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RESUMO

Doencas cardiacas tanto congénitas quanto adquiridas apresentam alta
morbi-mortalidade, constituindo no Brasil a primeira causa de Obito
(29,9%). O impacto sécio-econdmico dessas patologias repercute no
sistema de saude e em uma realidade de escassez de recursos e
necessidade de priorizacdo em sua alocacao, direcionando para a primacia
de investimentos em ciéncias basicas. Este estudo de cardiogénese
experimental é de extrema importancia para a compreensao dos
mecanismos envolvidos na formacdo do coragdo, e o modelo de
camundongos geneticamente modificados constitui valiosa ferramenta
investigativa. Camundongos com dele¢cédo do gene Ringer finger 4 (rnf4)
foram gerados com o objetivo de avaliar a repercussdo nos embrides
recessivos negativos das alteracbes anatomo-patoldgicas, visando
entender a funcdo deste gene na formacgédo do coragdo. RNF4 é um fator
de transcricdo que é expresso no coracdo durante a embriogénese. Foram
utilizados camundongos das linhagens BALBc e C57BIl6. Foram dissecados
825 embrides, sendo 423 BALBc e 402 C57BI6, distribuidos entre as
seguintes faixas etarias: de 11 a 17 dias de desenvolvimento embrionario,
animais com menos de um dia de vida e animais com 21 dias pds-natal.
Os resultados demonstraram que 34.6% dos camundongos com delecao
total do rnf4, a partir do décimo terceiro dia de desenvolvimento
embrionario, apresentaram defeito do septo ventricular, paredes
ventriculares finas e desorganizacdo das camadas ventriculares,

ocasionando repercussao hemodinamica e clinica sugestiva de insuficiéncia



cardiaca congestiva. Além disso, nenhum animal foi viavel. Conclui-se que
a delecdo do gene rnf4 é letal para os embrides de camundongos por ser
essencial na formacdo do coracdo. Esses resultados contribuem para
entendermos os mecanismos moleculares envolvidos na embriogénese.
Ademais, serdo Uteis no desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas para as doencas cardiacas.

Palavras-chave: embriogénese cardiaca; defeito septo interventricular;

fatores transcricionais; rnf4; camundongos com delecdo de gene.



ABSTRACT

Cardiac diseases, whether congenital or acquired, show a high mortality
rate worldwide and in Brazil, they represent the major cause in natural
deaths with 29.9% of the cases. The social and economical impact of
those pathologies on the Brazilian Public Health System is particularly
worsened due to the lack of resources and the need to optimize the scarce
resource allocation, leading to the prioritization of investments towards
the basic sciences. For all the above reasons, research in experimental
cardiogenesis is of vital importance to the understanding of the
mechanisms involved in the heart formation, where models using
genetically altered mice constitute an invaluable tool in the investigation
for cures. Our study was conducted by deleting the Ring Finger 4 (Rnf4)
mouse genes and observing the effects the absence of such gene has in
the formation of their hearts. RNF4 is a transcription factor which is
expressed in the heart during embryogenesis. In that sense, mice of
lineage BALBc and C57B6 which presented the Rnf4 deletion were selected
for our experiments. A total of 825 embryos were dissected, where 423
were of the BALBc lineage and 402 of the C57B16 lineage. In either case,
the embryos were separated into age groups: 1) 11 to 17 days of
embryonary development; 2) less than 1 day old; and 3) 21-day old
specimens. The results show that 34.6% of the mice with deletion of the
Rnf4 gene presented ventricular septal defect (VSD), thin ventricular
walls, and disorder of the ventricular layers, leading to hemodynamic and
clinical pathologies that suggest congestive heart failure (CHF). Moreover,
animals which lack of functional Rnf4 gene die due to cardiac defect. We
concluded that deletion of the rnf4 gene is lethal for mice embryos, since
such gene is apparently essential in the heart formation. These results will
contribuite to understand the molecular mecanisms involved in the heart
embryogenesis. In addition, it will be helpful to development new
therapeutical strategies to heart diseases.

Key words: cardiac embryogenesis; transcription factors; rnf4; gene trap
mice; ventricle septal defect
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1 INTRODUCAO

Doencgas cardiacas tanto congénitas quanto adquiridas constituem
um conjunto de patologias com alta morbi-mortalidade, sendo no Brasil a
primeira causa de Obito, com 29,9% de incidéncia [1, 2]. Tendo como
base dados do Ministério da Saude que é responsavel por mais de 75%
das internacdes hospitalares feitas no Pais, pelo Sistema Unico de Saude,
no ano de 2002, foram realizadas 11.714.184 internac¢bes, sendo as
doencas do aparelho cardiovascular a terceira causa (1.216.771) a um
custo hospitalar e domiciliar de cerca de 5 milhdes de reais nesse ano. E
dentre as causas de internagdes, também nesse mesmo ano, segundo O
Cddigo Internacional de Doencas, a Insuficiéncia Cardiaca foi também a
terceira colocada, com 372.604 hospitalizagcdes [2]. Assim, esses dados
epidemiolégicos em nosso meio sdo similares aos dos paises

desenvolvidos.

A melhor compreensdo dos mecanismos bioquimicos e moleculares
que levam ao desenvolvimento das cardiopatias podera permitir a
intervencéo clinica e/ou cirdrgica mais precoce e reduzir os altos indices
de morbi-mortalidade associados a essas doengas. Por conseguinte, o
entendimento dessas doencas do coracdo mostra a importancia do estudo
experimental basico em cardiogénese, pois, com o melhor conhecimento
desse processo de formacdo do coracdo pode-se diagnosticar e intervir
precocemente em patologias tanto congénitas,a exemplo de Persisténcia
de Canal Arterial, Comunicacao Interatrial, Comunicagao Interventricular e
Tetralogia de Fallot, quanto adquiridas, como Doenca Arterial Coronariana,
Hipertensado Arterial, Febre Reumatica, dentre outras presentes nesse
o6rgdo, com repercussdo social e econdmica pela possivel reducdo do
impacto dessas doencas no sistema de saude. Além disso, as pesquisas
basicas em embriogénese produzem informacdes para o conhecimento dos

diferentes processos de diferenciacdo das varias linhagens celular que



13

compdem um Orgdo e, em especial, o coragdo com suas peculiaridades e

alto impacto na populacdo em geral.

A sindrome de faléncia cardiaca é complexa devido a incapacidade
do coracdo em oferecer adequada oferta de oxigénio aos tecidos, ou seja,
inadequado débito cardiaco para atender as necessidades metabdlicas dos
tecidos [3]. Essa faléncia do coracdo pode estar associada a disfuncao
sistdlica ou a uma funcéo sistolica preservada. A disfuncdo ventricular
deflagra mecanismos adaptativos associados a ativagcdo neuro-humoral,
gerando alteragcbes na forma e na eficiéncia mecénica do coracédo
(remodelamento ventricular), além de alteracdes periféricas circulatorias.
Acrescenta-se também que as propostas de terapéuticas atuais ndo estdo
mudando esse cenario de redugcdo no numero de internagbes por
descompensacdo ou na efetiva elevacdo das expectativas de sobrevida,
especialmente dos classificados como graves [4]. Em uma perspectiva
biomolecular, a andlise da fisiopatogenia da insuficiéncia cardiaca
demonstra niveis baixos de proteinas musculares nos componentes do
disco Z das células musculares que fazem parte da unidade morfo-
funcional dos musculos, o sarcobmero, e na matriz extracelular [5]. Esse
fato corrobora para a interpretacdo sobre o possivel papel da
anormalidade do citoesqueleto na dilatagdo progressiva do coragdao com

insuficiéncia em bater nos seres humanos.

De forma genérica, tem sido observado que, na maioria das
cardiomiopatias, muta¢gdes noOsS genes sarcomericos provocam O
surgimento do fendtipo hipertrofico, enquanto as mutagdes do
citoesqueleto estdo mais relacionadas a cardiomiopatia dilatada. Esses
achados fornecem alguns indicios de que mutacdes genéticas do
citoesquleto ou do sarcébmero podem causar cardiomiopatia dilatada ou
hipertréfica nos seres humanos, possivelmente devido a duas diferentes
séries de eventos de remodelacdo cardiaca, ou seja, a dilatacdo e a
hipertrofia podem compartilhar sua origem molecular [6]. Bruneau, 2002

[7], ressaltou que compreender a fisiologia molecular do coracdo é



14

relevante, e uma boa ferramenta para a pesquisa do desenvolvimento
desse o6rgao foi a utilizacdo de modelos experimentais. Dentre eles, um
excelente modelo para estudo dos mecanismos que controlam a
embriogénese e que se tem destacado €é a utilizacdo de animais
modificados transgenicamente, seja pela ablagcdo seja pela insercdo de

novos genes alvos [8].

1.1 Embriogénese cardiaca

O processo de formacao do embrido inicia-se com as primeiras
divisdes celulares, sendo formado um disco achatado que consiste no
blastoderma, com aproximadamente 10.000 células, dividindo-se em
duas: uma area opaca, que formara o embrido e também contribuird para
a formacdo de membranas extraembrionarias, e uma area central
translucida, que forma duas camadas, o epiblasto (externo) e o hipoblasto
(interno). Neste estagio, ocorre a implantacdo do saco embrionario. Nos
mamiferos, envolve o contato intimo com o tecido uterino, com extensiva
proliferacdo do trofoblasto e invasdo dessas células no estroma uterino,
estabelecendo-se a conexdo materno-fetal nessa fase designada como
blastula [9]. Na fase seguinte de gastrulacdo, o embrido em formacgao
apresenta a definicdo do eixo rostro-caudal e do mesoderma pré-cardiaco,
assim como tém inicio os movimentos de diferentes populag¢des celulares,
reforcando o conceito de padrao local-especifico que consiste no fato de
uma linhagem celular iniciar seu processo de diferenciacdo somente
quando chega ao seu local de destino [10]. Na gastrulacdo, sdo detectadas

as trés camadas germinativas (ectoderma, mesoderma, endoderma).

O estagio imediato a gastrulacdo € o estabelecimento da geracao de
diversas linhagens de tecidos, a partir de uma populacdo de células
progenitoras pluripotentes e da coloragdo dos diferentes tipos celulares em

seus locais apropriados no embrido. Nessa fase, pode-se acompanhar o
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processo de regionalizacdo de progenitores da linhagem de células

cardiacas e sua especificacdo na formacao deste 6rgao [11].

As células cardiacas sdo recrutadas do epiblasto superficial para a
area pré-cardiaca, ingressam e migram para dentro do embrido, formando
um par de tubos que se fusionam em um unico tubo, na posi¢céo ventral e
media. Este coragdo primitivo contém multiplas camadas, exibe
regionalizacdo rostro-caudal e rotagdo, sendo possivel de ser detectado

com dois dias de cultura de embrides [12].

A camada mesodérmica também contribui com linhagens celulares
tanto da regido extra-embrionaria quanto da embrionéaria, como fonte de
células precursoras cardiacas, encontrando-se localizada posterior a placa
neural. A analise dos descendentes desta populacdo contribui,
predominantemente, com a formag¢do do miocardio [13]. A camada
endodérmica que ird também compor o coracdo emerge recrutada para a
formacéo do coracdo. Chega-se, entdo, ao formato de coracéo tubular que
migra anterior e lateralmente ao tubo neural. Ha4 evidéncias de que o
endoderma age como um indutor de sinalizagdo, sendo necessario para
que a especificacdo celular ocorra, levando a diferenciacdo terminal
cardiogénica [14]. Essa atividade cardiaca indutiva é derivada mais
especificamente do endoderma anterior, que sinaliza para a diferenciacao
do coracdo, sendo primordial no estabelecimento da diversidade dos
cardiomidcitos. Em uma etapa mais tardia, também a camada ectodérmica
€ indutora cardiaca [15]. Resumidamente, as trés camadas germinativas
demonstram possuir um sistema de sinalizacdo indutora entre si para a
formacao do coracédo, e essa sinalizacdo s6 se mostra especifica quando as

células atingem a area cardiogénica.

Quando os midcitos diferenciam-se nos tipos celulares principais,
midcitos atriais e ventriculares e no sistema de conducéo, dados apontam
para um determinismo independente dos progenitores iniciais. Os fatos

seguintes consistem: os miocitos primordias sofrem acéo inicial indutiva
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dos vasos proximos, para a diferenciacdo em cardiécitos e células
condutoras. Esses dois processos progridem em paralelo até os estagios
finais pelo fato de os cardiocitos diferenciarem-se nos dois tipos terminais
que sdo os musculos atriais e ventriculares e na outra via, na formacéo da
linhagem celular do sistema condutor, até o ponto terminal de células de
Purkinje. Porém, acredita-se que, nesta etapa final, a influéncia do vaso
do epicardio ndo seja preponderante para que ha etapa a pouco descrita
ocorra, mas a presenca do vaso na fase inical € fundamental para dar
inicio ao processo [16]. A sumarizagdo do processo indutivo esta ilustrada
na Figura 1. [17].

CARDIOMIOCITO
CELULA
PURKINJE
EFEITO
INDUTIVO |
VASO
Figura 1 - Representacdo esquematica da inducdo de midcitos. Efeito

combinatério indutivo da cito-diferenciagcdo de midécitos e dos vasos
coronarianos na camada epicardica, na determinacdo do
aparecimento das células de Purkinje, como componente terminal do
sistema de conducao do coracéo.

Fonte: HARVEY; ROSENTAHAL, 1999, p. 51.

Neste estagio da organogénese, o coragcdo possui duas camadas.
Uma interna, formada de endocéardio, e uma externa, o miocardio. Essas
duas camadas formam o coracéo tubular que inicia suas dobraduras sobre

si e, mais tarde, as contracfes sincrénicas. Nessa etapa, ndo se detectam



17

células coronarianas, células do tecido conectivo ou neurdnios autdnomos.
Os constituintes desse coracao tubular séo trés tipos celulares: o endotélio
e 0s miocitos ventriculares e atriais. Com esses constituintes, o coracao

comeca a bater [18].

A morfogénese das dobras do coracdo acontece no estagio tubular
para adquirir o fendtipo das quatro camaras. Ocorre importante efeito na
determinacdo dextral da curvatura do 6rgao, refletindo uma regulagao
temporal durante o processo de formacdo do coracdo [19]. Os passos
seguintes sdo trabeculacdo, modulacdo da espessura das paredes das

camaras e das camadas musculares.

O coracéo € avascular até que a hiperplasia e a trabeculacdo levem
a sinalizacédo para a formacao de plexos capilares e sinusoides venosos. No
entanto, ndo se sabe de onde vém as células para formar essa rede
vascular, se da crista neural, se do mesénquima ou, ainda, de ambos os
tecidos. O fato é que a idéia mais aceita € a de que ocorre grau variado de
heterogénese em resposta a varias citocinas que induzem a formacao dos
vasos coronarianos e, quando esta rede vascular estiver estabelecida e
ancorada na aorta, células progenitoras da camada muscular lisa migram,
de forma intracardiaca, através dos canais endoteliais, e passam a se

diferenciar em vasos espiralados [20].

Na formacdo do sistema de conducdo cardiaco, s8o necessarios
quatro subcomponentes: o nodo sinoatrial, o nodo atrioventricular, o feixe
atrioventricular e as fibras de Purkinje. O local inicial de formagao desse
sistema de condugdo é a area conhecida como anel primitivo, na juncado
atrioventricular que contém os precursores celulares, que sao oriundos da
crista neural e de midcitos especializados, os quais exibem diferencas
anatbmicas, tais como reduzidas miofibrilas e grande acumulo de
glicogénio [21]. Além disso, tem-se uma expressao génica Unica, com
achado de genes s6 descritos no sistema nervoso, ou seja, como genes

restritos a neurdbnios que expressam proteinas neurofilamentosas e
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glicoproteinas associadas ao cérebro. Portanto, ocorre uma co-expressao
de genes musculares e neuronais nesta etapa de formacdo do coragao
[22].

As células de conducdo tém um sistema unico de canais idnicos
para a atividade de marcapasso e conexinas unicas nas juncgdes do tipo
“gap” que retransmitem o potencial elétrico entre as células do sistema de
conducgao [23]. Os componentes proximais desse sistema de condugao séo
constituidos de ndé sinoatrial, n6é e feixe atrioventricular, provenientes da
crista neural. Mas uma pergunta ainda fica para ser respondida: o
mecanismo molecular envolvido na diferenciacdo de células contrateis
(iniciais) para condutoras (finais), como ocorre com as fibras de Purkinje,
que passam de células contrateis para condutoras. Esse fato ainda
necessita de investigacdo. Por outro lado, acredita-se que um fator in situ
faria essa ligacdo entre a rede central e a periférica, integrando todo o
sistema condutor [24]. Todas as etapas de formacdo do coracdo dos
mamiferos encontram-se representadas na ilustracdo da Figura 2, a seguir
[25].
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_ PLACA ES
PRE-CARDIACA
FASE E9
TUBULAR
FASE
3 CAMARAS E10
FASE_ E11-12
SEPTACAO
COMPLEXOS
QUATRO-CAMARAS E13
Figura 2 - Organogénese do coragdo, com o0s correspondentes periodos

embrionarios (E).
Fonte: HARVEY; ROSENTAHAL, 1999, p. 111.
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1.2 Mecanismo molecular envolvido na cardiogénese

s

O processo molecular envolvido na cardiogénese é complexo e
envolve diferentes vias sinalizadoras. Decifrar a complexidade das relacdes
de seqguéncia-estrutura-funcdo na cardiogénese é objeto de estudo que
exigirA avancos na biologia estrutural, protebmica e na tecnologia
computacional. Simodes-Costa et al. 2005 [26] afirmaram que a
organizacdo morfolégica do coracdo é direcionada pela funcéo fisiolégica
das vias de entrada e saida, sendo esse processo de cardiogénese
determinado pela acdo de genes que codificam o eixo antero-posterior do

coragao.

Nesse processo morfogenético, existem genes que expressam
fatores transcricionais, tais como: Proteina Morfogética Ossea (BMP), Fator
Amplificador de Midcitos (Mef2c), Receptor de Acido Retindico (RAR) e os
fatores transcricionais GATA-4, 5, 6 que sédo importantes para o coragao,
estando envolvidos na diferenciagdo e na diversificagdo celular [27].
Também o0s genes ditos seletores, como eHAND [28] e Hox [29],
controlam os genes subordinados a eles, chamados de realizadores como
por exemplo, Nkx2-5 [30] e Tbx2 [31] que possuem o coédigo direto da
funcado relativa a diferenciacdo celular nas varias linhagens que compdem,
por exemplo, os orgaos, inclusive o coracdo que se inicia como um vaso
muscular e vai se sofisticando com multiplas camaras, valvulas, septos,
endocardio, trabeculacdes, sistema de conducéo, circulagdo coronariana e
uma interface critica de lateralidade, requerendo uma complexa interagao

entre os tecidos.

O gene BMP 2, 4 esta envolvido diretamente na morfogénese
cardiaca, em especial nas fases primordiais, agindo como um sinalizador
presente na camada mesodérmica na distribuicdo das diversas linhagens
celulares que irdo compor o coracdo [32]. Assim, em camundongos

deletados para o gene bmp, seus embrides ndo formaram coracao [33].
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Este fato coloca em evidéncia que a acdo do BMP ocorre em uma fase
prévia a gastrulacdo e esses dados colocam-no como um gene fetal

mestre que age no inicio do processo de formacéo do coracao.

Os genes, como o mef2B e mef2C (fator amplificador de midcitos 2),
sdo expressos nas células pré-cardiacas [34]. Esses genes expressam
fatores de transcricdo que promovem a inducdo miogénica, ou seja, a
formacdo dos mioblastos que compreendera as trés linhagens celulares:
cardiaca, somatica e visceral. No coracdo de vertebrados, o mef2B e o
mef2C sao detectados ja na fase de vaso tubular. Durante o processo de
formacéo do coracdo a partir do mesoderma, diferentes amplificadores
agem de forma independente, interagindo com o gene D-mef-2 que é
constituido de 12 kilos bases de DNA. Esses diferentes fatores séo
comparaveis entre si, ttm em comum uma origem mesodermal e estao

envolvidos em especificacdo ou diferenciacdo do coracao [35, 36].

Quando o gene mef é ativado, age amplificando clones de quatro a
seis cardioblastos de forma segmentar. Embrides deletados para mef2
apresentam retardo do crescimento, efusdo pericardica, paredes
ventriculares finas, desorganizadas e dilatadas, com auséncia de
ventriculo direito e sinais de insuficiéncia cardiaca [37]. Nos vertebrados,
mef2 também produz proteinas contrateis, porém esta ndo € a Unica via
de produzi-las. Esse gene apresenta-se de maneira evolutiva conservadora

na cito-diferenciacao cardiaca.

Estudos com genes que expressam as seguintes proteinas C-RZF
[38], hFOG-2 [39], receptor de hormonio tiredideo [40] e FGF-1 e FGF-1A
[41] que utilizaram a estratégia de cultura de célula-tronco diferenciada
para cardidcitos apresentaram baixa expressdo ao longo do processo de
desenvolvimento embrionario e, em especial, na formacdo do coracéo.
Porém, demonstraram serem importantes em algum momento da
formacdo do coracdo. Acrescenta-se que outros estudos [42, 43]

descrevem genes que se mostraram importantes num determinado
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momento da citodiferenciacdo cardiaca como, por exemplo, no periodo
médio do desenvolvimento embrionario desse 6rgdo, em torno do E10,
que corresponde ao periodo de diferenciagdo entre as camaras atriais e
ventriculares e ao inicio do processo de septacédo longitudinal, ou seja, da
montagem do septo interatrial, mostraram maior expressao de suas
proteinas, tais como miosina de cadeia leve (MLC-2) [42] e o fator
transformante de crescimento (TGF) [43]. Esses achados reforcam a idéia
de marcador fetal ao longo do processo de cardiogénese e os candidatam
(MLC-2 e TGF) como marcadores dessa etapa especifica da formacéo do

coragao.

Na cardiogénese, um fator de transcricdo envolvido é o receptor de
acido retindico. Foi demonstrado que a privacdo do acido retindico no
inicio da embriogénese, levou ao aparecimento de alteragcdes do
dobramento do coragcdo com conseqliente ma-formacdo dos septos atrio-
ventricular e interventricular, assim como da parede dos ventriculos [44].
Além disso, embrides expostos ao acido retindico apresentam também
anomalias cardiacas envolvendo as vias de saida e entrada, tendo agao no
momento do dobramento do coracdo para a formacdo das camaras
cardiacas, das valvas atrioventriculares e do septo interventricular [44].
Evidéncias acumuladas, apontam para que o acido retindico exerca um
papel de sinalizador da citodiferenciagcdo das diversas linhagens celulares

que compdem a arquimorfologia cardiaca [46, 47]

E interessante comentar sobre outra proteina envolvida na
transcricdo, a da familia GATA. Os genes que expressam GATA sao
detectados durante todo o processo de maturacao do endoderma cardiaco,
porém ndo se mostram ser especificos como precursores cardiacos e
foram descritos estar presentes na organogénese de outros Orgaos.
Acredita-se que na formacdo do coracado ocorre de forma segmentar, com
populacdes distintas de progenitores para as diferentes camaras cardiacas,
envolvendo especificagdo para cada camara [48]. Os fatores

transcricionais de ligagcdo a sequéncia GATA agem como moduladores
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dessa especificidade, como elementos regulatorios diretos, por exemplo,
da morfologia de ventriculo direito [49] e em associacdo com outros
fatores transcricionais que agem como co-reguladores no acabamento

final do coracédo, dando a arquitetura Unica de cada regiao.

Um outro grupo de genes, como os da familia Sp (proteina
especifica) [50], estaria envolvido na especificacdo, sobrevivéncia e
crescimento das linhagens celulares no processo de organogénese, o qual
segue um padrao inicial segmentar para mais tarde surgir como estrutura

Unica.

Utilizando uma técnica de selecdo de genes que aumentam sua
expressdo durante a diferenciacdo de células-tronco em células cardiacas,
O grupo do Dr. Gary E. Lyons do Departamento de Anatomia da
Universidade de Wisconcin-Madison-USA identificou quatro genes que
poderiam estar envolvidos na diferenciacdo do coragdo, os genes 6ACS6,
6BD4, 8AB2 e 17BC4. Desses, somente o gene 6BD4 ja havia sido

identificado, sendo, até entdo, conhecido como Jumonji (jmj) [51].

Para investigar a importancia do gene 6BD4, este grupo estudou
camundongos com delecdo do gene jmj [52] e observou que esses
animais apresentavam defeito na formacgcado do septo ventricular e dupla
via de saida. O defeito de septo ventricular constitui uma comunicacédo
entre os ventriculos direito e esquerdo, com repercussdo hemodinamica
sugestiva de retencdo de liquido no terceiro espaco e alteracdo da
morfologia dos ventriculos, por exemplo, paredes finas. Quanto a dupla
via de saida € uma anomalia grave, caracterizada pela saida dos dois
vasos, aorta e pulmonar, do ventriulo direito. Nesse estudo, as alteracdes
cardiacas descritas foram dilatacdo importante de atrio direito e edema
presente na caixa toracica, sugerindo que esses animais evoluiam com
disfuncdo hemodinamica grave e quadro de insuficiéncia cardiaca
congestiva. Entretanto, essas alteracfes nédo foram suficientes para levar

ao obito fetal em todos os exemplares, tendo sido registrado o nascimento
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de animais portadores dessa delecdo. Esses resultados confirmaram que o

gene jmj tem papel importante na formacéo do coracéo [52].

Dois grupos europeus, um italiano [53] e outro finlandés [54],
publicaram posteriormente sobre um novo gene designado como rnf4,
RING finger 4 que coincidiu com o gene 6AC6, o qual tinha sido um dos
trés isolados pelo grupo americano do Dr. Gary E. Lyons que ainda nao
tinham, até aquele momento, sido identificados. Esse resultado sugere
que o rnf4 poderia ser um gene também importante na embriogénese

cardiaca.

1.3 Caracterizagéao das func¢des do gene rnf4

O gene rnf4, no mapa cromossdmico, encontra-se na posicdo do
gene humano no cromossomo 4 posi¢cdo 16.3, encontrando-se entre o
locus da doenga de Huntington e o gene do receptor 3 do fator de
crescimento de fibroblastos (fgf3). O gene tem, aproximadamente, 47 Kb
e apresenta 8 exons, tendo sido depositado no Gene Bank Data Library,
com numeros de acesso: U95/40 para ratos RNF4AcDNA, e U95/41 para
humanos RNF4cDNA [55]. A Figura 3 apresenta detalhes da estrutura do
gene rnf4 [53].
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RNF4: RING-FINGER GENE

= — N H .
chr 4 o ”X”a"“ﬂﬂu t.'n-)

1] 4p16.3
— - - —
— e - S
— -
— - =~ -
— - = Sy —
2
i)
a8
Cen T | T — T | 1 el
- 4500 4500 4000 3500 <3000 1500 1000 500 U kb
Il
1
(
Il
-— - - — ]
p— —
— — — — —
— -

——
o i 10 15 20 25 30 35 40 45, -ﬁ;ﬁ“'ﬁlﬁ-- 60
—

—

IT ITl RMF4 gene

Figura 3 - Estrutura e localizacdo do gene rnf4 no cromossomo humano. Mapa
fisico do cromossomo 4, na regido 4pl16.3 que contém o gene rnf4. A
posicao do loci D4S ¢ indicada e o tamanho em kilobases (kb) entre o
centrobmero (cen) e o teldbmero (tel). A posicdo do gene rnf4 é
apresentada. A organizacdo dos exon-intron é apresentada na parte
baixa da figura, 1, 2 e 8 sao exons codificados, 3, 4 e 6 sdo exons
nao-codificados, e 5 e 7 sdo introns. A seta acima do exon 1 indica o
sentido da transcricdo. Nao se encontra em escala.

Fonte: CHIARIOTTI et al., GENOMICS, 47:258-265, 1998.

O rnf4 ja foi localizado no cromossomo de camundongos e em outras
espécies, como Gallus gallus e Xenopus tropicalis [56]. Portanto, esse
gene demonstra ser bem conservado filogenicamente.

O gene humano rnf4 codifica uma proteina de 190 aminoacidos.
Essa proteina é constituida por uma seqiéncia conservada “"RING finger”
na porcado terminal carboxila e regido que orienta o direcionamento da
proteina para o nucleo, que na Figura 4, a seguir, € representada pelo box

amarelo. E expresso em baixos niveis na maioria dos tecidos humanos,
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tais como cérebro, figado, pulmé&o, rim, mandibula e no coracdo [51],
também é expresso e exibe maior expressdo nas células germinativas

testiculares [57].

Essa proteina é pertencente a familia “RING-zinc finger” que
significa “"Really Interesting New Gene”, cuja expressao varia durante a
organogénese, sendo reconhecido como fator de transcricdo RING finger 4
e também denominado SNURF que significa “small nuclear C(3)H(4)

finger”. A Figura 4 mostra a conformacdo espacial prevista, da regido

RING, para a proteina RNF4 pelos grupos de Chiariotti et al. (1998) [53] e
Moilanen et al. (1998) [54].

Figura 4 - Esquema estrutural do RNF4. A regiao NLS (Sequéncia Localizadora
Nuclear) em amarelo, a regido de interacdo com o receptor do
hérmonio androgénio (AR) em verde e a seqUéncia CzHC, que
identifica a regido “"RING zinc finger”, aqui representada pela area cor
résea que compreende do residuo 136 ao 180.

Fonte: MOILANEN et al., MOLECULAR AND CELL BIOLOGY, 18: 5128-5139, 1998.

As proteinas “Ring-zinc finger”, tais como MEF2C, BMP, RAR e
GATA4 também estdo envolvidas no desenvolvimento cardiovascular
embrionario. A familia de proteinas “"RING-finger” contém um segmento
comum que é caracterizado pela presenca de uma sequéncia especifica
rica em cisteina, contendo a sequéncia de trés cisteinas, uma histidina,

seguida de mais quatro cisteinas (C3HC4). Com essas caracteristicas, esta
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familia de proteinas liga-se diretamente ao DNA e funciona como fatores
reguladores transcricionais, tanto positivo quanto negativo [58]. A Figura
5 mostra a configuracdo estrutural terciaria da regido RING finger que
constitui uma regiado especializada do tipo dedo de zinco, composta por 40
a 60 residuos que se ligam a dois atomos de zinco. Essa regiao parece
envolvida em mediar interagcbes proteina-proteina, sendo identificada

como sinalizadora de transducgao e desenvolvimento [59].

(b) COOH

Figura 5 - Configuracao terciaria da estrutura “"RING finger”. Em vermelho,
observa-se o grupo amino (-HzN) e, ligada ao grupo carboxila (-
COOH) identifica-se a regido dedo de zinco (setas vermelhas).
(a) Regiao onde se encontram as cisteinas nas posicdes 6 e 3 da
cadeia e as histidinas nas posi¢cdes 19 e 23 da cadeia, ligadas ao
atomo de zinco (bola laranja maior); (b) Dupla fita do gene ring
e sua correspondente proteina expressa RING.

Fonte: KLUG; CUMMMINGS, 2000, p. 440.

A presenca da proteina RNF4, tanto no nucleo quanto no citoplasma,
foi documentada por cromatografia por afinidade e imuno-histoquimica.
Esse achado sugere um envolvimento do RNF4 em carrear informacdes
entre o nucleo e o citoplasma [60]. A interacdo RNF4-DNA, in vitro,
demonstra que essa ligacdo € linear a dupla fita de DNA, sem aparente
especificidade de sequéncia, de maneira cooperativa, dependente do

tamanho de segmento de DNA utilizado. RNF4 interage eficazmente tanto
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com fragmentos condensados circulares quanto com juncdes DNA do tipo
quatro vias. A habilidade de ligacdo RNF4-DNA é associada a sua
capacidade de amplificar o processo de transcricdo a partir de promotores
contendo elementos do tipo boxe GC [61]. Portanto, RNF4 pode ligar-se

tanto a proteinas (fatores transcricionais) quanto direto com o DNA.

Uma das fungbes do RNF4 é a de agir como um co-ativador
transcricional esterdide, ligando-se ao DNA pela regidao promotora, através
de elementos responsivos ou boxes ricos em GC, tanto do receptor de
androgénio quanto de estrogénio [62]. Entretanto, RNF4 nao possui a
funcdo intrinseca de ativacdo transcricional e seu mecanismo molecular

como co-ativador ainda necessita ser elucidado.

E importante ressaltar que RNF4 também se liga a outras proteinas
como a SP1 (specific protein 1). As familias SP (1,2,3,4 e 5) séo fatores de
transcricdo protéicos que exibem na regido terminal carboxila a sequéncia
dominio do tipo dedo de zinco C(2)H(2) e participam da ligacdo ao DNA,
através das sequéncias de repeticOes diretas de GC [63]. Esse boxe GC
[64] é uma sequUéncia dominio de ligagdo ao DNA presente na regido
promotora de varios genes, inclusive o rnf4 [61]. Estudos com a familia SP
revelam que eles tém papel importante em numerosos eventos nos mais
diversos tecidos embrionarios, incluindo as fases de gastrulacdo e de
alongamento do eixo do embrido; na diferenciacdo do tubo neural, da
regido faringea e dos somitos; e na formacdo dos musculos esqueléticos
do corpo. Acredita-se que essas proteinas exercam um papel de
coordenadoras dessas alteracbes na maquinaria transcricional que sao
requeridas para gerar as diferentes linhagens de tecidos ao longo do

desenvolvimento do embrido [65].

Como um regulador de transcricdo, RNF4 também interage com
outras proteinas, entre elas a Goosecoid-like (Gscl) [66]. Gscl € um fator
de transcricdo com atividade supressiva, o qual é expresso durante a

embriogénese do cérebro e das gbnadas em embrides de camundongos,
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sendo expresso em tecidos derivados da fenda neural nos estagios
primordiais do desenvolvimento embrionario. Acredita-se que 0 mesmo
esteja envolvido na expressado da sindrome de DiGeorge e nas sindromes
denominadas de velocardiofacial, ou seja, o portador tem anormalidades
que incluem defeitos cardiacos na via de saida dos ventriculos, hipoplasia
ou aplasia de timo e glandula paratiredide, hipocalcemia e fendétipo facial
caracteristico. Todas essas desordens tém origem comum na
embriogénese, sendo derivadas das bolsas faringeas [67]. Essas
sindromes velocardiofaciais envolvem o segmento anterior do embrido, e
mutacdes nos genes implicados como causadores dessas disgenesias tém
sua acao temporal e espacial no processo de desenvolvimento do embridao

humano.

O gene stromelisin 1 expressa o fator de transcricdo SPBP que
também interage com a proteina “RING finger” RNF4 e ambas estdo
localizadas no nucleo. A proteina RNF4 promove, inicialmente, o acumulo
especifico de SPBP ligado ao DNA, agindo como um co-fator positivo

mediando a transativacao [68].

O gene que causa a Sindrome tricho-rino-falangeal, a qual se
caracteriza por alteracbes esqueléticas, escassa distribuicdo de cabelo no
couro cabeludo e dismorfismo facial em humanos expressa a proteina
TRPS1 que é um repressor do fator de transcricdo GATA-mediado. Quando
TRPS1 e RNF4 interagem, ocorre regulagcdo negativa da acdo do TRPS1.
Acredita-se que RNF4 iniba a funcao repressional de TRPS1, reafirmando
sua vocacao de comodulador, ora positiva ora negativamente agindo na
transcricdo e na funcéo dos produtos génicos, nao sendo capaz de ativar
diretamente o processo de transcrigdo. Este estudo demonstrou que RNF4
e GATA atuam sinergicamente, podendo este achado demonstrar o elo
entre GATA que regula a cardiogénese e RNF4 como modulador no

processo de embriogénese cardiaca [69].

Por outro lado, RNF4 interage negativamente com PATZ, a qual
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também possui em seu dominio de ligacdo ao DNA o atomo de zinco como
um dos componentes, porém com regidao de DBD denominada de gancho
("hook”™ AT e nao do tipo dedo de zinco [70]. Toda essa diversidade de
acao reforca que o mecanismo de acdo do RNF4 envolve multi-complexos,
podendo agir de forma sinérgica ou antagbnica, a depender de com quem
esteja interagindo em um determinado momento espacial. Assim, foi
demonstrado que o RNF4, apesar de um conhecido ativador transcricional,
pode mudar seu comportamento quando se interage com PATZ, que € um
repressor transcricional. Nesta situacéo, a hiperexpressdo de RNF4 com
PATZ potencializa a repressao da transcri¢cdo induzida por PATZ [70]. Com
esse achado, inicalmente, RNF4 havia sido cogitado como repressor
transcricional [70]. Mas, na publicacdo de Pero et al. 2002 [71] foi
demonstrado a acdo atenuante de RNF4 sobre PATZ, quando ocorria a
ligacdo PATZ-RNF4.

Os mecanismos envolvidos na modulagdo da diferenciacdo cardiaca
sdo pouco conhecidos. E possivel que o mRnf4 atue como um co-ativador
[72] ou regulador atenuante transcricional [73] essencial na regulagao de

genes, provavelmente a nivel nuclear [74].

Considerando a importancia da interacdo da proteina RNF4 com
proteinas implicadas na morfogénese cardiaca, e que o gene que codifica
foi isolado, junto com o gene jmj, como genes que estariam envolvidos na
diferenciacdo das células-tronco em células cardiacas [51], o Laboratério
de Anatomia do Prof. Dr. Gary E. Lyons da Universidade de Wisconsin,
Madison, USA optou por desenvolver camundongos com delecdo do gene
rnf4, e o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dele¢cdo do

rnf4 na cardiogénese e na mortalidade desses animais.



31

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a funcdo do gene rnf4 no desenvolvimento do coragéao,
através do uso de camundongos com delecdo desse gene, objetivando
descrever as alteracbes morfolégicas dos coracgbes, clinicas desses
embrides, e a mortalidade, em diferentes estagios do desenvolvimento

embrionario, peri- e pos-natal.

2.2. Especificos

Em embrides com delecao do rnf4

e Caracterizar as alteracbes morfolégicas de desenvolvimento dos

embrides homozigoticos deletados para rnf4 e seus fendétipos;

e Descrever achados anatdbmicos macroscopicos dos embrides

homozigodticos deletados para rnf4;

e Descrever os achados histoldgicos dos coragdes desses embrides

homozigoéticos deletados para rnf4.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratorio de Anatomia da Escola de
Medicina em Madison, Wisconsin, Estados Unidos da América, sob a
orientacdo do Dr. Gary E. Lyons. O protocolo de manuseio dos animais
utilizado foi analisado e aprovado pelo comité de ética da referida

Instituicao.

3.1 Materiais

Os primers foram feitos pela Integrated DNA Technologies, Inc.,
Coralville, 1A, USA, componentes utilizados no termo-ciclador: tampéo,
dNTPs, Taqg DNA polymerase em tampéao de estoque tipo B, marcador
molecular de 100 pares de bases, todos esses produtos fornecidos por
Promega, Madison, WI, USA. Proteinase k, agarose, TAE, tampdo de
correr, brometo de etidio, marcador molecular de DNA, todos adquiridos
da Sigma-Aldrich Coorporation, St Louis, MO, USA. Solugcdo de
precipitacdo de proteina adquirida da Gentra System, Research Triangle
Park, NC, USA. Solucao de lise genémica foi adquirida da BD Biosciences
Clontech, Palo Alto, CA, USA. EDTA, eosina, formaldeido, isopropanol,
adquiridos de Ricca Chemical Company, Arlington, TX, USA. Suportes,
tubos coénicos, ultra tubos, ponteiras foram utilizados da Nalgene,
Rochester, NY, USA. Parafina, etanol e TE adquiridos da BioLabs, Bervely,
MA, USA. Detergente de laboratério DRI-CLEAN adquiridos de Decon Labs,
Inc., King of Prussia, PA, USA. Sulfato de potasio crobmio e gelatina G7-
500, adquiridos da Fischer Scientific Co, Pittsburgh, PA, USA. Racéo

standart fornecido por Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA.
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3.2 Animais rnf4 deletados

A delecdo do gene rnf4 foi realizada a partir da insercdo de
sequéncia denominada de ROSA p-geo, expressando a enzima
galactosidade, pela técnica de retrovirus. Essa insercdo foi no segmento
ajuzante do sitio de iniciagdo que resultou na reposicdo de toda a
sequéncia rnf4, exceto pelos 23 primeiros aminoacidos. A técnica foi
baseada no descrito por Baker et al., 1997 [51], e realizada no Servico de
Animais Transgénicos da Faculdade de Veteriniria da UW-Madison onde
foram gerados os animais quiméricos a partir do cultivo em células
primordiais, de mutante alelo de rnf4 associado a um gene repdrter da
enzima [-galactosidase que gerou uma cultura quimérica, sendo
selecionados s6 os clones que mantinham a atividade lacZ. Essas culturas
de células-tronco mutantes alelo do rnf4 foram inseridas na fase de
blastocistos em camundongas gravidas, tanto da linhagem BALBc, com
pelagem branca, quanto da linhagem C57BI6, de pelagem preta. Essas
duas linhagens foram trabalhadas em paralelo. As proles de camundongos
portadores nasceram, cresceram e, quando adultas, foram aptas a cruzar
com camundongos BALBc e C57BI6 selvagens, a fim de aumentar o
numero de portadores, conforme esquema simplificado da construcdo das
sondas A com o sinalizador (lacZz) e B com o selecionador (gene da

resisténcia ao antibiotico ampicilina) na Figura 6.



Alelo selvagem

Exon 1 Sonda B Exon 2
Sonda A 1Kb
-

Alelo com insergao

Exon 1 Rosa fi-geo Exon 2

lacz Amp SondaB

Sonda A
< 0,5Kb >4 0,3Kb >

Figura 6 - Esquema representando a regido 3’ do rnf4 lucus. O vetor
construido (lacZ + sonda B + Amp) foi inserido entre o primeiro e
o segundo exon. Amp - gene de resisténcia ao antibiodtico
ampicilina; lacZ - gene repoérter da enzima galactosidase.

Fonte: LEE et al. 2000. Adaptado.

Os animais portadores da delecédo do rnf4 ao longo da conducao do
experimento, tanto BALBc quanto C57BI6, foram mantidos em separado e
conduzidos em pararelo em todos os procedimentos a seguir. Eles ficaram
em caixas estéreis, com serragem forrando o fundo da caixa, alimentados
com racgao standart, fornecimento de agua destilada em recipiente estéril,
regime de luz artificial dia e noite, sistema de controle da temperatura
ambiente, para que a mesma fosse mantida a 25°C e sistema de filtracéo
de ar. As caixas de acondicionamento dos animais seguiam um protocolo
do proprio servico do Centro de Animais com trocas semanais completas,
vigilancia sanitaria por veterinarios do proéprio servigo. Colocacdo em cada
estante de acondicionamento dos animais, de uma caixa teste com
animais do proprio servico do Centro de Animais para rastreamento de
virus, bactérias e fungos patégenos proprios dos camundongos. Esses
camundongos tinham identificagcdo propria e manuseio sO por pessoas

autorizadas do Centro de Animais da UW/Madison.

Em cada caixa, foram acondicionados até quatro animais do mesmo
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sexo. Quando adultos, os animais foram separados em casais para
cruzamento e antes do nascimento da ninhada, o macho era retirado da
caixa. A genitora foi alojada com os filhotes até o vigéssimo primeiro dia
de vida deles, quando foi realizada a coleta da ponta da cauda para a
extracdo do DNA, para a classificagdo do camundongo como portador (+/-

da delecéo do rnf4 ou controle (+/+).

Os filhotes foram também marcados com furos na orelha para
facilitar a identificacdo dos mesmos. Na seguinte ordem: uma perfuracdo
na orelha direita e este camundongo foi identificado como o nimero um
da prole. O camundongo seguinte fazia duas puncdes a direita e recebia a
designacdo de segundo até fazer trés puncdes na orelha direita,
correspondendo ao terceiro camundongo da prole. Depois, iniciava-se com
a marcacao dos filhotes da mesma prole correspondente a perfuracdo da
orelha esquerda. Com isso, sabia-se identificar naquela prole quais eram
os portadores e separa-los. Quando muitos foram classificados como
selvagens, procedia-se a repeticdo das amostras para recertificacdo, assim
como dos genitores. Quando ocorriam animais em excesso, procedia-se ao
processo de eutanasia com exposicdo em caixa fechada ao mondxido de

carbono.

Baseado em genética experimental animal, nas primeiras geracdes
descendentes F1 foram desenhadas linhas de endocruzamentos entre os
camundongos das duas linhagens trabalhadas. No primeiro cruzamento,
animais portadores (+/-) C57BI6 foram cruzados com os da linhagem
8AB2/mRNF4, pertencentes ao Laboratorio de Pesquisa Animal da
Universidade de Wisconsin, onde foram gerados portadores (+/-) e
selvagens (+/+). Esses portadores C57BI6 foram cruzados com (+/+)
C57BI6, por cruzamentos mae-filho da primeira até a nona geragao, para
aumento da prole heterozigoética. Foi feito o mesmo procedimento com o0s
animais portadores (+/-) BALBc. Foram cruzados também pela primeira
vez com a linhagem 8AB2/mRNF4, sendo gerados portadores e selvagens.

Esses portadores foram cruzados com controle (+/+) da linhagem C57BI6,
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por cruzamentos maéae-filho da primeira até a quarta geracdo, para
aumento da prole heterozigdtica. Todos os animais portadores foram
repicados em caixas com quatro animais cada, obtendo-se um grande
namero de heterozigotos das duas linhagens. O excesso de homogizotos

fémeas e os animais nao-viaveis foram submetidos a eutanasia.

Nessa fase do projeto, foram iniciados o0s acasalamentos entre
heterozigotos das duas linhagens. Antes, porém, os dados da genotipagem
foram novamente revistos e os cruzamentos +/- com +/- iniciados da
décima (C57 x LBB) até a décima quarta (LHH x LGG) geragdo para 0s
animais C57Bl6 e da quinta (BALBc x BVII.8) a oitava (BXIV.13 x
BXI11.19) geracdo dos BALBc. Com esses cruzamentos dos portadores,
foram obtidos os homozigotos recessivos (-/-). As siglas LBB, LHH, LGG,
BVIIL.8, BXIV.13 e BXII1.19 sédo usadas pelo Dr. Lyons para acompanhar os

endocruzamentos das duas linhagens de camundongos.

Nessa segunda fase, foram gerados os descendentes F2 pelos
cruzamentos das duas linhagens de camundongos heterozigotos, em
paralelo, tendo como finalidade a obtencdo de embrides homozigotos
deletados para o gene rnf4. Nesse processo, foi marcada a data do
acasalamento e as fémeas foram seguidas, diariamente, em busca de
sinais de gestacdo, desde hipersecrecdo estrogénica em vagina até
aumento do volume abdominal. O acompanhamento da gestacgéo foi feito
por monitoramento com exame clinico diario. Com essa estratégia, foram
definidas as datas dos sacrificios das gestantes para a coleta dos embrides
com tempo de desenvolvimento embrionario pré-estabelecido de E11 a
E17 porque dissecagdes precoces, como E9, E9.5 e E10, ndo exibiam
alteracbes e o0s embrides mostravam-se adequados para a idade
gestacional. Durante a conducao do trabalho, por ter ocorrido nascimento
de exemplares homozigotos deletados rnf4 (C57BI6), foi decidido que
seriam conduzidos ao longo de toda a gestagcdo, sendo deixados nascer as
proles e genotipados com menos de um dia de vida, e até completarem 21

dias de vida, para ambas as linhagens estudadas, visando avaliar a
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viabilidade. Com essa estratégia, objetivava-se avaliar a viabilidade desse

concepto deletado para o gene rnf4.

O heredograma da Figura 7 ilustra a producdo de homozigotos
autossébmicos recessivos pelo efeito dos endocruzamentos para
averiguacao dos mutantes rnf4 e sua repercussao no coragao, investigado
neste estudo [75].
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Figura 7 - Heredograma caracteristico de heranca autossémica recessiva. Fase
I cruzamento de portador com selvagem. Fase Il geracdo de

portadores por endocruzamento com selvagens. Fase Il cruzamento
entre portadores por endocruzamentos. Fase IV geracdo de
recessivo negativo.

Fonte: THOMPSON; THOMPSON, 1993. Adaptado.



38

3.3 Genotipagem

No procedimento de genotipagem das ninhadas, foi necesséaria a
obtencdo de sequéncia intrGnica do vetor inserido, a partir de sequéncia
previamente conhecida do pedago do gene lac-Z, desde que essa insergao
tenha mais um carater randémico do que de um evento-alvo. Portanto, o
programa de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)-inversa foi utilizado,
obtendo-se uma sequéncia da regido 3~ sitio do vetor de insercdo, ou
seja, que continha o sitio codante iniciador e o sitio -geo. A partir de DNA
gendmico proveniente de tecido de animal heterozigoto, o qual foi digerido
com a enzima Eco R1, ligacdo e amplificacdo com sequéncias iniciadoras
provenientes de cassete de ampicilina e do gene inserido. Com esses
componentes, foi rodado um programa de PCR. O produto resultante foi
um fragmento Unico de 367 pares de bases, designado de sonda B. A
sonda A foi conseguida através do uso da técnica de 5 RACE, com

obtencéao de fragmento de 512 pares de bases.

Todo o protocolo de extragcdo de DNA foi conduzido segundo Gentra
Systems Isolation Kits, modificado por Lee et al. 2000 [52]. Inicialmente,
amostras seja do tecido da ponta da cauda para identificar portadores seja
da membrana amnidtica para identificar recessivos negativos foram
coletadas, colocadas em tubos Eppendorff (1.5 ml) em 600 ul de Solugao
de Lise Genémica (TRIS- HCI pH 8.0 (200 ul) + 4 M NaCl (375 ul) + 0.5 M
EDTA (2 ml) + 10% SDS (1 ml) + completa com milliQH,O (6.42 ml)),
mais 3 pul Proteinase K (20mg/ml), seguido de vortex por 30 segundos.

Esta solucéao foi incubada por uma noite em banho-maria a 55°C.

No dia seguinte, procedeu-se a precipitacdo do DNA. Para isso, as
amostras foram retiradas do banho-maria, vortexadas por 30 segundos e
em seguida, foram adicionados 300 ul de Solugcdo de Precipitagcdo de
Proteina em cada amostra, seguido de vortex por 30 segundos. Logo apés,

as amostras foram centrifugadas (14 g/3 min) para obtencdo do “pellet”
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de precipitado de restos celulares no tubo. O DNA a ser analisado,
presente no sobrenadante, foi transferido para um novo conjunto de tubos
Eppendorf 1.5. Em seguida, a fase de desidratacédo foi iniciada com o uso
do protocolo de gradiente alcool. Primeiro, foi usado isopropanol a 100%
(600 ul), inversdo gentil de cada tubo por 20 vezes, seguida de
centrifugacédo (14 g/5 min). O sobrenadante foi descartado em um Beaker
e no tubo ficava o DNA condensado. Segundo, etanol a 70% (600 pnl) foi
acrescentado, inversao gentil de cada tubo por 20 vezes, seguida de
centrifugacado (14 g/5 min). Novamente, o sobrenadante foi desprezado no
Beaker e as amostras foram colocadas para secar na capela de fluxo
laminar por 15 minutos. A fase de reidratagdo iniciava-se com a
ressuspensdo das amostras com o uso de tampao TE pH 8.0 (200 ul) e,
por fim, elas foram deixadas a temperatura ambiente (25°C) por mais

uma noite na bancada do laboratorio.

No terceiro dia, a amplificagdo do DNA foi feita através da técnica
utilizando aparelho termociclador. A solucédo foi preparada em tubo
Eppendorff 0.5 ml adequadamente para uso em termociclador e tinha os
constituintes a seguir: Tampao com MgCl, (2.5 ul) + 2nM dNTPs (2.5 ul) +
Primer 5" em aliquotas de 20nM {CCAGTCGAAAGTGGTCACTATTC} (1 ul) +
Primer 3’ em aliquotas de 20nM {AATGGCACCCATAGCTTTAGTAC} (1 ul),
acrescido do gene inserido (U3D 5 em aliguotas de 20nM

{TTCGCTTCTCGCTTCTGITC-3'} (1 ul), mais 13.8 pul de agua milliQ, em um

sub-total de 21.8 pl. Seguido de vortex por 30 segundos de cada tubo.
Adicionavam-se 3 ul de DNA coletado + 30 pul de Oleo para Reacdo em
Cadeia de Polimerase. Os mixes foram submetidos ao seguinte programa
de PCR (reacéo em cadeia de polymerase). Fase |: cinco minutos a 94°C.
Nesse intervalo de tempo, (0.2 ul) da enzima (Termus aquaticus) Tag DNA
polymerase estocada em tamp&o B (Promega, Madison,WI,USA) foi
adicionada para dar continuidade com a segunda fase do programa no
termociclador: 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 90 segundos a 62°C e 90

segundos a 72°C e, finalmente, de oito minutos a 72°C. Todo esse
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processo durava cerca de 2 horas e meia.

Nesse mesmo dia, o gel de agarose a 1.5% foi preparado com 1.2
grama de agarose, diluido em 80 ml de 1 X TAE, levando-se ao
microondas por 2 minutos, seguido de imersdo do recipiente em banho-
maria a 37°C para resfriamento por 2 a 3 minutos. Essa solucédo foi
derramada em um aparato do tipo submarino com um pente na borda.
Quando a polimerizacdo do gel foi concluida, o pente foi retirado e o
aparelho era preenchidocom solucdo 1 X TAE até todo o gel encontrar-se
submerso. A cada amostra, foram acrescentados 2.5 ul de marcador de
correr bromofenol azul e, com pipeta, foram preenchidas as covas com as
amostras. Assim como 3 ul de marcador molecular de DNA de 100 pares
de bases foram aplicados e colocados para correr o gel imerso em 1 X
TAE, com voltagem constante de 109 volts por uma hora, tempo este em
que as amostras corriam 2/3 do tamanho do gel e o sistema foi desligado.
O gel de agarose foi retirado desse aparato e colocado em recepiente com
solugcdo de brometo de etideo na concentracdo de 1ug/ml, em bandeja
movel com rotacdo lenta por cinco minutos, seguidos de mais cinco
minutos de rinse do gel em agua milliQ. O gel foi fotografado em camera
escura, com raio ultravioleta, para visualizacdo das bandas de DNA, com

protecdo pessoal através de artefatos de barreira.

Com as fotos, a classificacdo das amostras foi feita, produzindo as
Tabelas 1, para a linhagem C57Bl6, e 2, para a linhagem BALBc de
camundongos com suas respectivas fases do desenvolvimento embrionario
de E11 até 21 dias da data de nascimento, numero total de embrides por
fase, genotipagens de seus respectivos sacos amnioticos e as anotacdes

das observacOes do fendbmeno de reabsorcdo em cada ninhada.



Tabela 1. Genotipagem de progenes C57BI6.

N° de embribdes Ne° de
L - Total ) .
Estagio embrides genotipagem Rnf4 embrides
+/+ | —+/- | -/ - reabsorvidos=

E11 29 17 11 0] 1
E12 85 17 50 15 3
E13 39 16 18 2 3
E14 28 6 17 3 2
E15 41 7 23 6 5
E16 54 17 31 2 4
E1l7 47 20 21 3 3
PO.5 29 14 12 3 0]
P21 50 36 14 0] 0
F2 402 150 197 34 21

E Dias de desenvolvimento embrionario.
P indica dias p6s-natal.

= Necrose

FONTE: Dados coletados pela autora.
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Tabela 2. Genotipagem de progenes BALBc.

embrides reabsorvidos=
+/+ \ +/- | -/ -
El11 151 39 81 7 24
E12 66 15 32 5 14
E13 38 13 20 2 3
E14 41 12 17 2 10
E15 21 6 8 0 7
El6 29 9 10 2 8
E17 24 5 11 0 8
PO.5 19 8 11 0 0
P21 34 21 13 0 0
F2 423 128 203 18 74

E Dias de desenvolvimento embrionario.
P indica dias p6s-natal.

= Necrose

FONTE: Dados coletados pela autora.
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3.4 Dissecacgao dos embrides

Os embrides de camundongos fémeas em gestacdo F2 foram
dissecados e a amostra do saco amniotico do lado contrario a insergcéo da
placenta no tecido uterino materno foi coletada para genotipagem, como
descrito anteriormente. Com essa estratégia, procurou-se evitar o contato
da amostra com o tecido materno na determinacdo da genotipagem. O
sacrificio das camundongas gravidas foi realizado por deslocamento
cervical, procedimento este aceitavel pelo comité de defesa dos animais
de laboratorio, seguido da abertura por incissura transversal de abdémen.
O dJatero foi retirado sob microscopio O6ptico, seguido da cirurgia de
abertura do utero e extracdo dos embrides. Um a um foi dissecado,
descritos os achados macroscopicos, mantidos em recipientes (placa de
petri), com 1X PBS gelado. Cada embrido foi colocado em tubos conicos de
10 ml, com paraformaldeido a 4%, preparado no dia, imerso em conteiner
com gelo até o término de toda a cirurgia. Nesse momento, foi preenchida
uma ficha individual para cada embrido e anotadas observacoes
morfolégicas dos mesmos, baseadas em Rugh, 1990 [76]. Finalmente, os
embrides ficavam por doze a dezesseis horas na camera a 4°C, nos tubos
conicos, com paraformaldeido a 4% em bandejas rotatérias. No dia
seguinte, os embrides foram lavados por trés vezes com 1X PBS por cinco
minutos em bandeja rotatéria em ar ambiente e os exemplares foram
estocados em geladeira a 4 °C, aguardando os resultados da

genotipagem.

Com a resposta da genotipagem, foram descartados os embrifes
heterozigotos. Os homozigotos deletados para rnf4 em uma ninhada foram
preservados a 4°C, assim como o0s embrides selvagens daguela mesma
ninhada, sendo designados de controle para comparagdo com os embrides
homozigotos deletados para rnf4. Anotacbes de achados de anatomia

macroscopica foram feitas e dos niumeros de reabsorvidos por ninhada.
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Os embrides homozigoticos deletados para rnf4 e seu respectivo
controle selvagem em cada estagio do desenvolvimento embrionario foram
incluidos em parafina e seguiam o0 seguinte protocolo: os embrides nos
tubos coénicos foram lavados com 50 ml por 30 minutos em bandeja
rotatoria, com cada uma das seguintes solu¢gbes e nesta sequéncia: 1X
PBS, 1X solucéo salina, 1:1 solucao salina: 95% de etanol, 95% de etanol,
70% de etanol por 2 vezes, 85% de etanol, 95% de etanol e, finalmente,
100% de etanol por duas vezes. Essa etapa foi conduzida em fluxo
laminar e os residuos, desprezados na pia. A lavagem dos exemplares foi
continuada com 50 ml de xileno por duas vezes, em bandeja rotatoéria,
desprezando em recipiente proprio de descarte de material inflamavel,
observando todas as normas de precaucdo que regiam o laboratorio.
Nesta fase, um forno a vacuo a 60°C foi utilizado para as lavagens do
embrido, sendo transferidos para forma de plastico. A primeira lavagem
com 50ml total da solugcdo 1:1 de xyleno (25ml): parafina (25ml) por 45
minutos, seguida de duas lavagens de 20 minutos cada, com 30 ml de
parafina. Na parafinagcado, foi utilizada a Panplast plus purified paraffin que
contém parafina purificada e dimetil sulfoside (DMSO), sendo este ultimo
um polimero plastico de peso molecular regular que tem como finalidade
facilitar a rapida infiltracdo no tecido. Neste momento, o embrido foi
posicionado no recipiente com o corpo em posicao longitudinal, estando o
cranio tocando o fundo do recipiente do molde plastico, com a finalidade

de obter cortes do torax em posicdo transversal.

Neste ponto do processo, as amostras foram para o corte e obtencao
das laminas histolégicas. Os moldes de parafina foram cortados por
micrétomo, com corte de espessura de 0,7 micron. Os cortes histolégicos
determinados para serem corados e lidos foram os que se encontravam
desde o inicio da base do coracdo até seu apice e foram aqueles
designados como os obrigatorios, ou seja, as laminas do plano transverso

das quatro camaras cardiacas.

Essas laminas foram submetidas a um preparo especial antes de



serem utilizadas. O rack de metal com conjunto de 50 laminas foi
mergulhado em agua quente com detergente DRI-CLEAN por 20 minutos.
Em seguida, as laminas foram lavadas em agua quente corrente por uma
hora. Depois, por trés vezes, foram lavadas com agua destilada e
colocadas para secar no forno a 60°C. Neste etapa do procedimento, 200
ml da solucdo 4% paraformaldeido-PBS foram preparados (10 g de
paraformaldeido + 25 ml de 10 X PBS + 15 ul de 10N de NaOH, e o
restante completava-se com agua destilada), seguido de elevagcao da
temperatura até 65°C. Depois, com papel Whatman (#1, 24 cm) para
remover material ndo-dissolvido foi a solucdo filtrada. Novamente, o
volume final da solucdo foi completado com 200 ml de agua destilada. A
esta solucédo, foram acrescentados 2 g de gelatina G7-500 e 0.1 g de
sulfato de potasio cromo. Essa solucdo foi resfriada para 35°C, e o rack
com as laminas foram submergidas nesta solucdo por cinco minutos/2X.

Depois disso, o rack foi para a estufa (37°C) para secagem por uma noite.

As laminas selecionadas no microscopio optico pelo critério citado
foram submetidas ao processo de coloracdo pelos corantes hematoxilina e
eosina. A coloragdo constituia a passagem do rack com o set das laminas
de tecido pelas seguintes fases: desparafinagdo com xilol, hidratacdo com
um gradiente de alcool desde absoluto, 90%, 80%, 70%, até agua
destilada, seguida da coloragdo pela hematoxilina, dgua destilada, eosina,
agua aceética, passando para a fase de desidratacdo com o gradiente de
alcool inverso, e finalizando com a fase de clarificagdo com xilol. O set de
lAminas permanecia no fluxo laminar para secagem. A analise histoldgica
foi conduzida no microscopio optico no proprio Departamento de Anatomia
da Escola de Medicina em Madison, Wisconsin, Estados Unidos. Para isso,
foram realizadas fotos e anotac¢des histologicas detalhadas das estruturas

morfologicas cardiovasculares desses embrides.

Durante a conducdo desse experimento, foi estabelecido o minimo
de trés repeticbes para cada idade gestacional, em paralelo, nas duas

linhagens estudadas. Esses casos foram rotulados como genotipagem



45

indeterminada, mesmo depois de proceder, no minimo, a quatro tentativas
por amostra, inclusive com diluicdes do DNA da amostra em questdo, com
varias quantidades (1pul, 3ul, 6ul, 9ul). Procedeu-se também a repeticéo
das amostras que, na foto do gel de agarose, levantasse duvida ou que o
resultado da genotipagem nao foi o esperado, repetindo-se as amostras
de DNA dos genitores das fémeas portadoras do membro da ninhada em
questdo. Todos esses cuidados foram tomados para que os dados obtidos

fossem confiaveis.
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4 RESULTADOS
4.1 Genotipagem

As reacOes de cadeia de polimerase conduzidas nos segmentos de
DNA, extraidos para amplificacdo do gene do rnf4, confirmaram o que se
esperava dos animais com delecdo, heterozigotos e do tipo selvagem.
Como se observa na Figura 8, nos animais selvagens (+/+), a
amplificacdo do gene rnf4 gerou um produto de 512 pares de bases. Ja os
camundongos com delecdo do rnf4 apresentaram um produto do PCR
menor, equivalente a 367 pares de bases, e 0s animais heterozigotos

apresentavam os dois produtos, frutos do alelo normal e do deletado.

+ /+ +/— —[—

pb
512
367

Figura 8 = PCR de amplificacdo do rnf4. Os animais selvagens (+/+)
apresentam uma banda de 512 pares de bases. Os animais
com delecédo do rnf4 apresentam uma banda equivalente de
367 pares de bases e 0s animais heterozigotos apresentam
duas bandas correspondentes aos alelos normal e deletado.
Foi utilizado gel de agarose 1.5%.

FONTE: 318 SMI, 2002. [77].



47

Essa analise genotipica foi utilizada para compor os dados das
Tabelas 1 (C57BI6) e 2 (BALBc) que foram coletadas a partir da fase do
desenvolvimento de onze dias de vida porque nos estagios precoces desse
processo de desenvolvimento, chamado de gastrulacdo, que corresponde
ao periodo de oito a dez dias de desenvolvimento embrionario, os
embrides tanto C57BI6 quanto BALBc n&o exibiam sinais de mutacgao, e os
fetos tinham desenvolvimento compativel com os heterozigotos e os
selvagens, sendo essas faixas etarias excluidas da analise. Os primeiros
animais com delecdo do rnf4 apareceram somente a partir do 11° dia de

desenvolvimento embrionéario.

Os dados da Tabela 1 apresentam os camundongos da linhagem
C57BI6 com numero elevado de 39% (150/381) de embrifes selvagens
(+/+) e menor valor de 8,35% (34/381) de embrides com delecdo (-/-).
Esses numeros nédo correspondem as propor¢des do conceito de heranca
mendeliana de 1, 2, 1 para os respectivos homozigotos dominantes e
homozigotos recessivos. A distribuicio que mais se aproximou da
mendeliana foi o valor total observado nos animais heterozigotos que foi
de 52% (197/381). Quando se analisa por fases, pode-se afirmar que nao
foi observada heranca mendeliana no P21. Observou-se também que nos
E12, E14 e E15 foram dados que se aproximaram das proporcdes da
heranca mendeliana, e as fases E16, E17 e P0O.5 encontram-se mais
discordantes da probabilidade de ocorréncia desse padrédo hereditario. O

ndmero de reabsorvidos detectados em todos os estagios foi de 21.

Além disso, na andlise da Tabela 1, foi observado que, dos 34
embrides que apresentavam delecdo do gene rnf4, 17 deles encontravam-
se nas fases E12 e E13, periodo correspondente ao fechamento do septo
interventricular. Com o objetivo de investigar os efeitos da delecdo do rnf4
na viabilidade dos animais, um grupo de camundongos foi acompanhado
até o final da gestacéao, logo apds o nascimento, com menos de um dia de
vida e com 21 dias de vida. Como foi observado, somente 3/34

camundongos C57BI6 com delecao do gene rnf4 nasceram. No entanto, os



48

mesmos foram encontrados mortos com a genitora na caixa que continha
somente 0s restos dos corpos dos embrides. Mesmo assim, foi feita a
genotipagem desse material e obteve-se o resultado (-/-), o qual foi re-
checado por trés vezes para confirmacdo, sendo seus genitores
confirmados como heterozigotos. Por outro lado, nenhum animal com 21

dias de vida foi classificado de (-/-) dos 50 analisados.

A analise dos embrides BALBc, na Tabela 2, também obedeceu a
mesma regra de estagios, de onze até dezessete dias embrionarios,
menos de um dia de vida e com vinte e um dias de vida, todos de segunda
geracdo (F2). Entretanto, no estudo da viabilidade P0.5 e P21, nao foi
observado nenhum exemplar classificado como (-/-). Foram coletados 423
embrides, sendo que 74 deles foram identificados como reabsorvidos, ou
seja, em processo de necrose. Do restante (349 embrides), observou-se
que 128 embrides (37%) foram classificados como selvagens (+/+), 203
(58%) como heterozigotos (+/-) e 18 deles (5%) com delecao total (-/-).
Os dados dos estagios de E15 a E17 foram significativamente proximos
dos numeros da heranca mendeliana de 1:2:1. Porém, com 0s animais
deixados nascer (P0O.5) e com os de até 21 dias de vidas, os resultados de
suas genotipagens foram divergentes, confrontados com a heranca

mendeliana.

4.2 Analise dos embrides rnf4 deletados

Os mRnf4 heterozigotos apresentaram-se normais e reproduziram-
se, sendo compativeis com o desenvolvimento das outras linhagens de
camundongos. Tanto heterozigotos quanto selvagens foram mantidos no
mesmo regime de protocolo descrito anteriormente. A Figura 9 mostra
exemplos da evolugcdo embriologica normal de camundongos selvagens
(+/+) e portadores (+/-) BALBc. Com relacdo aos C57BI6, também foram
encontrados o mesmo alinhamento do desenvolvimento embrioldgico e

seus respectivos fendtipos em cada estagio.
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Figura 9 - Fotos de embrifes de camundongos controle e portadores. Plano
lateral, vista longitudinal. BALBc (+/+) e (+/-) com 11, 14 e 17
dias de desenvolvimento embrionario, com desenvolvimento
adequado linear para cada estagio e viaveis. Magnitudes 20, 10
e 6,5 respectivamente. Sem escala.

Fonte: Material fotografado pela autora.

Como foi observado anteriormente, os embrides com delecao total
do rnf4 morreram durante a embriogénese e no periodo neonatal, e a
analise anatomo-patoldgica mostrou que tanto os animais C57BI6 quanto
0s BALBc apresentaram um retardo acentuado do crescimento (Figura 10).
Os embrides -/- apresentaram sinais de congestdo e retencado de liquidos

no terceiro espaco, ou seja, com quadro compativel de faléncia cardiaca.
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Também foram descritos exemplares com disturbios hematoldgicos, tais
como sufusdes hemorragicas reportadas em ambas as linhagens e
retencdo de sangue na periferia. O numero de reabsor¢cdes nos animais
BALBc foi acima da meédia para gestacdes de camundongos hao-
transgénicos que é de dois de acordo com a literatura [76]. Foram
reportados, em média, trés reabsor¢cdes por ninhada, tendo ocorrido em
17 das 55 ninhadas analisadas. Para os C57BI6, a ocorréncia foi abaixo do
esperado, sendo observada uma reabsorcdo por ninhada em 14 ninhadas
das também 55 ninhadas estudadas, ressaltando-se que nao foi observada
nenhuma ninhada com 3 ou mais reabsor¢des/ninhada entre os C57BI6.
No total, nas duas linhagens (BALBc e C57BI6), foram coletados 825
embrides, provenientes de 110 ninhadas, com meédia de sete
embrides/ninhada. A média para camundongos nao-modificados
geneticamente é de oito conceptos por ninhada, acrescidos das duas
reabsorcbes, em um total de dez [76]. Alteragbes macroscopicas
anatébmicas, como palidez, edema, pequeno para idade gestacional,
alteracdes hemorragicas, como ja descritas, e mutagfes aberrantes, como
anencefalia, foram registradas em metade das ninhadas, sendo descritas
essas alteracOes. Alguns exemplos dessas pecas e alteracdes patoldgicas,

como as citadas acima, estao ilustrados na Figura 10.
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REABSORCAO

Figura 10 - Embrides rnf4 deletados. A. Embrides C57BI6 de 12 dias de
embriogénese (E) classificado como heterozigoto (+/-) e
homozigoto com delecdo total para rnf4 (-/-), observa-se um
retardo acentuado do desenvolvimento no embrido homozigoto (-
/-), quando comparado ao embrido heterozigoto da mesma
ninhada. B. Embrido BALBc em processo de reabsorcdo, com

S

necrose avancada, pertecente a ninhada com 14 dias de
desenvolvimento embrionario. Escala da barra: 1mm.
Fonte: Material fotografado pela autora.

4.3 Andlise dos coracdes rnf4 deletados

A andlise histolégica do coracdo dos embrides C57BI6 e BALBcC
mostrou que os homozigotos com delecdo do rnf4 (-/-) apresentaram
defeito do septo ventricular, pois ndo ocorreu o fechamento do septo
membranoso, apds o estagio do desenvolvimento de E13. Quando foram
obtidas evidéncias dessa persisténcia de comunicacdo esquerda-direita,
com resultante alteracdo morfolégica em resposta a uma hemodinamica
alterada, foram descritos os achados de paredes ventriculares finas, em
especial a direita, associados a desorganizacao das camadas celulares e ao
conseqgliente aumento das camaras cardiacas, assim como paredes atriais
finas e dilatadas. Depois do estagio de E13, essas alteragOes histologicas
foram evoluindo e impedindo o bom funcionamento cardiaco. Finalmente,
nos estagios de E16 e E17, todos os embrides (-/-) apresentaram necrose

em estagios avancados, o que, inclusive, prejudicou o processo de
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coloracdo e a qualidade das laminas. O foco deste estudo foi o coragao.
Portanto, ndo foram anotadas as alteragcdes ou ndo foram encontradas nos
outros 6rgaos do corpo, como, por exemplo, pulméo, rim, entre outros.
Todos esses cortejos morfolégicos foram descritos nos cortes histologicos
analisados de embrides deletados para rnf4 e mostrados na série da

Figura 11, a seguir.
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Figura 11: CoragOes rnf4 deletados. Seccionados em corte transverso
torécico, visualizando as quatro camaras cardiacas, coradas com
hematoxilina e eosina. A. BALBc E12 controle. B. BALBc E12
deletado do gene rnf4 exibindo defeito de septo ventricular. C.
C57BI6 E14 controle. D. C57BI6 E14 deletado do gene rnf4
exibindo persisténcia de defeito de septo ventricular, efusdo
pericardica, desorganizacdo das camadas ventriculares e
paredes cardiacas finas. E. BALBc E16 controle. F. BALBc E16
deletado do gene rnf4 exibindo defeito de septo ventricular e
necrose avancada, com perda da arquitetura morfolégica. Escala
da barra: 1mm.[_] local da leséo identificada.

Fonte: Material fotografado pela autora.



5 DISCUSSAO

A estratégia da modificacdo do patrimonio genético de um animal,
seja atraveés da insercdo ou por meio da delecdo de um gene de interesse,
tem-se mostrado uma importante ferramenta para a compreensdo de
varias patologias, incluindo as relacionadas a embriogénese e, mais
particularmente, a cardiogénese. Genes candidatos a terem papel
importante na cardiomiogénese ja foram isolados usando este tipo de
experimento [78]. Como resultado desses experimentos VAarios genes ao
longo dos ultimos anos vém sendo implicados na cardiogénese. Esses
genes estao envolvidos em processos tais como a determinacédo local-
especifica de um numero consideravel de elementos, designagao dos eixos
direito-esquerda e anterior-posterior, dobramento sobre si e a rotagédo
sobre o0 eixo na formacdo do coragcdo. Em todas as etapas da
embriogenese, ocorre a expressao de grupos de genes que se acredita
serem comandados por genes-mestres, sinalizadores e organizadores
desse processo de montagem de um 6rgado especifico, inclusive, o coracao
[79].

Estudos com delecdo génica de camundongos, como Jumoniji [52],
mdm4 (oncogene da via p53) [80] e trapl00 [81] (proteina associada do
receptor de hormoénio tireoidiano), este ultimo também conhecido como
um complexo mediador, demontraram que quando deletados, os animais
apresentaram defeitos na formacdo do coragdo, apesar de, como no caso
de Jumonji, o mesmo ser detectado ao longo de todo o processo de
embriogénese. Acrescenta-se que os genes rnf4 e Jumonji foram isolados
do mesmo ensaio [51] e os dados de Jumonji mostraram que ele tinha um
papel na cardiogénese [52]. Este fato constituiu um dos motivos de ter
sido desenhada esta pesquisa para investigar se também o rnf4 revelar-

se-ia importante na formacdo do coracéao.
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Embrides deletados do gene rnf4 apresentaram algumas
anormalidade fenotipicas, quando comparados com 0s animais selvagens
ou heterozigotos, como por exemplo, tamanho menor e edema
generalizado, que foi sugestivo de retencédo de liquido no terceiro espaco
(Figura 10). Esse resultado confirmou as expectativas de que o gene rnf4
desempenha um papel importante na formacdo do coragcdo. Comparado
com os embrides jmj (-/-) [52], as alteracbes dos embrides deletados do
rnf4 foram ainda mais relevantes, pois alguns animais rnf4 (-/-)
apresentaram além de edema generalizado, quadros de hemorragia,

palidez e grande numero de reabsorcdes, Figura 9. B.

O fendmeno de rebsorcdo foi observado, em especial, entre os
camundongos da linhagem BALBc, com 74/423 (17,49%). Ito et al., 2002
[81], em andlise de 308 embrifes deletados para trapl00, outro gene
também envolvido na cardiomiogenése, encontraram 62 deciduas vazias
(20,12%), um valor duas vezes maior que o observado para a gestacdo
normal de camundongos que é em torno de 10% [76]. No entanto, o
percentual encontrado para embrides trapl100 -/- ficou proximo do valor
encontrado nesse estudo. Na linhagem, C57BI6, a taxa de reabsorcdes
ficou bem abaixo do esperado, somente 5,22% (21/402) e analisando
esse resultado especula-se uma explicacdo que poderia ser atribuida ao
efeito da sucetibilidade intrinseca dessa linhagem para a delecdo do gene
rnf4. Uma outra razao seria atribuir esse efeito a erro na manipulacao
génica dessa linhagem de animais. Entretanto, esse resultado n&o pode
ser atribuido a ndo-delecdo no locus correto, pois essa possibilidade foi
afastada pela re-checagem génica realizada pelo servico de pesquisa
animal da Universidade de Wisconsin, confirmando que a delecédo
realmente ocorreu no cromossomo correto de ambas as linhagens,
conforme o protocolo, e este procedimento afastou também a

possibilidade de erro pesquisador-dependente.

No que se refere a morfologia do coracdo dos camundongos, no

décimo terceiro dia de gestagdo, as quatro camaras ja se apresentam
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consolidadas [76]. Nos animais portadores da delegcdo rnf4 -/-, a partir
desse estagio, foram descritas persisténcia de comunicacdo
interventricular e repercussdao dessa sobrecarga hemodinamica,
especulando-se que essa delecédo foi responsavel pelo obituario. Chama-
se a atencdo para o fato de embribes com E16 em diante s6 serem
encontrados necrosados (Figura 16.F) e, em especial, os da linhagem
BALBc. A delecdo do rnf4 levou a persisténcia da comunicagao
interventricular, com a repercussdo hemodindmica intrinseca a esse
defeito de septo ventricular, caracterizada pela dilatagdo das camaras
cardiacas, paredes finas ventriculares e desorganizacdo de suas camadas,
levando a insuficiéncia cardiaca, tendo como repercussdo o acumulo de
liguido no terceiro espaco, por esse funcionamento inadequado de
propulsdo cardiaca, levando a 6bito fetal e a ndo-sobreviventes para os
camundongos da linhagem C57BlI6 de 8% (34/402). Resultados
semelhantes aos do presente trabalho foram encontrados em embrides
jmj -/- [52], que embora sejam capazes de sobreviver e nascer também
apresentam as mesmas alteracoes nos estagios finais de E16. Acrescenta-
se que nos estagios de E13 a E15 foram descritos também defeito do
septo interventricular e resultados semelhantos ao encontrado no presente
trabalho, no entanto com outros genes envolvidos na cardiomiogénese, ja
foram reportados na literatura [37-39, 41-43, 45]. No trabalho de
Migliorini et al. 2002 [80], a mesma estratégia de delecdo génica usando o
gene mdm4 também resultou em teratogenias em diversos oO6rgaos,

inclusive o coracao.

Os dados anatdomicos e histoldégicos demonstraram que os coragdes
coletados de embrides selvagens e os deletados do gene rnf4 obedeceram
a sequéncia de montagem desde placa pré-cardiaca até as complexas
quatro cémaras (E12). Os animais +/+ e +/- apresentaram um
desenvolvimento embrionario linear, foram saudaveis ao nascer,
cresceram e reproduziram-se (Figura 9). Os recessivos (-/-) mostrados na
Figura 11 apresentavam a histo-arquitetura de quatro-camaras cardiacas

e concordantes com os achados de Lee et al., 2000 [52], de defeito de
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septo ventricular, mas descordantes com o achado de dupla via de saida

dos coragdes jmj -/-.

Esses fatos ressaltam a importancia do rnf4 ao longo do processo de
formacdo do coragdo e o coloca como candidato a gene-mestre fetal
primordial na formacdo do coracdo. Gene fetal consiste em genes
presentes desde o inicio do desenvolvimento e que, durante todas as
fases, age direcionando as linhagens celulares para se diferenciarem em
diversos tecidos que compdem um Orgdo [41]. Acredita-se que esses
genes possam voltar a ser expressos quando o 6rgdo encontra-se em uma
situacdo de sobrecarga. Portanto, esses genes poderiam ser importantes

marcadores de doenca, por exemplo, no quadro de insuficiéncia cardiaca.

Acrescenta-se que o0 conjunto dos dados provenientes da
genotipagem de ambos os grupos (BALBc e C57BI6) mostrou que, em
varias etapas do desenvolvimento embriolégico, ndo ocorreu heranca
autossdmica recessiva e, no periodo de E15 a E17, essa condi¢cdo nao foi
satisfeita para os camundongos BALBc, assim como ndao houve relato de
sobreviventes nesse grupo, O que corrobora para o fato da maior
suceptibilidade desta linhagem a delecdo do rnf4, ou seja, as duas
linhagens tiveram respostas diferentes em relacdo ao dogma da lei de Y4
de (-/-). Todavia, ndo se pode menosprezar os fatores genéticos, além dos
epigéticos e hemodindmicos que, certamente, interferem na conducgao
desse processo de citodiferenciacdo, sejam eles locais ou a distancia. Esse
conceito defendido, anteriormente, por Simfes-Costa et al. 2005 [26] e

esse presente estudo de manipulacéo génica sao concordantes.

Neste estudo, os embrides com delecdo do gene rnf4 exibiram mal
formacdes cardiacas significativas, com letalidade fetal ou no periodo
neonatal imediato (P0.5), como mostrado na Tabela 1. Adiciona-se o fato
de que, ao se deletar o rnf4, obteve-se morte fetal em sua quase
totalidade e somente foi observada a ocorréncia de trés casos de nativivos

(PO.5) entre os 825 animais trabalhados, e todos esses animais
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pertenciam a linhagem C57BIl6, sendo encontradas apenas partes em
decomposicdo dos corpos na caixa com menos de um dia de vida, mas
que, mesmo assim, foram genotipados e revelaram-se (-/-). Ressalta-se
que entre os BALBc nédo ocorreu nascimento de animais com delecéo total
(-/-) e nenhum vivo com 21 dias de vida em ambas as linhagens. No
entanto, Lee et al. 2000 [52], em estudo com delecdo do gene jmj, que foi
obtido no mesmo experimento de pré-selecdo que rnf4, reportaram 38
embrdes vivos jmj (-/-) e, desses, mais de 12 morreram no periodo
(P0.5), sendo que esses embrides, provavelmente, foram natimortos, ja
que nos pulmdes nédo foi evidenciado ar. Por outro lado, os embrides -/-
rnf4 apresentaram lesdes cardiacas importantes que impossiblitaram o

relato de sobreviventes entre os da linhagem BALBc.

Quanto a letalidade embridnica dos camundongos da linhagem
C57BI6, nesse trabalho, foi em torno de 8% (17/211) até o décimo
segundo dia (E12) de desenvolvimento embrionario podendo especular-se
que essa mortalidade deve-se provavelmente a insuficiéncia de
proliferacdo celular. Semelhante mortalidade, (7%- 23/308) também foi
reportada no estudo de Ito et al. 2002 [81] que observaram mal
formacfes complexas, inclusive cardiacas, até o E10.5 de desenvolvimento
do embrido. Lee et al. 2000 [52] obtiveram 8% (27/326) de jmj (-/-) e
reportaram também anormalidade interventricular. Por outro lado, na
linhagem BALBc, foi achada a metade da incidéncia entre os classificados
como rnf4 homozigotos recessivos que foi de 4% (18/423), englobando as

faixas de desenvolvimento embrionario até E16.

Na cardiogénese, uma das classes de proteinas muito importante,
constitui os fatores de transcricdo da classe RING finger que mostram
evidéncias de exercerem funcdo ao longo do processo de formacédo do
coracdo, tendo alguns representantes dessa classe de proteinas ja bem
documentados como relacionadas no envolvimento desse processo, tais
como: BMP [32-33], MEF [34-37], GATA [48-49]. A proteina RNF4 é

também um fator transcricional RING finger (Figura 6) e aparece como
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mais um candidato a ter funcdo na cardiogénese. Essa classe de proteina
age em associagao e esse fato pode ser essencial na determinacao da alta
complexidade das estruturas do coracdo. As etapas de formacédo do
coracdo ocorrem de forma escalonada e regionalizante para, no final, ter-
se 0 Orgdo unico e funcionante, ou seja, durante a formacdo do coracéo,
ocorre a regionalizacdo das estruturas e uma acdo deterministica que
direciona determinado grupo celular oriundo de um lugar sabidamente
conhecido, a migrar para um outro local especifico e, s6 quando esta
coldnia de células encontra-se nesse local pré-determinado, o fendétipo e a
funcdo passam, de fato, a ocorrer. Por isso, essa expressao €
deterministica e especifica [82]. Esse processo inicia-se a partir dos
primordios da placa pré-cardiaca, seguido pela formacdo do tubo, do
dobramento desse tubo, da septacdo e rotacdo, finalizando com a
montagem das quatro camaras, pelo posicionamento das valvas atrio-
ventriculares. Os dois ultimos eventos para completar a formagado do
coragdo, em conjunto mostram o grau de sofisticagdo desse 6rgéo, sdo a
circulacdo vascular fechada propria e o sistema condutor, com uma
complexidade integradora admiravel, chegando ao décimo terceiro dia de
desenvolvimento ao modelo de quatro camaras [25]. Neste trabalho, tanto
os embrides BALBc e C57BI6 ndo completaram a septacdo ventricular,

assim como reportado anteriormente [41-44].

A proteina RNF4 [56], assim como, proteina BMP [13, 32, 33]
também se mostra bem conservada evolutivamente em anfibios, aves e
mamiferos. BMP é um forte canditado como marcador precoce do
desenvolvimento, pois se mostra como marcador genético da atividade
transcricional dorsal e ventral do mesoderma na fase inicial de blastocisto,
ou seja, na determinagao do eixo antero-posterior e, quando deletado, os
embribes ndo formam nem a placa pré-cardiaca [33]. Este caréater
temporal e espacial de BMP pode representar um bom marcador de fase
precoce do desenvolvimento embrionario. RFN4 poderia ser um marcador
de fase média de desenvolvimento j4 que nesse experimento com

embrides de camundongos rnf4 -/-, a anomalia descrita foi detectada na
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fase meédia do desenvolvimento a partir do décimo terceiro dia de
embriogénese, quando o septo interventricular deveria ter sido

completado, e esse fato ndo ocorreu vide Figura 11 B, D e F.

E interessante observar que outros fatores de transcricdo regulam a
formacdo do septo interventricular. Assim, a delecdo do gene mef2 de
camundongos codifica as proteinas MEF2A, B, C e D. Essas quatro sub-
linhagens somente MEF2C mostraram-se ser responsaveis por ma
formacdo do septo interventricular e das valvas atrio-ventriculares do
coracdo no décimo primeiro dia de desenvolvimento embrionario que,
acredita-se, lideraram a causa do Obito fetal até o décimo quinto dia
embrionario. No entanto, quanto a delecdo de MEF2B, n&o houve relato de
alteracao cardioldgica. Acredita-se que MEF2C seria uma sub-populacéo de
células cardiogénicas presentes no tubo cardiaco e relacionadas com o
controle da formacéo do ventriculo direito [34-37]. No atual trabalho com
RNF4, também foi documentado defeito do septo ventricular (DSV) e, em
especial, do septo membranoso que € formado a partir do anel fibroso
atrio-ventricular, e ndo do septo muscular, apesar do relato de alteracédo
das camadas das paredes ventriculares tais como paredes finas e

desorganizadas.

Um outro fator transcricional com funcdo na cardiogénese que tem
também sua acéo relacionada na diferenciacdo do ventriculo direito é o
GATA [49] e estudos [39, 48] de delecdo génica em camundongos, dessa
proteina, demonstram que um fator restrito de uma determinada camara
atua de de forma cooperativa com outros fatores transcricionais, o que
leva a supor a existéncia de co-reguladores que, em cooperagdo com
GATA 4, controlariam a expressdo génica da formagdo do ventriculo
direito, ou seja, acdo pontual e especifica no processo de formagao do
coracdo, pontuando-se, ainda, que essa co-regulacdo tanto pode ser
positiva quanto negativa a depender de quem sao os parceiros e do
momento espacial ao longo desse processo. RNF4 e GATA4 [69]

demonstraram que in vitro e em cultura de células interagiram, e essa
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interacdo resulta em amplificacdo da atividade transcricional por provavel
ligacdo direta ao DNA, através da regidao promotora rica em GC [61, 64].
Essas evidéncias colocam o RNF4 como tendo uma acdo regulatéria e a
delecdo do gene que o expressa, ao longo do processo de formacdo do

coragao, como essencial na morfo-arquitetura do septo interventricular.

Além disso, os fatores de transcricdo foram reportados como
ligantes de receptores nucleares (Figura 4). Estudos utilizando animais
transgénicos demonstraram que o receptor de acido retindico (RAR), um
receptor nuclear que é ativado por fatores de transcricdo, é também
importante no estabelecimento da segmentacdo antero-posterior, assim
como na formacdo das camaras posteriores do coracdo e vias de saida
(aorta e artéria pulmonar) [44]. Em experimento com embrifes de
camundongos RAR deletados, foi descrita a ocorréncia de canal atrio-
ventricular (canal A-V), ou seja, sem a formacdo do septo interventricular
muscular e membranoso de forma adequada [45]. O acido retindico é um
metabdlito ativo da vitamina A e um sinalizador molecular embrionéario de
vertebrados, pois excesso de acido retindico leva a efeito teratogénico
sobre o coracdo, em embrides na faixa de 9-15 dias de desenvolvimento
embrionario, e a via de ocorréncia é através do RAR e ndo através do RXR
(receptor de acido retindico X) [46]. Além disso, os embrides de
camundongos jmj -/- [52] apresentaram canal A-V associado a DSV e, no
estudo de Habets et al. 2002 [31], foi descrito s6 canal A-V. Nos embrides

rnf4 -/- como dito anteriormente, foi descrito DSV de maneira isolada.

A proteina RNF4 & um fator transcricional de localizacdo nuclear
[60], agindo em complexos, a depender de com que parceiro esta
interagindo, estimulando diretamente como com esterdide [54, 63],
androégeno [57, 71, 74], estrégeno [72, 73], GATA [69] ou co-ativando
Spl [63], SPBP [68], TRPS [69]) através de multi-complexos, atuando no
nucleo. Por outro lado, co-reprimindo como quando se liga a PATZ [70,
71], sendo reconhecido como co-regulador transcricional ou, mais

precisamente, como uma ponte de ligagcdo entre fatores de transcricéo,
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atuando como um fator transcricional multifuncional envolvido na
regulacdo do crescimento celular. Apesar de o estudo atual ser morfo-
funcional, concorda-se com esses dados publicados anteriormente e
especula-se que, em decorréncia de ser um regulador transcricional, a
auséncia de RNF4 pode estar envolvida no achado do niumero reduzido de
camadas celulares dos ventriculos, configurando uma parada no ciclo

celular (Figura 11. D).

Evidéncias sobre o rnf4 e sua proteina expressa RNF4 foram
compiladas como estando envolvidos na embriogénese. Como proteina é
reconhecida como fator de transcricdo da familia "RING finger” e por ter
sequéncia de ligacao direta ao DNA, acumulam-se indicios de agir como
co-ativadora ou co-repressora, a depender de com quem esteja se ligando
e formando complexos [54, 61, 62, 64, 66, 68-71]. Em decorréncia de
todos esses dados, até o momento, sugere-se que a proteina RNF4 pode
ter acdo no ciclo celular, por sua localizagdo nuclear [60], tendo os dados
preliminares norteado o desenho deste estudo e as informacgdes obtidas,
reforcando o fato da ocorréncia de alteracdo no processo de divisao
celular, com desorganizacdo das camadas celulares em parede de
ventriculos, como visto nas laminas histolégicas até o extremo quadro de
alteracdo morfolégica de anarquia total da arquitetura tecidual que, no
final do desenvolvimento fetal, apresenta-se como necrose difusa e
avancada. Como ressaltaram Kentsis e Borden 2004 [83], muito ainda
tem a se desvendar a respeito dessas assembléias supra-moleculares de

proteinas, seus mecanismos e significado bioldgico.

As anormalidades encontradas nos camundongos deletados para o
gene rnf4 foram compativeis com o quadro clinico patolégico em humanos
de insuficiéncia cardiaca, associado a doencas congénitas cardiacas. Como
os genes rnf4 humano e de camundongo apresentam 98% de
compatibilidade, pode-se extrapolar os achados deste trabalho para
melhor entender as patologias do coragdo tanto adquiridas quanto

congénitas, no que diz respeito ao papel desses genes fetais na
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morfologia e na fisiologia do coracdo. Por fim, os achados anatdmicos e
histolégicos do presente estudo sao compativeis com as alteracdes
fisiopatoldgicas de insuficiéncia cardiaca congestiva, e evolugcdo com
prognostico fechado para morte. Sabe-se que essa sindrome clinica em
humanos, os pacientes, expressa genes fetais, como ja demonstrado para
o receptor do horménio tireoidiano por Kinugawa et al. 2001 [40]. Sendo
assim, o rnf4 poderia também candidatar-se a gene fetal mestre, podendo
ser esse fator transcricional (RNF4) o elo entre os genes construtores do
coracdo e o0 retorno de sua expressao, em decorréncia do estado
patolégico da faléncia cardiaca, tanto em decorréncia de morbidades
congénitas quanto ciandticas (Tetralogia de Fallot) ou aciandticas
(Persisténcia do Canal Arterial), bem como adquiridas (Sindromes
Coronarias). O desafio para os proximos anos consiste em entender como,
através de inducdo, o0 musculo cardiaco € formado durante a
embriogénese e qual o impacto dessas informacfes como recurso na
terapia de regeneracdo cardiaca e de substituicdo de células do coracéo,
assim como essas informagOes sobre cardiogénese podem ajudar na
utilizacdo de terapia génica com células-tronco tanto embriénicas quanto

adultas na restauragdo da fungdo miocardica.



6 CONCLUSOES

O gene rnf4 é essencial na formacdo do coragcdo de camundongos;
Camundongos homozigoticos com delecdo do gene rnf4 apresentam
persisténcia da comunicacdo entre ventriculos direito e esquerdo
devido a ma formacdo do septo ventricular, com repercussao
hemodindmica e morfologia clinica de insuficiéncia cardiaca
congestiva;

Essa m& formacéo cardiaca estd associada a elevada taxa de 6bito
fetal nos primeiros momentos de vida intra-uterina, sem registros de

sobreviventes com delecdo do gene rnf4.
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