ o TRA. Neste trabalho, foi identificada e
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descrita uma proteina transmembrana nova, denominada retrolinquina (retrolinkin),
responsavel pela ancoragem da isoforma proteica Bpagln4 (recentemente caracterizada)
a vesiculas axonais em neurdnios motores ¢ sensitivos. A delecdo do dominio
transmembrana presente na retrolinquina resulta em alto prejuizo no TRA em neurdnios
sensitivos, fendtipo também verificado em camundongos knockout para o gene Bpagl.
O complexo Bpaglnd-retrolinquina foi entdo descrito como responsavel pela ligagdo
das vesiculas axonais ao complexo dinactina-dineina para promover o TRA (Jia-Jia Liu

et al.,2007).

Em vista disso, o gene Actrlb, que codifica uma subunidade proteica do
complexo dinactina, aparece também como um bom candidato para a mutacao fraqueza.
Além de estar localizado dentro do intervalo mapeado (candidato posicional), o gene
tem ligacdo direta com alguns dos fenotipos apresentados pelo modelo, como fraqueza
muscular e degeneragdo neuronal (candidato funcional). Ademais, a diferenca no
numero de transcritos do gene Bpagl, demonstrada pela PCR em tempo real, pode ser
devida ndo diretamente a uma disfungdo neste gene, mas também em virtude de uma
alteracdo em algum gene que interaja diretamente com o Bpagl, como ¢ o caso do
Actrlb. Analises moleculares deste gene ainda sdo necessarias para confirmar ou refutar

esta hipotese.
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O mapeamento genético da mutagdo fraqueza permitiu a escolha dos genes
Bpagl e Actrlb como fortes candidatos, posicional e funcional, para a mutagdo e a
continuidade da caracterizagdo destes genes através do sequenciamento possivelmente

permitird a identificacdo desta.

A perspectiva ¢ que, tdo logo a mutagdo seja identificada, o camundongo
fraqueza possa ser utilizado como modelo genético para o entendimento e estudo de

terapias em casos clinicos em que haja acometimento muscular e neuronal.
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ANEXOS

Anexo I: Sequéncia de iniciadores

Ia — Iniciadores utilizados para a amplificagdo dos éxons da isoforma Bpagla.

Nome FORWARD REVERSE
Dst 1 GGGAATTCGATTATGGCGGGGTACCTG | ATGTCCTCTGACTCTCCAGTGAC
Dst 2 ATCCTAAGCTGACTTTGGGGTTAATA CTGGATGAGGTAGTTCACCATATTCT
Dst 3 AGGTGGCGAAGGCATTGGTG CTTTTGGAATCAGACTGGAGAGCATT
Dst 4 GAGGTTGAGAGGTTGGATATGCT AAGCCAGAAGTCACGCTAGAAGAC
Dst 5 CTAACCCAGAGTTTAACCCCTTC GCGTACTGACTCTCTAATCTGTGC
Dst 6 TGAAGAATTTGAATCCAGCCTTA TTCTCCTGAATGTGCTGCTC
Dst 7 TTAAAGCTGTTCAGGAGATCG ATGAGAGTTGTTTGCCAAGA
Dst 8 TAACCATTTACAAAGACGATGAG TGACTTATATCCGAGCCTGAGAA
Dst 9 ACCAGCAGGTTCTCAGTAATCTCCA AGGGCTTCTGCGGCTTGAGT
Dst 10 GGTCATTCAGAGCTTGAGTCAGAT TGAATTTTTCTCTGGGTCGTTT
Dst 11 GCACTACAGGGACTCCTACCA TGATATTTGATACCCATTTCTGC
Dst 12 AGGAGAAGTCACTGGATGAAGAG TCACAAAGGCTTCCTGGTTACTA
Dst 13 ATCTCCTCACCCAGACTGAAAAC GCTCCTAACTTGCTATCACCTTC
Dst 14 TGTCAAATGTTGAGGAAGACTCC CTCCAGGTTCGCCAGTTICTT
Dst 15 CTACAGCGAGTTTGAGCACT CAATGGGCTCCCGTAAATGT
Dst 16 AGTATGAAGATGCTTCCTGCG TGCTTTGACGACCCGTAATA
Dst 17 GTGCCACTAAACTCCACAGC CCTCCATTTCTTTGAATTTC
Dst 18 CACAGCCTCCTGAAAGAGAT CAACTATTTTATCCTTGAGTAAGAG
Dst 19 GAAGGACATGACTGACATAAGC TTCTCCATGAGCCACTGTTT
Dst 20 GAGTCCTCCAATAATCTAACCCAGT GATTTCCTGCTTCAGCTTCT
Dst 21 GATGCCGTGAACCAACAACT TTCTCTGCCCCCTGTGTCTT
Dst 22 AGCAGTCTAACATTTACGAG AGACTTCCTGAAATTCTTTA
Dst 23 GAAAAGGTAAACAGGGTCAC CTCATCATCACACTCGGTAAA
Dst 24 GCCACTTCCAGAATACCATCC GCAAGGGTTCGATTTCTTCTT
Dst 25 TTGATGTGTTTAAGGTATTCCA ATCTACTGTCCAAGAGGCTCA
Dst 26 GGACAGAGTGAAGCTCACGA AGCCAGTTACACAGCTCCTT
Dst 27 CAAGTTGAGTGCCGATGTAG CATGGTGAAAGCCTTCTGAA
Dst 28 TATCCTGGATCACTGAAACAC CTCGCTTTTTGACATCTTCT
Dst 29 ATTTATATCCAAGAAAAGTATGTG GAGTGTCTTTGATGGTGACG
Dst 30 AAGAACGGGAAGCCAAACTG TCCATTTCCATCTGTTGTTGATAA
Dst 31 CAAGCAGCAGATTGAAGAGC ATTTCACCGTGGAACCCTTT
Dst 32 AAGAAGCAAGCAACCTCCAG GGTAAGCCAGTTGATGAAGTCCT
Dst 33 CAAACTCAACGAGAAGAAAACAAAG GTTGGTGGTATCGTAGACAGAATG
Dst 34 CAACGATCCAGACAAAATCAAAG GATGAGTTCCCTGGCAGAGC
Dst 35 CGATAATCACAAGGTCTTCC AGTGCTTAATGGTGGTAATG
Dst 36 GAGAAAAGGGCAGAACTAAG TGTGAGCCAGATGGATAGAA
Dst 37 CTCCCTCGTTACAGTCTCACATC TTTGTACGCATCTTTGTTTGGAT
Dst 38 AGATGGTGATGGGTACATTGACTAC CTCTGGATGAAGGGCGAGAT
Dst 39 GCTAAAGGAAGGACCAACAT ATTTTAGAAGGCTTGGCTGT
Dst 40 TCCCACAGACACACAGACCT TGTTCAGAATCTCCATAAAAGG
Dst 41 CCTACAGGTAAGTCCACATTCT CGCATCCCTATGGTAGAGAC
Dst 42 AGTGTCCTTGTGCCTCTGCT TCAAGTGAATATGTTTTATTAAATGC
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Ib — Iniciadores utilizados para a amplificagdo do dominio Coiled coil

Nome FORWARD REVERSE

CCO0l | GTTGAAAAGGCTGGAAGAGG CACTGAGGCTCGAGTCTTTC
CC02 | CAGGAAAACACCTTCACCAG GTTATTCGTCTCGTCCAATTTAT
CC03 | AGGGAGCTGAAGTATGAACTC CTTGAATATTCTGAAGCAACTGT
CC 04 | GACCTCTCAGAAGAGAGGAGA ATGCTCTGCTGGTCACACTT
CCO05 | GATTTCCACAGAAAAATTAAAAG AAGCTCTCGAATGTTGGTCT
CC06 | AAGCACGACTTTGTGTCTCTC CTCCTTCGGAAGTTGTTCAG
CCO07 | CCTTAACCTAAAGACCAGACTCC CCTCTGGCTCTACGCTTTTC
CCO08 | AAGAGAAGAGGCTGGGTTCC ATCAACGATGCCATGAAGAAC
CC09 | AAATGATAGCTCTAGCCTTTTTAGA ATATTTCCCTCTCCCCAAAC
CC10 | CAACACGAGAGTCTTTCCTAATC ATAGCCTGCAATGGGACTGT
CC11 | TAACTACACTAACAGAACTGGCTGA GCGATGAGGACATCAATGATAC
CC12 | TGCAAATATCATCAGTAAAGAAATGG | CCTACAAGAAATTAACAGCGCTTC

Ic - Iniciadores utilizados para a amplificacdo do dominio PRD1/IFBD1

PRIMER FORWARD REVERSE

IFBD1 01 GGATTGTGATTGGGTGGAGA GCCGAAGTGAACGACATTIT
IFBD1 02 GAAGTCTTAGCAAGTTTCTGACC TTGTTGTTGGGATTAGGAAA
IFBD1 03 TGAACAACGCCGTCCTAC CTCAGAAGAAAGTCAGCCAGT
IFBD1 04 | GCTGACTGATACTAAAACTGGTCT GAAAACCTTCGGCTCTATCA
IFBD1 05 CACCCCGTCAGCAATAAAAT CTGAACAGATGGCAGGATG

Id — Iniciadores utilizados para a amplificacdo do dominio PRD2/IFBD2 e sequéncia

linker/haste
Nome FORWARD REVERSE

IFBD 01 | GAGGGCTACAATTTATTATTCAGTG CTGTTGGAAAGCCTGTTGTAAG
IFBD 02 | GTGCTTGATTCTCTGGCTCA GCGGTGTCTCTGTCAATCAC
IFBD 03 | AAACCATGTTTAGGCTGTTAGG ATTTTGTCTGGCAGCGTTAC
IFBD 04 | AGCTGGGGATCATAGATAACA TATGTCCGGGGTGACTGTAA
IFBD 05 | ACTGTGCTTTGAGTGAAGAAAA CAACTCATCGTGGCTTAACA
IFBD 06 | AGAGAGGATGAAGAGAATATACAGA | AATGGCTCCTTTATGTGACAGT
IFBD 07 | GCAGACAGATGAGTCAGAGAAAA ACTAACTGTTCTGAGCCACCA
IFBD 08 | AATGGATGAGAGCTTAGGTGT GTAGGGTCAGCTTGGTACTG
IFBD 09 | GTAGCGACTTGGATGAGGAA AATGTTGTCAGAAGATGGGCT
IFBD 10 | CTCAGAAGAAATCAGGTTGG ACCTTCAAGAGTCATGGTTG
IFBD 11 | ACACACACCGAGGAACTTAG TTTTCCTTCGGAGATACTTTC
IFBD 12 | TGAAAGATAACTTATGCTCTGTAAA CCACTTCCTGGAGATTCATA
IFBD 13 | AGCCCCAAGAAAGAGAACATC CTGGTCTTTTTCAGTTGCATA
IFBD 14 | TAACCCAGATGGACTGTGAT TCATATCTTGAAGCAAAACC
IFBD 15 | AAGTACATCTGGATCAAAAGAAAG TCTGAATAGGATGTAAGTTTGTGTA
IFBD 16 | GTCCTCAGAAAGGATGAAACTG TACTAATTAGGCGGTTTTCAGT
HASTE | AGTGATGGTTCGTGTTGGAG GAACTGTGTTCGGACTCTGG

Ie - Sequéncia dos iniciadores utilizados no PCR em tempo real

Nome FORWARD REVERSE
Gapdh AGGAGCGAGACCCCACTAAC GTGGTTCACACCCATCACAA
B-actina GTGGGAATGGGTCAGAAGG GGTCATCTTTTCACGGTTGG
Cyclo AATGCTGGACCAAACACAAA CCTTCTTTCACCTTCCCAAA
Bpagla ATTCAAGAGTTCATGGACCTACGG TTCTCCTCCTCTTCCAGCCTTT
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