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Resumo

Nas ultimas décadas, houve um avanco significativo na compreensdo dos mecanismos
moleculares que permitem o entendimento da origem e do desenvolvimento de um organismo
desde a fertilizagdo até a forma adulta. A comparacdo de genomas de organismos modelo, tais
como, Drosophila melanogaster (mosca da fruta), Caenorhabditis elegans (nematddeo),
Danio rerio (zebrafish), Xenopus laevis (1a africana), Gallus gallus (galinha) e Mus musculus
(camundongo), contribuiram para a identificagdo de familias de genes altamente conservadas
que regulam o desenvolvimento permitindo um melhor esclarecimento dos processos
evolutivos que deram origem a estes animais e a outros. A familia de genes forkhead é um
exemplo relevante de familia génica conservada evolutivamente e codifica produtos
funcionais importantes para uma série de processos bioldgicos essenciais, como a regulagdo
do ciclo celular e do metabolismo e da organogénese. O estudo aqui apresentado teve como
objetivo explorar, por meio do estudo da expressao temporal e espacial em organismo modelo
(G. gallus), a hipdtese de que o gene FoxNI, um membro da familia forkhead, participa no
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). Além disso, identificamos um paciente
com uma dele¢do em heterozigoze em FOXNI que apresentava fendtipo sindromico, pelo uso
da técnica de Cromossomal Microarray (CMA). Os dados apresentados mostraram que a
proteina FoxN1 tem grande similaridade evolutiva em sequéncia de nucleotideos e em
sequéncia de aminoacidos e que apresenta os dominios forkhead e de ativacdo como
sequencias bem conservadas, além de ter FoxN4 como proteina homodloga. Estudos em
camundongos Nude ndo confirmaram a localizagdo da proteina Foxnl no plexo cordide.
Cérebros de camundongos do tipos selvagem (Foxnl +/+), heterozigoto (Nude/+) e Nude
(Foxnl -/-), mostraram-se estruturalmente similares, sem o comprometimento da formagao do
plexo cordide ou dos ventriculos. Estudos de expressdo de FoxNI em embrides de G. gallus,
mostraram uma expressao crescente nos primeiros estagios do desenvolvimento, coincidentes
com a formacdo de estruturas primordiais do SNC. Em adicdo, dados preliminares de
imunofluorescéncia mostrou que houve expressao de FoxNI na regido dos arcos faringeos. O
paciente estudado, apresentava malformacao cefalica e facial e era portador de uma delegao
dos primeiros éxons de FOXNI em heterozigose. Estes achados fortalecem a hipotese de uma
funcdo de FoxN1 no desenvolvimento do SNC.

Palavras chave: FoxN1, organismos modelo, qPCR, expressdo génica, imunofluorescéncia,
Sistema Nervoso Central, delecdo, Microarranjo Cromossdmico.
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Abstract

In the last few decades, significative progress was made in the understanding of
molecular mechanisms that allow origin and development of an organism from fertilization to
adulthood. Futhermore, the comparison of genomes of model organisms, such as Drosophila
melanogaster (fruitfly), Caenorhabditis elegans (nematode worm), Danio rerio (zebrafish),
Xenopus laevis (South Africa frog) Gallus gallus (chicken) e Mus musculus (mouse),
contributed to the identification of highly conserved gene families which regulates the
development, allowing better understanding of evolutionary processes that gave rise to these
animals e other related ones. The forkhead gene family is a relevant example of gene family
conserved evolutionarily; that encodes important functional products which participate in a
range of essential biological processes such as cell cycle regulation, metabolism and
organogenesis. The study presented here aimed to explore, through the study of temporal and
spatial expression in model organism (G. gallus) by in silico analysis of the gene, qPCR and
immunofluorescence and; macroscopic comparison and microtomography images of M.
musculus brains, the hypotesis of Amorosi and colleagues (2008, 2010) that FoxNI gene, a
member of the forkhead family, participates in the development of the central nervous system
(CNS). In addition, we identified a patient with a heterozygous deletion in FOXNI gene (by
using Chromosomal microarray - CMA), which had a syndromic phenotype. The data
presented here shows that the FoxN1 protein has great evolutionary similarity both in
nucleotide and aminoacid sequence, with conserved forkhead and activation domains. In
addition it has a homologous protein, FoxN4 that has arise by ancient duplication. Nude mice
studies did not confirm the location of Foxnl protein to the choroid plexus. In addition, brains
of wild type (Foxnl +/+), heterozygous (Nude/+) and Nude (Foxnl -/-), proved structurally
similar. Expression studies of FoxNI in G. gallus embryos showed increased expression in
the early stages of development, which coincides with the formation of primary CNS
structures. In addition, the immunofluorescence studies showed FoxNI expression in the
pharygeal arches region. However, these results are preliminary and need to be confirmed.
The patient studied showed a head and face malformations and carry a deletion of the firsts
exons of FOXNI in condition of heterozygosis. These findings strengthen the hypotesis of a
Foxnl role in CNS development.

Key words: FoxN1, model organisms, qPCR, gene expression, immunofluorescence, Central
Nervous System, deletion, Chromosomal Microarray.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, houve um avanco significativo na compreensdo dos mecanismos
moleculares que permitiram o entendimento da origem e do desenvolvimento de um
organismo desde o ovo fertilizado até a sua forma adulta. O progresso tecnologico das areas
da biologia molecular, celular e genética, complementadas por estudos de modelos bioldgicos
da embriologia classica, permitiram hoje associagdes pontuais de eventos moleculares com as
consequentes mudangas morfologicas durante a geragdo de um novo ser (Wolpert, 2000;
Gilbert, 2003).

Além disso, a comparacao de genomas de organismos modelo, tais como, o da mosca
da fruta Drosophila melanogaster, do nematddio Caenorhabditis elegans, do peixe Danio
rerio, do anfibio Xenopus laevis, da ave Gallus gallus e do mamifero Mus musculus,
contribuiu para identificacdo de familias de genes altamente conservadas que regulam o
desenvolvimento destes organismos, permitindo um melhor esclarecimento dos processos
evolutivos que deram origem a estes animais e a outros relacionados a eles.

A familia de genes forkhead ¢ um exemplo relevante de familia génica conservada ao
longo da evolugdo e que codifica produtos funcionais importantes ndo somente para o
desenvolvimento embrionario, desde a correta formagdo do embrido bilaminar (foxhl), mas
também seus produtos génicos participam, no adulto, de processos primordiais especificos
como controle do metabolismo da glicose (subclasse FoxO), controle do ciclo celular
(FOXG1) e outros. A investigacdo do padrdo de expressao génica de membros da familia
forkhead em organismos modelo auxilia na compreensdo dos mecanismos embrioldgicos nos
quais estas proteinas estdo inseridas, bem como dos processos evolutivos que deram origem a
multifuncionalidade desta importante familia de fatores de transcricdo. Estes estudos
contribuem também para o nosso entendimento das possiveis fungdes tecido-especificas
destes genes em individuos adultos.

O trabalho aqui apresentado visou explorar, por meio do estudo da expressdo temporal
e espacial em organismo modelo (Gallus gallus), a hipotese recente de Amorosi e
colaboradores (2008, 2010) de que o gene FoxN1, um membro da familia forkhead, pode ter
um papel no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). Além do mais, ao longo do
projeto, por meio da colaboracdo com o Laboratorio de Citogenética Clinica, da Faculdade de
Satude da Universidade de Brasilia (FS-UnB), foi identificado um paciente com uma delecao
em heterozigoze em FOXNI, pelo uso da técnica de Chromossomal Microarray (CMA), que

apresentava  fendtipo  sindromico sendo também  descrito nesta  dissertagdo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico da caracterizagdo das proteinas forkhead

As proteinas forkhead sdo parte de uma extensa familia de fatores de transcri¢do
funcionalmente diversos que estdo envolvidos em uma variedade de processos bioldgicos
(Coffer e Burgering, 2004), tais como o controle do ciclo celular (Pic et al., 2000), a
diferenciagdo celular (Acilli e Arden, 2004), o desenvolvimento da linguagem (Lai et al.,
2001), e também eventos da embriogénese ¢ desenvolvimento, incluindo a formacdo do
sistema nervoso central (SNC) (Hebert e McConnell, 2000).

Os fatores de transcrigdo, por sua vez, sdo proteinas modulares que através da ligacao
ao DNA, agem na trans-ativagdo ou trans-repressao (Carlsson e Mahlapuu, 2002) de um
gene. Eles sdo, na maioria das vezes, classificados de acordo com o dominio estrutural
envolvido na ligacdo ao DNA ou, em alguns casos, de acordo com seu dominio de
oligomerizacgdo (Kaufmann e Knochel, 1996).

O dominio de ligagdo ao DNA tende a ser particularmente bastante conservado e pode,
por isso, ser usado como a base para classificacdo. Fatores de transcricdo que apresentam um
mesmo desenho basico nesse dominio também tendem a ter fungdes similares ¢ a
compartilhar propriedades (Carlsson e Mahlapuu, 2002).

O nome forkhead deriva de dois produtos fundadores dessa familia: o produto do gene
forkhead (fkh) de D. melanogaster e uma pequena familia de fatores de transcrigdo em
roedores, a familia HNF-3 (Hepatocyte Nuclear Factor — 3), hoje conhecida como FoxA3
(Lai et al., 1990). O produto do gene forkhead participa no desenvolvimento de estruturas
mais cefalicas do intestino primitivo no embrido da mosca da fruta (D. melanogaster) e foi
visto que uma mutagdo simples neste gene ocasiona um defeito que prejudica a involugao da
dobra cefalica, resultando no surgimento de um tecido que lembra o desenho de um garfo
nessa regido, dai vindo o nome forkhead (do inglés fork = garfo e head = cabega)
(Hannenhalli e Kaestner, 2009). Logo depois dessa descoberta, um novo grupo de fatores de
transcricdo especificos para o figado foi identificado em roedores (HNF-3) e estes
apresentavam um dominio de ligagdo ao DNA com alta similaridade em relagdo aquele do
produto do gene fkh (Lai et al., 1990).

Essa familia ¢ caracterizada pela presenga de uma sequéncia de 110 residuos de
aminodcidos, o qual compreende seu dominio de ligagdo ao DNA. Esse dominio, conhecido

como forkhead/HNF-3 foi, mais tarde, encontrado dentro de muitas proteinas em diferentes
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espécies indo desde leveduras (Saccharomyces cerevisiae, Schizossacharomyces pombe) (Pic
et al., 2000; Bulmer et al., 2004) até os seres humanos (Lai ef al., 1993) e esta presente
somente em eucariotos. Até o presente momento nao foram encontrados fatores de transcricao

do tipo forkhead em plantas (Mazet et al., 2003).

2.2. Estrutura do dominio forkhead

A estrutura do dominio forkhead foi descrita por analise de cristalografia por raios-x
usando o dominio forkhead de HNF-3y ligado a seu elemento no DNA (Clark et al., 1993). O
sitio alvo desse elemento incluia 11 residuos da regido promotora 5’ do gene transthyretin
(TTR) (Kaufmann e Knochel, 1996). Mais tarde, em 1998 (Marsden et al.,1998), um estudo
com ressonancia nuclear magnética (RNM) estendeu os resultados obtidos anteriormente. Um
grupo de quatro a-hélices (H1, H2, H3 e H4) ¢ encontrado na extremidade N-terminal do
dominio e forma um dominio globular com um centro hidrofébico (Marsden et al., 1998; Van
Dongen et al., 2000) e existem duas regides do tipo ndo ordenadas, que formam estruturas
frouxas aparentando o formato de “asas”, do inglés wing-like structures, W1 ¢ W2 estdo
localizadas na extremidade C-terminal do dominio (Marsden et al., 1998; Van Dongen et al.,
2000). Também ha trés fitas-B (B—strand: S1, S2 e S3) no dominio dispostas da seguinte
maneira: S1 estd localizada entre H1 e H2; e S2 e S3 estdo separadas por W1, localizado atras
de H3. Todas as trés folhas-f juntas formam uma unica folha-f com trés filamentos simples,
torcida e antiparalela que se mostra contra o DNA (Marsden et al., 1998; Van Dongen et al.,
2000). Finalmente, W2 esta localizado atrds de S3, na extremidade C-terminal do dominio
forkhead. (Figura 1). O dominio forkhead liga-se a0 DNA como um mondmero, conectando-
se a sua sequencia alvo pela terceira a-hélice, por residuos flanqueadores e pelas duas asas
(Hannenhalli e Kaestner, 2009) e adota uma estrutura compacta na qual as extremidades C-
terminal e N-terminal estdo situadas em faces opostas da molécula (Fig. 1) (Van Dongen et
al., 2000).

A ligagdo coordenada de ions de magnésio fortalece a associacdo de H3 e S2, e parece
ser essencial para o correto dobramento do dominio (Clevidence et al., 1993; Hacker ef al.,
1995). Além disso, a ligagdo ao DNA ¢ completamente interrompida quando ha mutagdo em

aminoacidos relacionados com a coordenagdo de magnésio (Hacker et al., 1995).
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Figura 1. Representagdo esquemadtica do dominio forkhead da proteina FREAC-11 (proteina forkhead humana)
desenhada a partir dos estudos por RNM de Van Dongen et al. (2000). As quatro a-hélices (H1-H4) estao
mostradas em vermelho e as trés folhas-B (S1-S3), em verde. S1 € pouco visivel na imagem e estd atras de S3.
As duas regides nao ordenadas do tipo wing-like W1 e W2 estdo localizadas na extremidade C-terminal desse

dominio. Os residuos envolvidos na ligagdo ao DNA sdo mostrados em amarelo.

A estrutura tridimensional do dominio forkhead, por causa das estruturas W1 e W2,
que abracam o DNA quando o dominio se liga a ele, também lembra as asas de uma
borboleta, por esse motivo, sdo também conhecidas como proteinas aladas (winged-helix

proteins). (Clark et al., 1993).



2.3. Sitio de ligagdo das proteinas forkhead ao DNA

Estudos feitos na década de 1990, por Clark e colaboradores (1993) e Pierrou e
colaboradores (1994) mostraram que as proteinas forkhead ligam-se ao DNA em uma
sequéncia consenso identificada em pelo menos trés proteinas que consiste de um motivo
central de reconhecimento. Esse motivo, 5’ [(G/A) (T/C) (C/A) A A (C/T) A] 3’ é conhecido
por entrar em contato com a o-hélice de reconhecimento, H3 (Figura 2). E possivel que exista
um motivo maior descrito por Kaufmann e Knochel (1996), que compreende 5’ [(A/T) (A/G)
A (G/A) (T/C) (C/A) A A (C/T) A] 3°. Porém, ¢ importante lembrar que a especificidade da
ligacdo de cada proteina depende da diversidade das sequéncias 5’ e 3’ flanqueando esse

motivo central (Pic et al., 2000).

Figura 2. Estrutura tridimensional do dominio de ligagdo de Foxa2 ao DNA. A estrutura FoxA2 mostra a hélice
de reconhecimento (H3) preenchendo o sulco maior do DNA. A primeira asa, W1 chega ascendente,
aproximadamente paralela com o eixo helicoidal do DNA e além da extremidade 3’ do oligonucleotideo,
enquanto a segunda asa, W2, faz o sulco menor entrar em contato com a extremidade 5’ do sitio de ligagao

Figura retirada do artigo Carlsson e Mahlapuu (2004).

2.4. Evolugdo das proteinas forkhead (Fox)

A caracteristica que une todas as proteinas Fox ¢ o dominio de ligagdo ao DNA, o

J4

dominio forkhead ja citado. Esse dominio ¢ altamente conservado através de todos os
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membros da familia Fox. Por meio de sequéncias de aminodcidos depositada nos bancos de
dados protedmicos internacionais foi possivel desenhar uma arvore filogenética relacionando
as proteinas Fox que aparecem em varias espécies como Homo sapiens, G. gallus, X. laevis,
D. melanogaster, M. musculus, Rattus norvergicus, D. rerio, Cynops orientalis, Oryzias latipe
e outros (Kaestner et al., 2000) (Figura 3).

A filogenia ¢ proxima para todos os cordados. Hannenhalli e Kaestner (2009) fizeram
uma revisdo sobre a evolucdo das proteinas Fox e mostraram o alinhamento destas presentes
em M. musculus que inclui uma sequéncia consenso presente em todas representantes do
grupo Fox, como se pode verificar na Figura 4.

A similaridade entre as proteinas Fox de seres humanos e camundongos varia entre 48
% (FOXN2) até 99,7 % (FOXB1 e FOXP2). FOXNI1 mostra 90,9 % de similaridade entre
essas espécies (Jackson et al., 2010).

De acordo com dados retirados do sitio GeneCard, FOXNI ¢é conservado
evolutivamente e existem pelo menos 17 ortdlogos para ele incluindo, entre outras, as
seguintes espécies: Pan troglodytes (chimpanzé) com similaridade ao gene/proteina humana
de 99,13 % (para acidos nucléicos - an) e 98,15 % (para aminoacidos — aa); R. norvergicus
(rato) com similaridade de 83,97 % (an) e 85,59 % (aa); G. gallus (galinha) com similaridade
de 64,27 % (an) e 57,91 % (aa); D. rerio (zebrafish) com similaridade de 57,81 % (an) e
53,66 % (aa).
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Figura 3. Filogenia das proteinas Fox em cordados baseado na sequéncia de aminoacidos do dominio fkh. A

arvore foi baseada usando Homo QRF1 (AF086040) como grupo externo. Os nimeros no interior dos ramos

representam porcentagens de inicio. Para cada proteina foram indicados o organismo (Género), o nome, nimero

de acesso e nome Fox proposto. Figura retirada do artigo Kaestner et al. (2000).
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Figura 4. Alinhamento dos genes Fox em camundongos. Todas as sequencias de proteinas que contém o dominio forkhead foram extraidas de ENSEMBL v50. As sequencias
de proteinas foram alinhadas usando a ferramenta de multiplo alinhamento T-Coffee. O alinhamento foi visualizado usando o editor de alinhamento Jalview. O painel abaixo
mostra o dominio fk# como mostrado no banco de dados Pfam. O dominio fk#% ¢ a Unica porgdo conservada na proteina através de todos os membros da familia, enquanto que
existem similaridade em outras regides entre as subfamilias Fox. O codigo de cor dos aminoacidos ¢ baseado nas propriedades fisico-quimicas providas pelo programa

Jalview. Figura retirada do artigo Hannenhalli e Kaestner (2009).



2.5. Fungdes das proteinas Fox

Baseando-se nas similaridades do dominio forkhead (fkh), as mais de 170 proteinas
Fox foram inicialmente divididas (Jonsson e Peng, 2005) em 15 subclasses incluindo todas as
proteinas Fox dos cordados (de FoxA até FoxO) gracas a ferramentas de estudos de analise
filogenética (Kaestner et al., 2000). Posteriormente, outras quatro subclasses foram
catalogadas: FoxP, FoxQ, FoxR e FoxS (Hannenhalli e Kaestner, 2009).

Apesar de existirem semelhangas entre os dominios fk/ e, consequentemente também
entre os motivos de reconhecimento ao DNA, as proteinas Fox possuem papeis diversos. Isso
se deve em parte, as diferengas nos elementos de interagdo, como as enzimas modificadoras e
os cofatores e, em parte, as diferengas nos padroes de expressao espago-temporal dos genes
Fox (Hannenhalli e Kaestner, 2009).

As proteinas Fox participam de eventos bioldgicos importantes durante a fase
embriondria, mas também tem fun¢des especificas no individuo adulto (Lai et al., 1993; Kim
et al., 2005; Ogasawara e Satou, 2003; Lehmann et al., 2003). A subclasse FoxO, por
exemplo, atua na regulagdo do metabolismo, na resisténcia ao estresse oxidativo e na
interrup¢do do ciclo celular (Jackson et al, 2010). Em condi¢des de jejum, também ativa
genes que codificam enzimas responsaveis pela neoglicogénese no figado, apresentando
também papel de repressor de tumorigénese in vivo (Kim et al, 2005). Além disso, as
proteinas FoxA participam do controle do desenvolvimento de 6rgdos de multiplos sistemas,
os quais incluem figado, pancreas, pulmodes, prostata e rins (Jackson et al., 2010). Um outro
exemplo, a subclasse FoxP tem papel na resposta imune, mais especificamente o FoxP3.
Dentro desta subclasse, FOXP2 tem um envolvimento no desenvolvimento da linguagem e
mutagdes nesse gene foram associadas a desordens de fala e linguagem em seres humanos
(Jackson et al., 2010) e no canto em passaros (Haesler et al., 2004).

Com relagdo ao papel dos genes forkhead no desenvolvimento embrionario, pode-se
citar o Foxhl que quando deletado em camundongo (M. musculus), resulta na falha da
formagdo da linha primitiva anterior (Hoodless et al., 2001). Esta estrutura participa na
formag¢do da notocorda e do endoderma definitivo (Hoodless et al., 2001). Foxbl ¢é expresso
nos somitos dorsais nos estdgios iniciais do desenvolvimento de camundongos (Labosky et
al., 1997). Foxel ¢é expresso no epitélio do intestino primitivo e nas células precursoras da
glandula tire6ide e a mutagdo nesse gene causa a agenesia da tiredide em camundongo e seres

humanos (Macchia et al., 1999).
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A implicacdo de proteinas forkhead em véarios processos morfogénicos sugerem que a
crescente complexidade do plano corporal pode ter sido uma forca motriz por tras da
expansao dessa familia (Carlsson e Mahlapuu, 2002). Entre os organismos que ja tiveram seu
genoma sequenciado completamente ou muito perto disso, existe realmente uma correlacdo
entre a complexidade anatomica e o numero de genes forkhead, sendo quatro para S.

cerevisiae, 15 em C. elegans, 20 em D. melanogaster e pelo menos 43 em H. sapiens (Katoh

e Katoh, 2004; Carlsson e Mahlapuu, 2002).

2.6. Estrutura da proteina FoxN1

A proteina FoxN1, também conhecida como Whn (Nehls et al. 1994), FKHL20,
Rowett nude (RONU ou RNU) (Festing et al., 1978) e Hfhl I, consiste em uma sequéncia de
648 aminoacidos para H. sapiens e para M. musculus. Dessa sequencia, 85 % dos residuos de
aminoacidos sdo idénticos entre essas espécies, incluindo o dominio forkhead e o dominio de
ativagdo transcricional (Figura 5 e 6). Assim como o gene em camundongo, o gene humano
consiste em oito éxons codificantes (Figura 7) e utiliza dois éxons primarios alternativos (la e
1b) relacionados com expressao tecido-especifica do gene (Schorpp et al., 1997).

De acordo com estudos de Schorpp et al. (1997), por andlise de PCR retro-
transcriptase (RT- PCR), o segundo éxon ¢ na verdade o primeiro codificante, apresentando o
codon iniciador (metionina) e dependendo da sequéncia desenhada com os dois primeiros
¢xons alternativos (1a e 1b), tém-se fungdes diferenciadas. Sendo assim, a sequéncia la — 2 ¢é
expressa tanto no timo quanto na pele, enquanto que a sequéncia 1b — 2 ¢ somente detectada
na pele (Fig. 7), indicando que a atividade transcricional do gene Foxn/ esta sujeita a uma
regulacdo complexa (Schorpp et al, 1997). Sequéncias localizadas antes dos dois éxons
primarios alternativos tem atividade promotora.

Em seres humanos o gene FOXNI se localiza no cromossomo 17qll.2, e em
camundongo no cromossomo 11. A sequéncia proteica C-terminal do dominio fk/ de FoxN1
(Anexo 1) apresenta um grande numero de aminoéacidos carregados negativamente e exibe
uma alta propor¢do de residuos de prolina (Nehls et al., 1994) e esta localizado entre os

residuos 270 a 362 na sequencia, aproximadamente (Figura 8).
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Figura 5. Representacdo esquematica do fator de transcrigdo Foxnl de camundongo. DBD, dominio de ligagdo

ao DNA, AD, dominio de ativacao transcricional. Figura retirada do artigo Schlake ez al. (2000).

Amino terminus Carboxyi terminus
|
FOXN1 :m:i
648

Figura 6. Representa¢do do dominio forkhead (fkh) de Foxnl. A imagem a esquerda, retirada do artigo Coffer e
Burgering (2004), representa a localiza¢do aproximada do dominio fkA de Foxnl, assim como o tamanho da sua
sequéncia. A figura a direita, foi construida a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina FoxN1 de G. gallus
pelo software SwissModel (http://swissmodel.expasy.org/interactive/9KYPpJ/models/) mostra a estrutura 3D da

regido desse dominio.

FOXNI humano

la 1b 23 4 5 6 7 8 9
1 31898 pb
pele
timo Pele

Figura 7. Representagdo da estrutura do gene FOXNI em H. sapiens. O gene contém aproximadamente 32 mil
pares de bases e apresenta oito éxons codificantes (iniciando no éxon 2), mostrados em cores no desenho. Os
dois éxons alternativos sdo representados em preto por la e 1b e sua combinagdo com o éxon 2 resulta na

expressao tecido especifico em H. sapiens.
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O dominio de ligagdo ao DNA compreende os residuos 271 a

362, o dominio de ativagdo transcricional compreende os residuos 509 a 563. Observe que as sequéncias de polimorfismos entre 0 cDNA de FOXNI humano ¢ o gene FOXNI

humano contidos em clones genémicos P1 levam a mudangas de aminoacidos nas posi¢des 283 (V>A) e 599 (A>P). Figura retirada do artigo Schorpp et al. (1997).

Figura 8. Comparagdo da sequéncia de aminoacidos das proteinas FOXN1 de humanos, camundongos ¢ ratos.



2.7. Fungdes de FoxN1

FoxNI1 exerce papeis cruciais no desenvolvimento das células epiteliais cutaneas e do
timo (Jonsson e Peng, 2005). Sua associagdo com o desenvolvimento do timo tem como
consequéncia seu envolvimento no sistema imunolédgico, pois, quando mutado — evento que
elimina o dominio de ligagdo ao DNA — resulta em defeitos no desenvolvimento das células
T, além do ndo desenvolvimento de pelos. O padrao de expressdo de Foxnl em camundongo,
durante o desenvolvimento embriondrio foi encontrado a partir do estdgio E13.0, momento

em que a embriogénese ja esta completa, pode ser visto na Figura 9.

E13.0 E13.5 E14.5 E15.5 E16.5
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Figura 9. Padrdo de expressdo de Foxn! durante o desenvolvimento embriondrio de camundongos. Os embrides
de camundongo (M. musculus) foram marcados para mostrar a atividade de B-galactosidase (azul). Os estagios

embriondrios estdo indicados. Figura retirada do artigo Lee et al. (1999).

Foxnl comega a ser expresso no primordio da terceira bolsa faringea, a qual dara
origem ao timo e a glandula paratireoide (Gordon et al., 2001).

FOXNI exerce papel essencial no programa de desenvolvimento normal do epitélio
timico. Esse orgdo ¢ um orgao linfoide primario que tem a fun¢do de manter uma quantidade
viavel de células T maduras e funcionais (Romano et al., 2013). As células T, por sua vez,
exercem diversos papeis imunologicos, entre eles o reconhecimento de antigenos proprios e

nao-proprios do organismo e também gerencia o desenvolvimento dos linfocitos B. As etapas

14



do processo de desenvolvimento dos linfocitos T ¢ estritamente controlada por uma rede de
eventos transcricionais que medeiam a proliferacdo, sobrevivéncia e desenvolvimento das
células T (Anderson e Jenkinson, 2001). A expressdo de FOXNI ¢ importante porque na sua
auséncia, a colonizacdo do primordio do timo pelas células progenitoras das células T
originadas da medula 6ssea falha e o desenvolvimento subsequente das células T e a formacao
do epitélio timico ¢ abortado (disgenesia), resultando em uma imunodeficiéncia grave,
conhecida como a sindrome de imunodeficiéncia combinada severa (SCID).

Em seres humanos e em camundongos, as células epiteliais do timo primordial (CET)
apos passarem pelo estagio de crescimento e proliferacdo ainda ndo sdo funcionalmente
competentes para apoiar o desenvolvimento dos linfocitos T. Somente apods a ativacdo
transcricional de FOXNI no epitélio € que essa funcdo ¢ adquirida. Dessa forma, FOXNI age
como um gene regulador das linhagens de CET em que promove a transcri¢ao downstream de
genes relacionados com a organogénese do timo e com a diferenciacdo completa das CET
(Figura 10). Esses genes sdo Hoxa3 — envolvido na habilidade das células da crista neural de
se diferenciarem e/ou de levarem a diferenciacdo dos tecidos do arco e bolsa faringea —,
CCL25 e Dll4, que tem papel principal no desenvolvimento dos timdcitos, onde CCL25
regula a colonizagdo do timo fetal, podendo provocar quimiotaxia em timdcitos imaturos
(Jonsson e Peng, 2005), enquanto que DIl4 esta envolvido com o comprometimento dos
progenitores hematopoiéticos com as linhagens de células T (Romano et al., 2013).

O fenotipo nude de camundongos existe de forma equivalente em seres humanos, o
que foi primeiramente descrito em duas irmas em 1996 (Romano et al., 2012). A Nude/SCID
humana ¢ uma desordem autossOmica recessiva, que tem como marca a completa auséncia
funcional do timo. Uma mutacdo em FOXNI, descrita como a transicdo de C792T que resulta
na mutacgdo nonsense R255X no quinto éxon desse gene, contribui para o aparecimento dessa
sindrome, que além de consistir em uma deficiéncia nas células T, também acarreta a alopecia
congénita e distrofia nas unhas (Jonsson e Peng, 2005).

Sua expressao na matriz ungueal, onde as placas ungueais se originam, confirmam que
esse fator de transcricdo também tem um papel importante no processo de maturacdo das
unhas e sugere a distrofia das unhas como um sinal indicativo de heterozigose (Romano et al.,
2012). Mais detalhadamente, Foxnl influencia a expressdo de queratina rigida durante a
diferenciagdo das unhas (Cai e Ma, 2011). Assim, existindo a mutacdo em Foxnl, as unhas

aparentam estar mais quebradigas e finas em relagdo ao fenotipo normal.
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Figura 10. Organogénese do timo. A organogénese do timo ¢ caracterizada por duas fases genéticas. A primeira

¢ independente da expressdo de FOXNI (1) e consiste na inducdo e crescimento do primoérdio epitelial do timo a
partir da terceira bolsa faringea, através da expressao de genes que incluem EYAI, Six, Hoxa3 e TbxI. Na fase
dois, FOXNI regula a expressdo de CCL25, Dll4 e Hoxa3, necessarios para diferenciacdo dos timécitos e das
CET (2). Durante esse passo, CET corticais (expressando como marcadores as queratinas 8 e 18) e medulares
(expressando como marcadores as queratinas 5 e 14) se originam do mesmo progenitor de CET. O crosstalk
entre as CET e os timécitos em desenvolvimento € requerido para gerar TEC completamente maduras e células

T funcionais. Retirado do artigo Romano et al. (2013).

Outro papel importante no qual Foxnl esta envolvido ¢ no correto desenvolvimento
dos pelos. Na epiderme e foliculos capilares de murinos, as muta¢des nude prejudicam a
diferenciagdo terminal, uma vez que varias estruturas diferenciadas (como o estrato cérneo, o
cortex capilar e a cuticula capilar) ndo se formam propriamente (Baxter e Brissette, 2002),
resultando na formagdo de uma epiderme hiperplastica. Durante o desenvolvimento da pele,
as células epiteliais induzem a expressdo de Foxnl logo que os primeiros sinais de
diferenciagdo terminal comegam a aparecer (Lee ef al., 1999).

Na epiderme, Foxnl ¢ expresso na camada supra-basal e promove a diferenciagdo
inicial dos queratindcitos (Lee et al., 1999). Também estd expresso na regido supra-matricial
do bulbo capilar, local onde acontecem os primeiros estagios de diferenciagdo terminal
(Baxter e Brissette, 2002) e que dard origem aos fios de cabelo e a bainha interna da raiz
(Prowse et al., 1999). No ciclo de formagdo do foliculo capilar, Foxnl parece estar fortemente
expresso na fase de crescimento e sua expressdo diminui na fase quiescente desse ciclo

(Darnell et al., 2014).
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Na auséncia de Foxnl, o fio de cabelo/pelo exibe uma estrutura mais fraca, perde a
rigidez, uma vez que ele se dobra, enrola-se e quebra-se dentro do canal capilar, raramente

emergindo na superficie da pele (Mecklenburg et al., 2001) (Figura 11).

Control

>

Figura 11. Diferengas na pele e pelos entre camundongo controle e nude (Foxn! -/-). (A e C) vista macroscopica
dos camundongos controle (A) e nude (C). (D - I) secgdes da pele dorsal coradas com H&E do camundongo
controle (D e G) e nude (F e I). (D e F) mostram as sec¢des de camundongo com 8 dias ap6s nascimento e (G e
I) mostram as sec¢des de camundongo com 28 dias apds nascimento. Os fios de cabelo no camundongo nude
(setas em F) estdo dobradas em P8 em relagdo ao controle. (J — O) imagens de microscopia eletronica de
varredura. (J ¢ M) controle e (L ¢ O ) nude em P28. Muitos cabelos sdo visiveis na pele do camundongo controle
(J), enquanto que relativamente poucos fios sdo visiveis no camundongo nude (L). Os filamentos de pelos do
camundongo controle tém uma cuticula normal (M), enquanto que no camundongo nude falta a cuticula e os fios

estdo dobrados (O). Barras de escala, 50 um. Figura retirada e adaptada do artigo Nakamura et al. (2008).

Além dessas fungdes ja estudadas e encontradas na literatura cientifica, existem
também outros trabalhos que relacionam FoxN1 com outros papeis, como o de Zhang et al.
(2010) que mostra que o knockout de Foxnl em camundongos machos isogénicos suprime
componentes feromdénios na urina e por consequéncia, suprime a atracdo das fémeas.
Morrison et al. (2004) também mostrou que a mutacdo nude em camundongos retarda o
desenvolvimento precoce do crescimento muscular dos membros, mas ndo afetando o tecido

matriz desses musculos.

2.8. FoxN1 e o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) em seres humanos inicia-se pela
formagdo da placa neural durante a terceira semana apds a fecundacdo, dando origem as

pregas neurais, que, mais tarde se encontram para formar o tubo neural (Wolpert et al., 2000).
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O tubo neural ¢ importante pois representa o primordio desse sistema, diferenciando-se em
SNC e medula espinhal. O sistema nervoso periférico e autobnomo sao originados a partir de
células da crista neural (Nelms e Labosky, 2010). Sabendo disso, uma perturbagcdo no
processo de neurulacdo pode resultar em anormalidades graves na formagao do encéfalo e da
medula espinhal, conhecidos como defeitos no tubo neural (DTN).

Estes defeitos resultam na geracdo de parte do tubo neural aberto e exposto na
superficie do embrido ou recoberto por pele (Schoenwolf et al., 2009). DTN abertos sdo mais
severos e vao de disrafias totais, quando ha falha generalizada no processo de fechamento do
tubo neural, a parciais, quando somente parte do tubo encontra-se aberto, como por exemplo,
a espinha bifida aberta, onde a regido lombar da medula espinhal ndo se fecha e a anencefalia,
onde ha falha de fechamento no tubo neural na regido cefalica.

Quanto a natureza, alguns defeitos do SNC estdo associados a fatores externos
(ambientais) ou fatores internos (genéticos ou multifatoriais). De todos os defeitos, os menos
compreendidos sdo aqueles relacionados a mutagdes em um unico gene, de modo que ainda
existe uma grande caréncia de estudos que esclarecam a fungdo destes defeitos (O’Harilly,
2001; Farley, 2006). Ja foi visto que quase 200 mutagdes em camundongos resultam em
neurulagdo defeituosa. Portanto, conhecer estas mutagdes ajuda na compreensao de processos
na neurulagdo, bem como as anomalias relacionadas a essa etapa de desenvolvimento.
(Schoenwolf et al., 2009).

Amorosi e colaboradores estudaram dois casos de fetos humanos que pertenciam a
uma familia italiana, que apresentavam uma mutag¢ao (R255X) em FOXNI e foram abortados
(Amorosi et al, 2008; Amorosi et al., 2010). Ambos os fetos foram examinados e o individuo
descrito no primeiro trabalho (2008) apresentava anencefalia e espinha bifida (Figura 12). No
segundo feto (2010), uma analise morfoldgica mostrou que ele possuia entre outros, uma ma
formagao do corpo caloso (Figura 13).

Ademais foi visto que Foxnl ¢é expresso no plexo cordide (PC) em embrides de
camundongos (Figura 14) (Amorosi et al., 2008). O plexo cordide ¢ uma estrutura cerebral
que esta localizado estrategicamente em todos os ventriculos cerebrais. Suas células tém a
funcdo de secretar o liquido cefalorraquidiano (LCR). Esse liquido preenche todo o cérebro
passando por entre os ventriculos e a composi¢do desse fluido inclui moléculas chave para a
manuten¢do do ambiente cerebral, como fatores angiogé€nicos e tréficos e proteinas
carreadoras. Redzic et al. (2005) sugerem também que o sistema plexo cordide-LCR também
exerce um papel muito mais ativo no desenvolvimento, homeostase e reparo do SNC. Durante

o desenvolvimento do SNC, os fatores de crescimento derivados do PC, como o acido
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retindico, exercem um papel importante no controle do padrdo da diferenciagdo neuronal em

diversas regides cerebrais (Redzic et al., 2005).

Figura 12. Fenotipo morfolégico de um feto humano FOXNI -/-. A gravidez foi interrompida na 15 semana. A
pele estava muito junta, brihante e lisa. (a) Vista ventral do feto mostrando a auséncia de timo no peitoral. A seta
indica o local usual do timo. (b) Vista dorsal mostrando o cranio do feto. Anencefalia completa caracterizada
pela auséncia do escalpo, calvéario e cérebro. (c) Vista dorsal mostrando a raquisquise cranio espinhal. nt*,

espinha bifida. Figura retirada do artigo Amorosi et al. (2008).
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Figura 13. Secgdes cerebrais do feto homozigoto recessivo para FOXNI. (a) uma sec¢do coronal do cérebro,
atravessando o tronco cerebral e o mesencéfalo em um feto Nude/SCID revelou uma anormalidade no
desenvolvimento do corpo caloso. (b) uma sec¢do coronal do cérebro, em um feto controle na mesmo tempo
gestacional (18 semanas), revelou uma estruturas bem formada na linha média com a presenga do corpo caloso,
cujas fibras a linha média e a do septo pelucido. (c-e) exame de ressondncia mostando a integridade das
principais estruturas. O corpo caloso ndo pode ser identificado em trés planos coronais paralelos no nivel do
tronco cerebral (c), corpos mamilares (d) e nucleo acumbens (e). Eminéncia ganglionica (G) esta indicada e
camadas fetais transitérias, incluindo a matriz germinal periventricular e zona intermediaria (1), zona subplaca
(2) e placa cortical (3) estdo indicadas. (f) seccdo do cérebro corada com H&E mostrando a presenca de feixes
nervosos, localizados medial ao ventriculo lateral. Esses feixes mostram ax6nios presos que ndo cruzaram a
linha média por causa da auséncia de corpo caloso no feto investigado. x50. Figura retirada do artigo Amorosi et
al. (2010).
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Figura 14. Expressao de Foxnl em cérebro de embrides de camundongos. O gene de B-galactosidase foi inserido
no locus de Foxnl por recombinagio homoéloga. Embrides heterozigotos (Foxnl+/Foxnl?), que sdo
fenotipicamente normais, foram corados para a atividade de B-galactosidase (azul). Foxnl é expresso por todo o
epitélio do plexo cordide em desenvolvimento. Barra de escala 50 um. Figura retirada do artigo Amorosi ef al.
(2008).

O plexo cordide diferencia-se de células ependimarias margeando as paredes
ventriculares. O PC do quarto ventriculo se forma primeiro, seguido pelos ventriculos laterais
e o terceiro ventriculo (Dziegielewska et al., 2001). Interessantemente, o tubo neural ¢é
preenchido por fluido antes dos PCs serem formados (Miyan, 2009), langando a questdo se
células similares as dos PCs sdo capazes de secretar LCR antes da morfogénese deles (Redzic
et al., 2005).

O LCR também ¢ essencial para a manutencdo da pressdo interna no sistema
ventricular, pois isso ¢ critico para o desenvolvimento normal do SNC. Desmond e Jacobson
(1977) fizeram um experimento com embrides de galinha em que demonstraram que a
drenagem do LCR de dentro do sistema ventricular causa anormalidades significativas no que
diz respeito a organizagdo neuronal do cérebro em desenvolvimento.

Estes dados reforcam a hipétese de que FOXNI pode ter alguma funcdo no
desenvolvimento do SNC, além das suas fung¢des ja descritas. Amorosi et al. (2008) sugerem
que distarbios na secre¢do do LCR podem ter um papel na patogénese dos defeitos do tubo
neural, como os ja citados. O autor sugere que a mutacdo do gene FOXNI pode estar

envolvida com a formagao de uma estrutura que ¢é caracteristica da anencefalia humana: a area
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cerebrovasculosa (proliferagdo fibrovascular geralmente atribuida a uma resposta
encefaloclastica da exposicdo direta do tecido neural ao fluido amniotico, resultando em
efeitos toxicos) (Amorosi et al., 2008).

Uma outra hipétese, sugerida pelo autor, ¢ que FOXNI atue como um cofator no
desenvolvimento do SNC, assim como outras proteinas da familia Fox, como por exemplo
Foxpl, que atua auxiliando as proteinas Hox na regulacdo de genes que controlam a
diversificacdo neurdnio-motora (Amorosi ef al., 2010). No caso da proteina Foxnl, j& se sabe
que ela ¢ requerida para manter a expressao de Notchl na matriz folicular (Cai et al., 2009),
onde esta regula a especificagdo do destino celular e do padrio de formagdo no SNC em

desenvolvimento.

2.9. Desenvolvimento inicial do Sistema Nervoso Central.

As etapas de segmentacdo e de gastrulagdo em vertebrados mostram-se diferentes para
cada espécie, ja a fase pos gastrula aproxima a morfologia entre os grupos, mostrando-a
bastante similar, caracterizando o inicio do periodo embrionario (Dias, 1996). Nesta etapa do
desenvolvimento, através dos processos morforganogenéticos, sdo estabelecidos os
primordios da forma e da organizagdo interna do organismo comuns ao grupo e especificos a
nivel de diversidade das espécies (Shostak, 1991; Duboule, 1994).

Nas aves, o eixo antero-posterior estd orientado no blastoderma, durante a clivagem do
ovo em sua passagem através do oviduto. Em G. gallus, o processo de segmentacdo ja esta
concluido no momento da ovopostura, a partir do qual, a dindmica do desenvolvimento tem
curso em temperatura ¢ umidade de incubagdo adequadas, efetivando-se os processos de
gastrulacdo e de neurulagdo (Dias, 1996). Uma vez formados, os trés folhetos germinativos
(endoderme interna, mesoderme intermedidria e ectoderme externa) diferenciam-se
progressivamente e até o final do quarto dia de incubagdo estabelecem-se os primérdios das
principais estruturas formadoras do corpo do animal. Neste periodo sdo marcantes os aspectos
da diferenciagdo do ectoderma neural e consequentemente a importancia que o sistema
nervoso assume no estabelecimento da forma do corpo do embrido, o qual destacando-se do
vitelo subjacente, torna-se mais evidente (Eyal-Giladi, 1991; Eyal-Giladi et al., 1992).

Durante o processo de neurulagdo primaria, ocorre a interagdo da mesoderme dorsal
com ectoderme que a recobre para formar a placa neural, que mais tarde, ao se fechar,
formara o tubo neural oco que ira diferenciar-se em cérebro e medula espinhal (Gilbert, 2003)

(Figura 15). Na extremidade cefalica do tubo neural, a parede ¢ larga e espessa, pois é neste
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local que uma série de intumescéncias e constricdes definirdo os diversos compartimentos
cerebrais (metencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo, telencéfalo e mielencéfalo) (Gilbert, 2003;
Moore et al., 2013).

Essa diferenciacdo do tubo neural ocorre simultaneamente em trés niveis diferentes.
Ao nivel anatdmico, o tubo neural e seu limen se dilatam e se estreitam para formar as
cavidades do cérebro e da medula espinhal. Ao nivel do tecido, as populacdes celulares da
parede do tubo se rearranjam de varias maneiras para formar as diferentes regides funcionais
do cérebro e da medula espinhal. Finalmente, ao nivel celular, as células neuroepiteliais se
diferenciam nos numerosos tipos de neuronios e células gliais (Gilbert, 2003).

O arranjo das células do epiblasto desempenha uma fun¢do importante no processo de
neurulagdo, sendo possivel definir trés populagdes distintas de células ectodérmicas
prospectivas (Dias, 1996). A primeira consiste de células do tubo neural, a segunda de células
da epiderme da pele e a terceira, de células da crista neural, representadas pelas células mais
dorsais do tubo neural (Fig. 15) (Gilbert, 2003).

As células da crista neural sdo tdo importantes que as vezes tem sido chamadas de
quarto folheto germinativo, porque elas migram extensivamente e ddao origem a um niimero
desconcertante de tipos celulares diferenciados, incluindo os neurdénios e células da glia,
células pigmentares da epiderme, células do tecido 6sseo e conjuntivo ¢ de componentes da
cabeca (Gilbert, 2003), estando envolvidas na formagao dos mesénquimas dos arcos faringeos
do embrido.

O primeiro arco faringeo, em seres humanos, dard origem a mandibula, a ossiculos da
orelha média (bigorna e martelo) e a uma grande por¢do da musculatura facial. O segundo
arco faringeo, também dard origem a um ossiculo do ouvido (estribo), assim como a maior
parte da cartilagem da face (Moore et al., 2013). Os terceiro, quarto e sexto (o quinto se
degenera em humanos) arcos faringeos produzirdo os ossos € musculos do pescogo (Moore et
al., 2013).

A faringe primitiva, derivada do intestino anterior, se alarga cefalicamente no local
onde se une ao estomodeu, e se estreita @ medida que se une ao esdéfago (Moore ef al., 2013).
O endoderma da faringe reveste os aspectos internos dos arcos faringeos e passa para as
bolsas faringeas. As bolsas se desenvolvem em uma sequéncia cefalocaudal entre os arcos

(Moore et al., 2013).
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Figura 15. Esquemas de cortes transversais através de embrides progressivamente mais velhos ilustrando a
formagdo do tubo neural. Em A, vista dorsal de um embrido de aproximadamente humano de 21 dias. B, o
alongamento das células ectodérmicas dorsais faz com que essa regido neural presuntiva cres¢a mais que a
ectoderme adjacente, criando assim, a PLACA NEURAL. Logo em seguida, as bordas da placa neural se
espessam ¢ deslocam-se para cima para formar as PREGAS NEURAIS enquanto um SULCO NEURAL em
forma de U aparece no centro da placa, dividindo os futuros lados direito e esquerdo do embrido (Gilbert, 2003).
C, as pregas neurais migram em dire¢do a linha média do embrido, unindo-se (Gilbert, 2003). D, a medida que as
pregas neurais se aproximam, as células da por¢do mais dorsal do tubo neural transformam-se nas células da
CRISTA NEURAL (Gilbert, 2003). E, uma vez unidas as pregas neurais, tém-se a formagéo do tubo neural oco,
com a camada de células da crista neural logo acima (Gilbert, 2003). F, as células da crista neural migrardo pelo
embrido e dardo origem a varias populagdes celulares, inclusive as do sistema nervoso periférico, como os

ganglios (Gilbert, 2003). Em vermelho, esta representada a notocorda. Figura retirada de Moore ef al. (2013).
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O timo desenvolve-se a partir das células epiteliais derivadas do endoderma do
terceiro par de bolsas faringeas e do mesénquima no qual os tubos epiteliais crescem. Além
disso, o primoérdio timico ¢ cercado por uma fina camada de mesénquima que ¢ fundamental
para o seu desenvolvimento (Moore et al., 2013). Dessa forma, as células da crista neural

também contribuem para a organogénese do timo.

2.10. Estudos com organismos modelo na embriologia.

Com o advento de técnicas da biologia molecular, celular e genética, as areas de
pesquisa em Ciéncia conseguiram passar para novos patamares, inclusive a embriologia, que
se utiliza dessas técnicas para acompanhar, estudar e caracterizar o desenvolvimento dos seres
Vivos.

Para facilitar esses estudos sdo utilizados organismos modelo que auxiliam na
compreensdo de numerosos processos bioldgicos. Esses animais sdo o camundongo (M.
musculus), a rad africana (X. laevis), a galinha (G. gallus), o zebrafish (D. rerio), o verme
nematoide (C. elegans), a levedura S. cerevisiae, a mosca da fruta (D. melanogaster) e o
ouri¢o do mar (P. lividus). Esses organismos modelo sdo chamados assim porque apresentam
caracteristicas que sdo vantajosas para quem faz estudos em laboratérios de pesquisa, tais
como: o periodo de desenvolvimento mais rapido e curto ciclo de vida (Gilbert, 2003), adultos
de porte pequeno, a facil manutencdo e obtencdo desses animais (Griffiths et al., 2009). Eles
representam uma pequena fracdo de todos os organismos existentes na Terra, mas as
pesquisas e achados que resultaram do estudo com eles formam hoje nucleo do conhecimento
em biologia (Hedges, 2002).

Estudos também j& mostraram haver uma similaridade muito proéxima no
desenvolvimento de varios animais, assim como os mencionados (Figura 16), como o padrio
corporal, a fun¢do semelhante de orgdos distintos quando se comparam dois animais de
espécies diferentes (como insetos € humanos) mostrando que hd como fazer correlagdes de
hipoteses e resultados entre espécies, sendo um propdsito valido para os estudos com

organismos modelo (Veraska et al., 2000).
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Fish Salamander Tortoise Chick Hog Coll Rabbit  Human

Figura 16. Desenho que representa etapas de desenvolvimento de alguns animais, sendo eles o peixe, a
salamandra, a tartaruga, a galinha, o porco, o vitelo, o coelho e o ser humano. A figura mostra as semelhangas
entre os embrides das diferentes espécies e as diferencas com o jovem nascido. Desenho do século XIX,

adaptado por Haeckel, segundo Romanes (1901).

Os camundongos apresentam uma constitui¢do genética muito similar a nossa, sendo
que seu genoma, dentre os organismos modelo, ¢ o que mais se assemelha ao genoma humano
(Griffiths et al, 2009). Além disso, aproximadamente 99 % dos genes de camundongo
parecem ter homologos em humanos e muitos deles sdo sinténicos com o de humanos, isto &,
existem grandes blocos contendo os mesmos genes € nas mesmas posicdes em ambas as
espécies (Griffiths et al., 2009). Toda essa similaridade genética contribui para o sucesso dos
camundongos como organismos modelo.

A galinha ¢ um organismo modelo evolutivamente intermedidrio, localizado entre os
mamiferos e os vertebrados mais distantes, como o ourico do mar e o zebrafish (Groenen et
al., 2000). Existem muitos motivos pelo interesse do estudo do genoma da galinha (Tiersch e
Watchtel, 1991). Por exemplo, o seu genoma ¢ um terco do genoma de mamiferos porque
apresenta menos sequéncias repetitivas e introns menores (Hughes e Hughes, 1995) e além
disso, o nivel de sintenia entre galinhas e humanos aparenta ser muito alto (Jones et al., 1997;

Groenen et al., 1999; Nanda et al., 1999).
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Ademais, visualizar o desenvolvimento embrionario na galinha ¢ uma tarefa facil, uma
vez que cada etapa da morfogénese e organogénese do embrido pode ser acompanhada a cada
estagio in vivo, incluindo a etapa da neurulagdo, que se inicia no estdgio HH 4 (18 h de
incubagdo) e se desenrola até aproximadamente o estagio HH 31 (7 dias de incubagao),
devido principalmente a transparéncia do embrido, o que facilita na percep¢do das mudangas

que acontecem rapidamente de um estdgio para o proximo (Dias, 1996).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Estudar a expressdo temporal e espacial do produto do gene FoxNI em estigios

iniciais do desenvolvimento ¢ em jovens adultos de G. gallus e também verificar a

participacdo deste gene na morfologia de estruturas/o6rgaos de M. musculus jovens por meio

da comparagdo entre individuos selvagens, heterozigotos e homozigotos recessivos Foxnl-/-

ou Nude.

3.2. Objetivos Especificos

IIL.

I1I.

IV.

VL

VIL

Identificacdo e analise inicial in silico de sequéncias correspondentes ao gene e
proteina da subclasse FoxN em G.gallus,

Isolamento e caracterizagdo gendémica e transcricional do homdlogo putativo de
FoxN1 identificados pela analise in silico;

Analise da expressdo temporal de FoxNI nos estagios iniciais de desenvolvimento
embriondrio de G. gallus, por meio de qPCR, e em diferentes 6rgdos (timo, coragao,
cérebro e musculo) de jovens adultos;

Analise da expressao espacial de FoxNI por meio de imunofluorescéncia de embrides
de G. gallus em estagios iniciais do desenvolvimento;

Avaliacao morfoldgica de 6rgaos (cérebro, coracdo, figado, pulmao, rins e bago) de M.
musculus homozigotos recessivos para Foxnl, heterozigotos e selvagens, por meio de
comparagdo de peso e avaliagdo macroscopica;

Avaliacdo morfologica do cérebro de M. musculus homozigotos recessivos para
Foxnl, heterozigotos e selvagens, por meio de imagens de microtomografia;
Caracteriza¢do da mutagdo e descri¢do fenotipica de um paciente com delegdo parcial
do gene FOXNI em heterozigose, por meio da técnica de Chromossomal microarray

ou Microarranjo Cromossdmico (CMA).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para o desenvolvimento desse projeto foram utilizados:

a) Embrides (ovos galados) de G. gallus em estagios iniciais de desenvolvimento,
desde a formacao da linha primitiva até o desenvolvimento das cinco vesiculas encefilicas,
segundo classificagdo descrita por Hamburger ¢ Hamilton (1951 — reimpresso em 1992);
provenientes da Granja AsaAlimentos S/A (Recanto das Emas — Distrito Federal). Os ovos
galados foram incubados em incubadora IP-130 da empresa Premium Ecolégica, a 37 °C, 55

% de umidade e com giro a cada duas horas, por tempo correspondente a cada estagio.

b) Trés individuos Juvenis de G. gallus, chocados a termo em incubadora Premium
Ecologica 1P-130, a 37 °C, 55 % de umidade e com giro a cada duas horas, ate o 19° de
incubagdo, e sem giro apds este periodo até o 21° dia (eclosdo). Os pintinhos foram
eutanasiados por overdose do anestésico (Cloridrato de Lidocaina 2%) como preconizado

pelo Comité de Etica no Uso Animal.

¢) Nove camundongos (M. musculus) fémeas, nuliparas, da linhagem C57BL/6, sendo
trés selvagem (C57BL/6), trés heterozigotas (C57BL/6 Nude +) e trés homozigotas recessivas
(C57BL/6 Nude), provenientes do Biotério de Criagdo de Camundongos Isogénicos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, com idade aproximada de 8 a 10 semanas. Os
animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com grade zincada e mantidos em estante
refrigerada da Alesco®, localizada no Alojamento de Animais do Departamento de Genética
e Morfologia, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da UnB, a temperatura de 23 + 2 °C. Os
animais foram submetidos a ciclo claro/escuro de 12 h/ 12 h. As instalagdes, condig¢des
ambientais, manejo e cuidados com os animais seguiram os padrdes recomendados pelo
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals ¢ em conformidade com a lei aplicavel ao
bem-estar animal referente ao uso e ao cuidado de animais de laboratorio (Lei Federal
Brasileira N° 11.794 de 08 de Outubro de 2008). Antes da realizagdo do experimento o0s

animais passaram por um periodo de aclimatacdo de 15 dias.
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Os experimentos, tanto com G. gallus, quanto com M. musculus foram realizados apds
aprovacio do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, referidos como UnBDoc numero

78.202/2011 e 66.260/2013 (Anexo 2).

4.2. Paciente

Foi incluido neste estudo de um paciente atendido no Hospital Universitario de
Brasilia (HUB-UnB). O paciente passou por anamnese ¢ exames clinicos realizados por
médicas geneticistas do Ambulatério de Genética do HUB-UnB. Foram obtidas amostras de
sangue periférico do paciente e de seus pais bioldgicos, em dois tubos, um com EDTA, para
extracdo de DNA, e outro com heparina para obtencao de cultura temporaria de células.

Os responsaveis legais pelo paciente concordaram em participar do estudo e assinaram
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3), apds esclarecimentos sobre
procedimento de retirada e do destino da amostra de sangue, sendo exposta de forma acessivel

a questdo do sigilo sobre a identificacdo do paciente, e ainda autorizagdo para uso de fotos.

4.3. Métodos

4.3.1. Estudo in silico dos produtos do gene FoxN1 em G. gallus

O homologo do gene FOXNI de H. sapiens e de M. musculus em galinha (G.
gallus, XP_415816) foi selecionado a partir do banco de dados do National Center of
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nih.gov).

O perfil hidropatico da proteina FoxN1 foi analisado por meio do algoritmo
Kyte-Doolittle, através de um software disponivel no sitio:
http://gcat.davidson.edu/rakarnik/KD.htm.

A predicao de possiveis hélices transmembranares na proteina foi explorada a
partir do sofiware TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/).

Os multialinhamentos foram realizados pelo software JALVIEW
(http://www jalview.org/download), Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e a
arvore filogenética, do tipo Rooted Phylogenetic Tree foi feita pelo auxilio do software

CLUSTALW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/).
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O parametro de cores usado no software JALVIEW foi do tipo ClustalX, em que cada
residuo dentro do alinhamento recebe uma cor de acordo com alguns critérios que cada
aminoacido recebe da seguinte forma: residuos hidrofébicos (ACFHILMVWY), cor azul;
residuos carregados negativamente (DE), cor magenta; residuos carregados positivamente
(KR), cor vermelha; residuos polares (STQN), cor verde; residuos de cisteinas, cor rosa;
residuos de glicinas, cor laranja; residuos de prolinas, cor amarela; residuos de aromaticos
(FYW), ciano. O parametro de cores usado no software Multalin foi o BLOSUMG62 score, em
que os residuos de aminoacidos sdo coloridos em concordancia com seu valor de acordo com
o padrdo. Para o maximo escore, acima de 90 % de similaridade, a cor do residuo ¢ vermelha
e para o escore minimo, acima de 50 % de similaridade, a cor ¢ a azul. Os residuos neutros
aparecem na cor preta. Também sdo usados os simbolos ! se os residuos forem Isoleucina ou
Valina; $ se forem Leucina ou Metionina; % se forem Fenilalanina ou Tirosina e; # se forem

Asparagina, Aspartato, Glutamina ou Glutamato.

4.3.2. Coleta dos embrioes de G. gallus

Para o estudo de expressdo por qPCR foram coletados embrides de cada
estagio inicial do desenvolvimento de G. gallus. Para os estdgios mais precoces: estdgio HH
4, correspondente a 18 horas de incubagdo, estdgio HH 6 correspondente a 24 horas de
incubagdo e estagio HH 10, correspondente a 33 horas de incubagdo, foram realizados pools
de cinco embrides por amostra. A partir do estdgio HH 12 (48 horas de incubacdo) até o
estagio HH 31 (7 dias de incubacdo), um tnico individuo foi utilizado por amostra.

Para a coleta dos embrides foi utilizado o protocolo descrito em Baroneza e
colaboradores (2011), conforme o seguinte: os ovos foram limpos por fora com uma solugdo
de élcool 70 %. Em seguida, foram girados lentamente algumas vezes para que as membranas
no interior que prendem o embrido a casca se soltassem. Com o auxilio de uma seringa de 5
ml, a cAmara de ar do ovo foi furada (com angulo de 45 ° para evitar encostar na gema) e mais
ou menos 10 ml de clara foi retirada. Abriu-se uma janela em cima do ovo com o auxilio de
uma tesoura iris, para ter acesso ao embrido que se localiza acima da gema. Embrides com
periodo de incubagdo superior a 3 dias foram coletados com o auxilio de uma colher de
sobremesa de pléstico. Para os embrides com periodo de incubacado inferiores a 3 dias a coleta
foi feita com o auxilio de papel de filtro, recortado na forma de um retangulo com medidas
aproximadas de 1 x 0,5 cm, sendo que no interior foi recortada uma elipse, com raio menor de

cerca de 0,2 — 0,3 cm (Figura 17). O papel filtro foi posicionado em cima do embrido, que
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ficava aderido ao centro. A membrana vitelinica ao redor do papel foi recortada com o auxilio
de uma tesoura iris de ponta fina e o embrido foi retirado. Logo apds o procedimento de
coleta, os embrides foram separados por estdgios e guardados sozinhos ou em grupos, em
tubos eppendorfs de 1,5 ml e tdo logo congelados em nitrogénio liquido e guardados em
freezer — 80 °C para posterior extragdo do RNA.

Para o estudo da expressdo génica de FoxNI em individuo juvenil, uma vez
eutanasiados, foi efetuada laparotomia e coleta de alguns 6rgdos abdominais (coragdo,
musculo e timo) e cérebro. Os orgdos foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido

para posterior extracdo de RNA.

lem

0,2 - 03cm

0,5cm
Figura 17. Modelo de preparagdo de papel de filtro utilizado para coleta de embrides de galinha com periodo de

incubacao inferior a 3 dias. (Retirado de Baroneza, 2009).

4.3.3. Extracao de RNA

A extracdo de RNA dos embrides de G. gallus foi realizada de duas maneiras,
a depender da quantidade de amostra biologica coletada: para os embrides de estdgio HH 4
at¢ HH 12 foi utilizado o kit de extracdo Illustra RNAspin Mini Kit (GE Healthcare Life
Science) seguindo o protocolo do fabricante. Para os demais estagios, HH 17 (60 horas), HH
20 (72 horas), HH 24 (4 dias), HH 27 (5 dias), HH 29 (6 dias), HH 31 (7 dias) e orgdos de
aves recém eclodidas, a extracdo de RNA foi feita com o reagente TRIZOL®, seguindo o
seguinte protocolo: todo o procedimento foi realizado em utensilios e equipamentos
previamente limpos com agua oxigenada a 3 % ou SDS 0,5 %, enxaguados com agua MilliQ
contendo 0,1% de DEPC seguidos por dupla autoclavagem seguidos de fornagem a 90 °C
overnight. Acrescentou-se 1 ml de TRIZOL® para cada 100 mg de amostra a ser macerada
em um tubo falcon de vidro. Em seguida as amostras foram homogeneizadas com o
equipamento TURRAX (T-10, IKA®) e transferidas para um tubo eppendorf de 1,5 ml ¢

mantidas no gelo, seguido por um periodo de incubagao a temperatura ambiente por 5 min. As
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amostras foram centrifugadas a 4 °C, por 10 min a 14000 RPM (Eppendorf 5430 R) € o
sobrenadante foi entdo transferido para um novo tubo eppendorf de 1,5 ml em que
acrescentou-se TRIZOL® até completar 1 ml e repetiram-se o tempo de incubagdo em
temperatura ambiente e a centrifugacdo seguinte. O sobrenadante, novamente, foi entdo
transferido um novo tubo onde foram acrescentados 200 pl de Cloroformio gelado. As
amostras foram homogeneizadas em vortex (Vortex Mixer, Labnet International, Inc.) por 15
segundos e incubados por 3 min a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas por
15 min, a 4 °C a 14000 RPM e foi verificada a formacio de trés fases visiveis: uma inferior
rosa (DNA), uma intermedidria branca (Proteinas) e uma superior incolor (RNA). Transferiu-
se cuidadosamente a fase incolor para um novo eppendorf e nele foram acrescentados 500 pl
de Isopropanol absoluto gelado em cada amostra. As amostras foram homogeneizadas em
vortex por mais 15 segundos e incubadas por 10 min a temperatura ambiente, seguida de
centrifuga¢do por 10 min a 4 °C a 14000 RPM. O sobrenadante foi descartado, e a secagem
do pellet feita ao ar. 1 ml de etanol 75 % gelado foi acrescentado em cada amostra, agitadas
no vortex por mais 15 segundos e centrifugadas por 5 min a 4 °C, a 9000 RPM. O
sobrenadante foi descartado e a secagem do pellet feita ao ar. As amostras foram
ressuspendidas com 50 pl dgua DEPC 1 %. Por fim, as amostras foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido e guardadas adequadamente em fireezer — 80 °C (U535,
Innova®, New Brunswick).

Um total de 3 pl de RNA total foram utilizados para quantificacdo em equipamento
Qubit® 2.0 seguindo orientagdes do fabricante. As amostras foram guardadas em freezer - 80
°C ou verificadas sua integridade em eletroforese com gel de agarose 1,2% em condigdes
desnaturantes (MOPS 0,2 M, EDTA 0,01 M, NaAc anidro 0,05 M H,0 DEPC 2x

autoclavada).

4.3.4. Preparo do cDNA total

Para cada amostra, 1 pg de RNA total foi utilizado para produzir cDNA, etapa
essencial para andlise de expressdao (QPCR). O ¢cDNA foi produzido utilizando o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (1000 reactions) da empresa Applied biosystems®
seguindo as orientagdes do fabricante.

Para reagdo de transcriptase reversa, as amostras foram colocadas em tubos
eppendorfs de 0,2 ml, em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems®), com ciclo sugerido pelo fabricante do kit, a saber: primeiro passo de
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anelamento dos primers a 25 °C, por 10 min; seguidos de um periodo de elongagdo a 37 °C,
por 120 min, e inativa¢do da enzima a 85 °C, por 5 min. Uma vez a reagdo finalizada, os

cDNAs foram guardados em fireezer a -20 °C para uso posterior.

4.3.5.qPCR

A fim de analisar a expressdo do gene de interesse nas amostras coletadas, foi
realizada uma qPCR (StepOne Real time PCR system, Applied Biosystems®) a partir do
c¢DNA produzido. Foram utilizadas sondas e primers especificos (TagMan®) desenhados na
regido dominio forkhead de FoxN1 para G. gallus. O ensaio Tagman® foi construido com o
auxilio do software PrimerExpress® v.2.0. A sonda corresponde a sequéncia: 5’-CAA AGC
CAG AAG AGC- 3’ (VIC/MGB-NFQ) e os primers GGFoxnlF (foward) — 5> - CCA GTG
GCT GTG AGG AAG AGT A - 3’; GGFoxnlR (reverse) — 5’ - TGT CGC CTA TCA GCG
TGT CA - 3°. O gene constitutivo utilizado foi o GAPDH de G. gallus adquirido pela
empresa Life Technologies™ sob o nome Gg 03346982 m1 (FAM/MGB-NFQ).

Para a andlise com os estagios de desenvolvimento de G. gallus (HH 4 — HH 31) foi
utilizado o estagio de HH — 4 (18 h) como calibrador por apresentar a taxa mais reprimida de
expressdo do gene FoxNI entre todas as amostras. Para a analise dos orgdos de individuos
juvenis foi utilizado o timo como amostra calibradora, por apresentar expressao ja conhecida.

Além de triplicatas biologicas, foram efetuadas em todas as amostras, triplicatas

técnicas e foi feita a média e desvio padrdo nos resultados.

4.3.6. Imunofluorescéncia de embrides de G. gallus

Para visualiza¢do da expressdo espacial de FoxN1 em embrides G. gallus de
estagios iniciais de desenvolvimento, foi efetuada a marcacdo por imunofluorescéncia, como
descrito a seguir: os embrides coletados foram lavados com solucao fisioldgica e o excesso de
membranas extraembriondrias dos embrides maiores que HH 20 (72 h) foi retirado. Estes
embrides foram fixados em solucdo de paraformaldeido a 4 % por 20 min em temperatura
ambiente para permitir a retirada total das membranas extraembriondrias. Embrides no estagio
HH 12 (48 h) e em diante tiveram o tubo neural e coragdo perfurados com agulha epidérmica
para permitir o acesso do anticorpo. Os embrides foram entdo transferidos para tubos
eppendorfs de 2 ml (previamente autoclavados), com solu¢ao de PBTD (PBS 1x, 1 % DMSO,

1 % Triton-X100). A quantidade de embrides em cada tubo variou de um a cinco a depender
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do estadgio. Os embrides passaram por trés lavagens de 20 min cada em PBTD, em agitador
orbital. Logo ap0s as lavagens, os embrides foram incubados em solugdo de bloqueio (PBTD
+ 5 % de soro de cavalo) por 3 h, em agitador orbital. A imunomarcacao foi feita a partir de
solucdo do anticorpo primario feito em humanos (FOXNI - G 20 - Santa Cruz
Biotechnologie, Inc.) em dilui¢do 1:250 com a solug@o do bloqueio incubado por 36 horas a 4
°C em agitador orbital. Apds a incubagio as amostras foram lavadas em PBTD durante de 30
min. Esta etapa foi repetida cinco vezes. Os embrides foram entdo incubados no escuro com
uma solu¢do do anticorpo secundario (anti-goat IgG-FITC- Santa Cruz Biotechnologie, Inc.)
em dilui¢do 1:200 com solugdo de bloqueio por trés horas em temperatura ambiente. Apos a
incubagdo as amostras foram lavadas em PBTD durante de 30 min. Esta etapa foi repetida
cinco vezes. Os embrides foram entdo posicionados em laminas histologicas, recobertos por
laminula e analisados em microscopio multifocal. A fluorescéncia foi detectada por excitagdo
com luz UV a 450 - 490 nm (FITC) num aumento 40X. As fotos foram tiradas com o auxilio

do microscopio multifocal Axioskop 2 (Zeiss) e do sofiware ZEN 2011 Blue Edition (Zeiss).

4.3.7. Coleta de orgaos de camundongos

Ap6s eutandsia por exposicdo ao CO,, foi efetuada a laparotomia e coleta dos
seguintes 6rgdos abdominais: coracdo, figado, pulmao, rins e baco, além dos cérebros dos
camundongos. Para os o6rgdos abdominais, foi efetuada analise macroscopica e pesagem. Para
os cérebros, foi efetuada inicialmente analise macroscopica e pesagem. Esses cérebros foram
entdo fixados por 24 h em formalina 4 % tamponada a 4 °C para andlise posterior em

microtomografo.

4.3.8. Microtomografias

Os cérebros de camundongos destinados as imagens morfologicas por
microtomografia foram passados por banhos de alcoois em diferentes porcentagens por uma
hora em cada gradiente comecando por 70 %, 80 %, 90 % e 100 %, para preservar as
estruturas cerebrais. Em seguida, os 6rgdos foram colocados em uma solucao de tintura de
iodo a 1 % (tintura de iodo 2 % + alcool 100 % na propor¢do 1:1) por 12 h. As imagens foram
feitas no equipamento SkyScan 1076 e analisadas pelo software CTVox (morfologia, planos

de corte).
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4.3.9. Extracdo de DNA de sangue do paciente e andlise cromossomica por

Chromosomal Microarray (CMA).

Dez mililitros do sangue periférico do paciente e de seus pais foram coletados por
puncdo venosa em tubos contendo acido etileno diamina tetracético (EDTA). Apods a coleta,
foram realizadas extracdes de DNA, utilizando o QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) ou o
[lustraTM blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare Life Science) seguindo todas as
instrugdes dos fabricantes.

Para a andlise cromossomica por chromosomal microarray (CMA), o DNA gendémico
(250 ng) extraido do paciente e de seus respectivos pais bioldgicos mais um controle negativo
e um controle positivo (fornecido pelo fabricante), foi digerido pela enzima de restricdo Nspl,
seguindo as recomendagdes do fabricante (Affymetrix). Depois de digeridas, as amostras
foram ligadas a adaptadores e em seguida, um primer universal que reconhece a sequencia do
adaptador ligado ao DNA gendmico foi utilizado para amplificar as sequencias obtidas por
meio de Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR). As condi¢des da PCR foram otimizadas
para amplificar preferencialmente fragmentos de 150 - 2.000 pb de comprimento, que foram
confirmados posteriormente em gel de agarose a 2 % em TBE 1X.

Na sequencia estes produtos foram purificados utilizando beads magnéticas e
quantificados no espectrofotometro NanoVue PlusTM (GE Healthcare Life Science). O passo
seguinte foi a fragmentagdo das amostras purificadas em 50 - 200 pb, que em seguida foram
confirmados em um gel de agarose a 4 % em TBE 1X, a um campo elétrico com voltagem
constante de 10 V/cm, por 1 h.

Os fragmentos de DNA com 50 - 200 pb foram revelados pela coloracdo do gel em
solucdo de brometo de etideo (5 mg/mL). Posteriormente, a imagem foi capturada utilizando
o sistema de video-documentagdo/ImageMaster® (VDS — Video-documentation System)
(Pharmacia Biotech.). Seguindo o protocolo, os fragmentos de DNA foram marcados por
terminal com deoxynucleotidyl transferase e entdo aplicados no Affymetrix GeneChip® e
hibridados por 16 - 18 horas a 50 °C e 60 RPM no GeneChip® Hybridization Oven 645
(Affymetrix). Os chips foram entdo lavados e corados na GeneChip® Fluidic Station 450
(Affymetrix) e escaneados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) operados pelo
Affymetrix GeneChip® Command Console (AGCC, Versdo 3.2.2). A partir dai foram
gerados arquivos “.CEL” que foram convertidos em “.CYCHP” para serem lidos e analisados

no Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS) 2.0 software.
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4.3.10. Analise estatistica dos dados obtidos

Os resultados obtidos de qPCR de estagios de desenvolvimento de G. gallus e dos
orgdos destes; analise de pesos dos 6rgaos dos camundongos e das medidas dos cérebros
destes foram validados por andlise estatistica com teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e teste
de variancia simples, ANOVA One Way, em que os dados se mostravam significativos
quando apresentavam o valor de p < 0,05. Todos as andlises de célculos, como médias e

desvio padrao foram feitos por meio do sofiware EXCEL 2011.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise in silico de FoxN1

A estrutura do gene FoxNI da espécie G. gallus apresenta oito regides codificantes ou
éxons, uma regido promotora e outra terminadora ndo transcritas. A proteina codificada por
esse gene contém 653 residuos de aminodcidos. Suas propriedades transcricionais se devem
substancialmente a presenca de dois dominios especificos: o dominio fk#, responséavel pela
ligacdo da proteina ao DNA e um dominio regulatério, chamado de dominio de ativagdo (que
em outras proteinas forkhead pode ter papel repressor) por ser responsavel por ativar a
transcri¢do da sequéncia a qual FoxN1 ¢ sinalizado a se ligar.

O dominio fkh ¢ codificado pelos quarto, quinto e sexto éxons da sequéncia do gene, e
o dominio de ativagdo ¢ codificado pelos éxons subsequentes, ou seja, o sétimo e o oitavo,

como se pode ver na Figura 18.

FOXN1
Gallus gallus
| |
1 653 aa
FoxN1
Gallus gallus

\/ =

,

\\ﬂf

Exons 4, 5e 6: DFH
Exons 7 e 8: AD

Figura 18. Representagdo da estrutura da proteina e do gene FoxNI de G. gallus respectivamente. Acima, tem-se
a estrutura da proteina FoxN1, onde DFH representa a localizagdo do dominio forkhead desta, que inclui os
aminodcidos localizados nas posigdes 285 — 382 e, AD corresponde ao local do dominio de ativagdo na proteina,
incluindo os residuos de aminoacidos localizados nas posi¢des 532 — 587. Abaixo, tem-se a estrutura do gene
FoxN1, apresentando, pela cor azul-claro, as regides promotoras (extremidade esquerda e proxima a ela) e a
regido terminadora (extremidade direita); os oito éxons desenhados conforme dado retirado do sitio NCBI
(Ensembl:ENSGALG00000003654); as regides em cor cinza representam as regides ndo codificantes do gene,
os introns. Os éxons que codificam o dominio forkhead sdo o quarto, quinto e o sexto do gene e os que

codificam o dominio de ativag¢do sdo o sétimo e o oitavo.
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O dominio de ativagdo estd frequentemente ausente nas mutagdes descritas na
literatura para esse gene levando ao fenotipo j4 conhecido. Antes, acreditava-se que a
auséncia do dominio de ligacdo seria a causa principal do fenotipo nude, mas um estudo
realizado em 1996, por Schuddekopf e colaboradores, mostrou que na maioria dessas
mutagdes ndo estava presente também o dominio de ativagdo. Ademais, mostrou que em um
outro alelo mutante para FoxNI em R. novergicus (alelo rnu) havia uma muta¢do do tipo
nonsense no oitavo éxon, o que acarretava a formacdo de uma proteina truncada que
apresentava o dominio fkh mas ndo o dominio de ativagdo. Mesmo assim, o fendtipo tipico
nude estava presente mostrando que esse dominio € essencial para a funcdo da proteina
descrita.

A sequéncia da proteina FoxN1 do organismo estudado n3o apresenta regides
transmembrana, contendo apenas dominios ou hélices extramembranares, como mostra o
diagrama construido a partir do software TMHMM na Figura 19. Essa estrutura corrobora
com a estrutura de um fator de transcri¢do, o qual permanece no citoplasma celular e passa
pelos poros da membrana nuclear quando ¢ requisitado.

Essa proteina também apresenta mais regides hidrofilicas que hidrofobicas, estas
sendo encontradas mais proximamente na regido do dominio fki (Figura 20) ou também do
dominio de ligagdo ao ligante, o qual normalmente ¢ hidrofobico. Esse dado também
corrobora a observagdo anterior, ja que FoxN1 ndo apresenta regides transmembrana, sendo

uma proteina citosolica.

TMHMM posterior probabilities for XP_415816.4

08
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Figura 19. Diagrama construido por meio do software TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/)
que mostra a estrutura da sequéncia de residuos de aminoacidos de FoxN1 de G. gallus (NCBI XP_415816.4). O

diagrama mostra que essa estrutura apresenta somente regides extra membranares (em rosa).
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Figura 20. Diagrama de hidrofobicidade da proteina FoxN1 de G. gallus segundo a escala de Kyte-Doollitle
(http://gcat.davidson.edu/DGPB/kd/kyte-doolittle.htm). A figura mostra uma predominancia de regides
hidrofilicas (pontos negativos) e uma regido mais hidrofobica (pontos positivos) na regido do dominio fkh
(retdngulo azul) e uma segunda regido com pico positivo, correspondente a regido do dominio de ativagao

(retangulo vermelho).

O alinhamento feito com as sequéncias de aminoacidos de FoxN1 de algumas espécies
com o auxilio do software Jalview, revelou uma sequéncia consenso para a proteina e,
novamente evidenciou a presenc¢a de uma regido altamente conservada que consiste na regiao
do dominio fkh (Figura 21) e outra regido conservada, representando o dominio de ativacdo
(Figura 22).

O alinhamento feito com todas as proteinas forkhead presentes em G. gallus mostrou
que a Unica regido que apresenta maior similaridade entre elas ¢ a regido do dominio
forkhead, como ja era esperado (Figura 23). A maioria das sequéncias apresentadas na Fig.
23, comeca com a sequéncia consenso de residuos KPPY, como FoxN2 e FoxAl. Dentre as
sequéncias de aminoacidos correspondentes as proteinas da subclasse FoxN em G. gallus,
FoxN1 e FoxN4, apresentaram maior similaridade que FoxN2 e FoxN3 (Figura 24). Isso
sugere uma divergéncia na evolugdo filogenética dessa subclasse.

FoxN1 ¢ FoxN4 estdo ambos envolvidos na diferenciagdo celular durante o
desenvolvimento embrionario (Hannenhaalli e Kaestner, 2009). FoxN1 age na diferenciagdo

dos foliculos capilares e nas células epiteliais do timo e FoxN4 estd envolvido na
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diferenciagdo das células amécrinas e horizontais durante a formacdo da retina em
camundongos (Li et al., 2004). Também esta envolvido na especificacdo dos interneurénios
na regido ventral da espinha dorsal e € essencial para a formagao do canal atrio-ventricular no

desenvolvimento do coracao em D. rerio (zebrafish) (Chi et al., 2008).
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Figura 21. Resultado do alinhamento — feito pelo software Jalview — das sequéncias de aminoacidos de FoxN1
das espécies H. sapiens (gi: 18201913), G. gorilla (gi: 426348868), Macaca mulatta (gi: 109113734), M.
musculus (gi: 148683621), R. norvergicus (gi: 154816166), G. gallus (gi: 513215825) e D. Rerio (gi: 47086885).
O resultado mostra uma sequéncia consenso para a proteina para uma regido altamente conservada, o dominio
forkhead, presente nos residuos de aminoécidos localizados aproximadamente nas posi¢des 285 — 382. Também
¢ possivel estabelecer a localizagdo do dominio de ativagdo nessas espécies, como uma segunda regido
relativamente conservada aproximadamente entre os aminoacidos 536 — 590. O cddigo de cor dos aminoécidos
¢ baseado nas propriedades fisico-quimicas providas pelo programa Jalview e todos os pardmetros usados foram

os padronizados também pelo programa.
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Figura 22. Resultado do alinhamento — feito pelo software Jalview — das sequéncias de aminoacidos de FoxN1
das espécies H. sapiens (gi: 18201913), G. gorilla (gi: 426348868), Macaca mulatta (gi: 109113734), M.
musculus (gi: 148683621), R. norvergicus (gi: 154816166), G. gallus (gi: 513215825) e D. Rerio (gi: 47086885).
O resultado mostra uma sequéncia consenso para a proteina para uma regido conservada, o dominio de ativagao
nessas espécies, aproximadamente entre os aminodcidos 536 — 590. O cédigo de cor dos aminoacidos ¢ baseado
nas propriedades fisico-quimicas providas pelo programa Jalview e todos os pardmetros usados foram os

padronizados também pelo programa.

41



FoxNo/1-180
FoxN¥1.56%
FoxNI/1.655
FoxN#/1.513

FoaNl/1.653
FoxN#/1-51%
FoaNo/1-150
FoaN¥/1.563 . ..
FoxAl/1-140 |

ForAlll-444
FoaBl1-520
FoaB2/1-315
FoaDl/1-440
FoaD¥1-308
FoalD2/]1-443
ForEl1.290
ForEV1-827
FoaClr1-328
Foal2/l-4a8
FoaSl/1.412
Foall/)-30%
FoaGl/1-451
Foal2/1.365
FoaKl/1.539
Foal2/1-676
FoaQl/l-727
FoaO¥/1-39]
FoaO¥1.556
FoaP2/1-707
FoaP#/1-15%
FoaPl/1.656
Foall/1.375
FoaFlI1-57¢
Foall/l-455
FoaJ2/1.541

R
K
R
R
K
K
K
R
K
R
R
Q
<

"6 "6 "3 "6 "6 "0 "0 "6 '8 0 0

Conservation

Quality

Corensza TN LVEPF

Figura 23. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas Fox encontradas na espécie G. gallus feito
pelo software Jalview. A figura mostra a regido do dominio forkhead de todas as sequéncias e apresenta a
sequéncia consenso para tal. O codigo de cor dos aminoacidos ¢ baseado nas propriedades fisico-quimicas

providas pelo programa Jalview e todos os pardmetros usados foram os padronizados também pelo programa.
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Figura 24. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas da subclasse FoxN encontradas na espécie
G. gallus feito pelo software Jalview. A figura mostra a regido do dominio forkhead destas sequéncias e
apresenta sua sequéncia consenso. Nota-se que FoxN1 e FoxN4 sdo mais proximas entre si do que quando
comparadas com FoxN2 e FoxN3, cuja similaridade entre si também é maior. O cddigo de cor dos aminoacidos é
baseado nas propriedades fisico-quimicas providas pelo programa Jalview e todos os parametros usados foram

os padronizados também pelo programa.
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A arvore filogenética construida por meio do sofiware CLUSTALW também
corrobora com essa afirmacao, pois apresenta FoxN1 e FoxN4 como sequéncias irmas e de
origem mais antiga que FoxN2 e N3, que apresentam ancestrais mais recentes, como pode ser

visto na Figura 25.
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Figura 25. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos das proteinas Fox de G. gallus construida
com auxilio do sofiware CLUSTALW. A figura mostra que FoxN1 e FoxN4 sdo proteinas irmas (retdngulo
vermelho) e que elas divergiram que FoxN2 e FoxN3 (retdngulo verde), que apresentam ancestrais mais

recentes. Todos os pardmetros usados foram de acordo com o padronizado pelo sofiware CLUSTALW.
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5.2. Andlise da qPCR em G. gallus

A andlise por qPCR dos estagios embrionarios selecionados de G. gallus foi baseada
no tipo de quantificagdo AACq, que compara uma amostra a qual se conhece a expressao do
gene em teste, HH 4/timo, e compara essa expressao a de um gene constitutivo, GAPDH, para
a espécie em cada amostra. A Figura 26 mostra os estagios escolhidos assim como uma breve
descrigdo das estruturas formadas em cada estagio.

O resultado obtido mostra que houve amplificagdo de FoxNI nos embrides de G.
gallus desde o estagio primordial de 18 h (HH 4) até o ultimo estagio investigado, de sete dias
(HH 31) de forma crescente: 1,0734; 1,9431; 2,0175; 1,9499; 4,9034; 3,0023; 4,4087; 9,8549;
8,7104 (Cabega); 18,7140 (Corpo); 19,8000 (Cabega); e 23,1122 (Corpo). (Figura 27).

Estudos de expressao em orgdos de individuos jovens mostraram uma expressao
importante deste gene no timo (Figura 28) corroborando véarios estudos (Albuquerque et al.,
2002; Bleul et al., 2006; Cheng et al., 2009; Dooley et al., 2005), inclusive Darnell et al.,
2014. Nao foi detectado, em nosso estudo expressao no cérebro do jovem adulto (Fig. 28),
apesar de Amorosi e colaboradores (2008), através hibridizagdo in situ em cortes histoldgicos
de cérebro de camundongo terem visualizado expressao deste gene no plexo cordide.

O timo se forma no terceiro arco faringeo, e sua endoderme se separa da faringe por
volta do quinto dia de incubag¢ao no embrido de galinha (Le Douarin e Jotereau, 1975). Sendo
assim, nossos resultados estdo alinhados com aqueles descritos por Darnell e colaboradores
(2014) no que diz respeito a expressdo no primérdio do timo. Porém, espera-se que esta
diferenciagdo celular das células da crista neural seja paulatina e que a expressdo de genes
envolvidos no desenvolvimento de estruturas especificas comece em estagios precedentes e
perdure até a formagdo completa da estrutura, e muitas vezes participando da funcido da
estrutura no adulto, como € o caso de FoxNI no timo e na pele. A Fig. 28, mostra a expressao
de FoxNI em o6rgdos de individuos jovens, sendo eles o cérebro (3,0844), coracdo (4,0558), o

musculo peitoral (0,9881) e o timo (12517,3999).
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Figura 26. Imagens de embrides de galinha em diferentes estagios, sendo 1, HH 4 (18 h); 2, HH 6 (24 h); 3, HH
10 (33 h); 4, HH 12 (48 h), 5, HH 17 (60 h); 6, HH 20 (72 h); 7, HH 24 (4 dias); 8, HH 27 (5 dias); 9, HH 29 (6
dias) e 10, HH 31 (7 dias). Algumas das estruturas em formagdo sdo mostradas. A barra de escala ¢ de 0,5 mm
para algumas das imagens, para as outras ndo foi possivel conhecer a escala). A: Linha primitiva; B: N6 de
Hensen; C: Neurdporo superior; D: Tubo neural; E: Somitos; F: Notocorda; G: Telencéfalo; H: Diencéfalo. I:
Mesencéfalo; J: Metencéfalo; K: Mielencéfalo; L: Vesicula optica/olho; M: Coragdo; N: Vesiculo otica; O:
Arcos Faringeos; P: Broto da Asa; Q: Broto de membro inferior; R: Alantdide; S: Epifise; T: Cauda. As figuras 5
e 6 foram retiradas de http://biology.clc.uc.edu/ fankhauser/Labs/Anatomy & Physiology/A&P202/Brain
Development/embryo _15x PC271481md labeled.JPG;, A figura 7, foi  retirada do  sitio
http://www.gopixpic.com/350/stock-photo-414135015*com|W1|223|4141|PreviewComp|SuperStock 4141

35015* jpg/; A figura 9 foi retirada do sitio https://www.flickr.com/photos/egosumdaniel/305095824/?rb=1; A
figura 9 foi retirada do sitio https://www.youtube.com/watch?v=1jzZBWzXE6GO; ¢ a figura 10 foi retirada do

sitio http://www.bioon.com.cn/protocol/showarticle.asp?newsid=19027. Todas as outras sdo fotos proprias.

45



Figura 26. Continuagao.
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Figura 26. Continuagao.
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Figura 27. Analise da expressdo de FoxN1 nos estagios de desenvolvimento de G. gallus. Os estagios HH 4 —
HH 20 (18-72) estdo em horas de incubac¢do ¢ HH 24 — HH 31 (4-7) em dias de incubacdo. Nos embrides HH 4,
HH 6, HH 10 foram utilizadas amostras que continham um poo/ de RNA de cinco embrides por amostra. Foram
feitas amostras em triplicata bioldgica ¢ em triplicata técnica. A expressdo aumenta a medida que o tempo de
desenvolvimento também ¢ maior. Os resultados foram obtidos por analise comparativa AACq pela plataforma

ExpressionSuite Software v1.0.3. C = cabega, P = corpo.
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Figura 28. Andlise da expressdo de FoxNI nos orgdos coletados de recém-nascidos, 21 dias, sendo eles o
cérebro, o coragdo, o musculo peitoral e o timo. Foram feitas amostras em triplicata bioldgica e em triplicata
técnica. A expressdo dos demais 6rgdos quando comparada a do timo ¢ infima. Os resultados foram obtidos por

analise comparativa AACq pela plataforma ExpressionSuite Software v1.0.3.

5.3. Imunofluorescéncia dos embrides de G. gallus.

Com o intuito de investigar a expressdo espacial de FoxNI1, foi feita a
imunofluorescéncia usando anticorpo contra a proteina FoxN1. O anticorpo usado, FOXNI1
G-20 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foi produzido a partir de clone contendo sequencia
humana de FoxN1 (Figura 29), porém possui reagdo cruzada com FoxN1 de outras espécies
(informacao do fornecedor).

Os dados preliminares obtidos pela imunofluorescéncia em embrido no estagio HH 12
(48 horas), mostram reatividade na regido dos arcos faringeos (Figura 30 e 31). Estes
resultados corroboram os descritos por Darnell e colaboradores (2014).

A investigacdo espacial da expressdo de FoxN1 foi efetuada em outros estagios,
porém devido a dificil manipula¢ao dos embrides em estdgios muito iniciais, ndo foi possivel
comparar as amostras positivas com controles, logo estas ndo foram colocadas nesta

dissertagao.
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Figura 29. Alinhamento das sequencias de FoxN1 e de FoxN4 de G. gallus com a predita regido do epitopo do anticorpo FOXN1 G-20 (Santa Cruz Biotechnologies, Inc.
feita utilizando a sequéncia de FOXN1 humano como modelo base. Pode-se perceber que ha semelhanga entre as sequencias tanto de FoxN1 quanto de FoxN4 de G. gallus.

Alinhamento feito com o auxilio do software Multalin, disponivel no sitio http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/.
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Figura 30. Imagens de imunofluorescéncia de um embrido de 48-50 h (HH 12). A e B representam os controles
negativo e somente com anticorpo secundario, respectivamente. C, mostra um trago de expressdo de FoxN/ na
regido dos arcos faringeos (seta). D, imagem de fase da mesma foto C mostra a regido dos arcos faringeos
delimitada pelo retangulo e mostra que ndo ha membranas extraembriondrias que possam ter prejudicado a
imunomarcacao na regido encontrada. As imagens foram obtidas pelo software ZEN 2011 Blue Edition (Zeiss).

A barra de escala das imagens ¢ de 500 um.
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Figura 31. Esquema representando um embrido HH 12 (48 h) com algumas estruturas apontadas. As células da
crista neural que migram a partir de parte do mesencéfalo e dos romboémeros 1 e 2 (R1 e R2) formam o
mesénquima do primeiro arco faringeo, em vermelho. As células da crista que partem dos rombomeros 3,4 e 5
(R3, R4 e R5) formam o mesénquima do segundo arco faringeo, em azul. As células da crista que partem dos
rombomeros 5 e 6 (R5 e R6) formam o mesénquima do terceiro arco faringeo, em verde. As células da crista que
migram do sétimo rombomero (R7) formam o mesénquima do quarto arco faringeo, em rosa. OV — vesicula

otica. Figura retirada de Guthrie (2007).

5.4. Comparagdo anatdmica e por microtomografia de cérebros de Mus musculus (C57BL/6).

Amorosi e colaboradores, em 2008, visualizaram a expressdo de Foxnl no plexo
cordide de camundongo adulto. Este grupo sugeriu que Foxnl poderia participar na formagao
do liquido cefalorraquidiano. O liquido cefalorraquidiano ¢ gerado por filtragdes através dos
capilares coroides e posterior secrecdo; também propicia transporte ativo bidirecional de
substancias pelas células epiteliais cordides (Redzic et al., 2005). O liquido preenche o espago
subaracndideono cérebro e medula espinhal (entre as meninges aracnoéide e pia-mater) e atua
como um amortecedor para o cortex cerebral e a medula espinhal (Redzic ef al., 2005).

Com o intuito de verificar se os homozigotos recessivos (Nude), possuiam plexo
cordide e /ou alguma modificagdo no cérebro, o peso comparativo (Figura 32), uma analise
macroscopica (Figura 33) e uma comparagdo medidas dos cérebros (Tabela 1) foram
efetuadas num primeiro momento. Isso foi seguido por andlise por microtomografia
comparativa do cérebro dos animais selvagens, heterozigotos e homozigotos para a mutagdo
(Figura 34, 35 ¢ 36).

O peso dos animais foi medido logo apds a eutandsia por camara de gas com CO; e o
mesmo aconteceu com cada 6rgdo coletado, que foram: cérebro, coracdo, pulmio, rim

esquerdo e direito e baco. Apds fazer a normalizagdo do peso do 6rgdo do animal com o peso
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do mesmo, e tirar a média aritmética dos trés animais de cada grupo, viu-se que os valores

ndo sdo significativamente diferentes entre os trés grupos, como ¢ mostrado na Fig. 33.
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Figura 32. Grafico da razdo peso do 6rgdo/peso do corpo de cada grupo em referencia aos 6rgdos: cérebro,
coragdo, figado, pulmao, rins e bago. O primeiro grupo corresponde a média aritmética dos trés animais
correspondentes ao grupo de selvagens (Hmz Dom); o segundo grupo corresponde a média aritmética dos trés
animais correspondentes ao grupo de Heterozigotos (Htz); e o terceiro grupo corresponde a média aritmética dos
trés animais correspondentes ao grupo de Homozigotos recessivos (Nude). Os valores no eixo das ordenadas
correspondem a razdo do peso do 6rgdo/peso do corpo e em seguida foi feita a média aritmética desses valores

em relacdo aos trés animais de cada grupo. p> 0,05.

Em relacdo a comparagdo anatdmica externa e superficial dos cérebros coletados
também ndo foram observadas diferengas significativas entre os trés grupos (Fig. 33), a ndo
ser a visivel diminui¢do do niumero de giros e sulcos no cortex dos camundongos Nude em
relacdo aos outros dois grupos. Da mesma forma, em relacdo as medidas comparativas das
dimensdes do mesmo 6rgdo, ndo houve diferenga significativa como se pode ver em dados

mostrados na Tab. 1.
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Figura 33. Fotografias dos cérebros coletados dos camundongos. As imagens do lado esquerdo mostram uma
visdo dorsal do 6rgdo e as imagens do lado direito, o vista ventral. Os cérebros estavam fixados em alcool 100%
e coloridos com Iodo 1%. As imagens A e B correspondem ao cérebro de camundongo do grupo selvagem; C e
D, correspondem ao de camundongo do grupo Heterozigotos e; E e F, correspondem ao de camundongo do
grupo Homozigotos recessivos. Pode-se perceber que ndo ha diferengas visiveis significativas entre os grupos.

Barra de escala 2 mm.
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Tabela 1. Comparacao das dimensdes dos cérebros coletados dos trés grupos de camundongos. Na tabela tém-se
os valores das médias aritméticas (f ) dos trés animais de cada grupo para as dimensdes comprimento, largura e
a 4rea, todos em milimetros (mm) e milimetros quadrados (mm?) respectivamente. Também tém-se a relagio
dessas medidas pela razdo dos grupos entre si em porcentagem (%). Percebe-se que a variacdo ¢ pequena,

lembrando que os animais tinham diferenga de idade de um més e dois meses aproximadamente. p > 0,05.

Medidas ( X ) Grupos de animais Razdo entre grupos (%)

S. Htz. Nude Nude/S. Nude/Htz Htz/S.
C (mm) 11,63+0,99 10,61+0,14 10,7240,29 92 101 91
L (mm) 13,07+0,97 12,0710,23 12,0240,28 92 100 92
A (mm?2) 153,86125,08 128,10+1,9 128,9416,27 84 101 83

Com relagdo a analise feita por microtomografia dos cérebros dos mesmos animais, 0s
dados mostraram que todos os animais de cada grupo apresentavam com nitidez os plexos
coroides nas regides dos ventriculos cerebrais: laterais, terceiro e, em algumas fotos, o quarto,

como ¢ possivel ver nas figuras que se seguem (Fig. 34 a Fig. 36).

Figura 34. Fotomicrografia do cérebro de um dos camundongos selvagens. Na imagem ¢é possivel identificar a
presenca de plexo cordide nas regides dos ventriculos laterais (VL) e no terceiro ventriculo (3V). As setas

apontam o local onde esta o plexo cordide.
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Figura 35. Fotomicrografia do cérebro de um dos camundongos Nude/+. Na imagem ¢ possivel identificar a
presenca de plexo cordide nas regides dos ventriculos laterais (VL) no terceiro ventriculo (3V) e, também no

quarto ventriculo (4V). As setas apontam o local onde esté o plexo cordide.

Figura 36. Fotomicrografia do cérebro de um dos camundongos Nude. Na imagem ¢ possivel identificar a
presenca de plexo cordide nas regides dos ventriculos laterais (VL) e no terceiro ventriculo (3V). As setas

apontam o local onde esta o plexo cordide.
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Esses dados sugerem que camundongos Nude ndo tiveram alteragdes morfoldgicas no
cérebro quando comparados ao de camundongos selvagens e heterozigotos para Foxnl. Todos
os trés grupos também apresentaram similaridades quando seus cérebros foram comparados
anatomicamente, e com relagdo ao peso (Fig. 32) e medidas (Tab. 1)

Outra pergunta levantada neste trabalho foi sobre a possibilidade de FoxNI ter algum
papel na manuten¢do dos ventriculos cerebrais, uma vez que foi mostrado que se tem a
expressdo desse gene nos plexos cordides do cérebro de M. musculus. Pelas andlises de
microtomografia, foi possivel identificar que ndo havia colabamento destas estruturas nos
individuos Nude. Em todos animais (nos trés grupos de camundongos estudados) os
ventriculos mostravam-se “abertos” e os plexos coréides no seu interior estavam visiveis (Fig.
34 e 36). Tais dados sugerem que a auséncia do gene ndo afetou necessariamente a formagao

dos ventriculos e/ou do plexo cordide

5.5. Analise do paciente heterozigoto para FOXNI.

Devido a colaboragdo com o Laboratorio de Citogenética Clinica, da Faculdade de
Satde da UnB, foi identificado um paciente com uma dele¢do no gene FOXNI em
heterozigose, através da técnica de Microarranjo cromossomico (CMA) que apresentava
fendtipo sindrémico descrito a seguir.

O paciente, hoje com aproximadamente um ano e oito meses de idade, foi
encaminhado ao ambulatério de Genética do HUB-UnB, inicialmente com um diagndstico de
Sequéncia de Pierre-Robin. A crianca foi atendida pela primeira vez no dia 17 de maio de
2013, momento em que foi feita sua anamnese. O paciente ¢ filho de pais ndo-consanguineos
e apresenta malformagdes faciais como micrognatia e retrognatia, palato ogival e
parcialmente fendido, lingua posteriorizada, ocasionando dificuldade respiratoria moderada;
fenotipos sugestivos da sequéncia de Pierre-Robin (Moore et al., 2013; O’Rahilly e Muller,
1996). Notou-se também durante a andlise clinica, o formato incomum da parte posterior da
cabeca (Figura 37). No momento da consulta, a crianga fazia uso de tubo nasofaringeo e esse
uso ja acontecia desde o nascimento. O paciente nasceu de parto normal e teve cianose logo
apos o procedimento. Os profissionais da saude liberaram suas vias aéreas e foi ofertado

oxigénio com gradual melhora da cianose.
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Figura 37. Fotografias tiradas do paciente com dele¢do parcial de FOXNI em heterozigose. Nas imagens ¢
possivel visualizar algumas das caracteristicas descritas em sua anamnese, como a micrognatia e retrognatia ¢ o
formato incomum de seu cranio na parte posterior da cabega. As imagens foram autorizadas pela familia através

da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

Foi realizado um exame molecular de andlise cromossomica por Chromosomal
Microarray (CMA). O CMA ¢ a técnica mais utilizada para a triagem de alteragdes
cromossOmicas submicroscopicas (Sagoo et al., 2009), seja por dele¢do ou duplicagdo. Essa
técnica de citogenética molecular permite verificar se hd perdas ou ganhos de segmentos
cromossdmicos submicroscopicos no genoma de um individuo, detectando alteracdes
cromossomicas de 10 a 100 vezes menores do que ¢ visivel ao microscopio Optico,
dependendo da plataforma utilizada. O CMA foi realizado também em amostras de sangue

dos pais biologicos do paciente e o resultado foi normal, sendo a delegdo de novo.
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O exame mostrou uma dele¢cdo no cromossomo 17, de aproximadamente 9.300 pares
de base. O cromossomo 17 contém muitos genes e, entre eles, esta presente o gene FOXNI na
regido do braco longo (q) na posi¢ao q11.2 (Figura 38). A regido deletada do paciente inclui
uma extensa regido intrénica mas também encobre os dois primeiros éxons do gene. (Figura

39 ¢ 40).

|chr17 (o11.2) :-13.117p11.Mi!11.2 1712 DOEEEYEE 17022 1 H 4 CESRVIEESE

Figura 38. Imagem mostra uma representagdo do cromossomo 17 humano. O detalhe em vermelho mostra a
regido onde se localiza o gene FOXNI na espécie, na regido 17ql1.2. A imagem foi retirada do sitio OMIM
(http://genome.ucsc.edu/cgibin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A2683324826865174&hgsid=385805383
_1OkBAv6YadzQvRAkeaFJ6xFKIY1A).

A partir dos dados apresentados, conclui-se que a regido deletada no paciente em
questdo ndo inclui os éxons codificantes do dominio de ligagdo ao DNA, tampouco aos
relacionados com a transcricdo do dominio de ativagdo, localizado entre os sétimo e oitavo
éxons, com similaridade entre espécies, mas inclui o éxon 2 que ¢ o éxon de ancoragem para a

expressao alternativa do éxon la ou 1b (Schorpp ef al., 1997) e o cddon iniciador.

58



1768117690 17700 17710 17720 17730 17740 17750 17760 17770 17780 17790 17800 17
I T 1
DELECAO Eﬂl:(iﬁCTTTCTTTG&GEII“GBHCTGGGT§TGﬁTGTCﬁETﬂCCECCGCCGIZHGTCTGﬂCﬁTl:RCBIITGCCGGIICCEK:CHERCTGGRGGGCGﬂISCGCEMGGEGRI:CTERTGCHGBCRCEBGGCCTCC

FOXN1 GACGGCTTTCTTTGAGGCCAGGACTGGGTEATGGTGTCGCTACCCCCGCCGCAGTCTGACGTCACGCTGCCGGGCCCCACCAGACTGGAGGGCGAGCGCCARGGGGACCTCATGCAGGCACCGGGCCTCC
Consensus GACGGCTTTCTTTGAGGCCAGGACTGGGTGATGGTGTCGCTACCCCCGCCGCAGTCTGACGTCACGCTGCCGGGCCCCACCAGACTGGAGGGCGAGCGCCANGGGGACCTCATGCAGGCACCGGGCCTCC

1781117820 17830 17840 17850 17860 17870 17880 17890 17300 17910 17920 17930 17840
T . I

DELECAD | CAGGCTCCCCTGCCCCACAGAGTETARGTACCCGGCATCTGGGCCTGGGTTTAGGCCARGGCCTGCGGCTGCCCAGGCAACARGARGACCAGTCACCTTACCGCCCCCAGGGACCTCCCAGGGCCTGTCT
FOXN1 | CAGGCTCCCCTGCCCCACAGAGTRTARGTACCCGGCATCTGGGCCTGGGTTTAGGCCARGGCCTGCGGCTGCCCAGGCAACARGARGACCAGTCACCTTACCGCCCCCAGGGACCTCCCAGGGCCTGTCT
Consensus | CAGGCTCCCCTGCCCCACAGAGTRTARGTACCCGGCATCTGGGCCTGGETTTAGGCCARGECCTGCGGCTGCCCAGGCAACARGARGACCAGTCACCTTACCGCCCCCAGGGRCCTCCCAGGGCCTGTCT

1794117950 17960 17970 17980 17930 18000 18010 18020 18030 18040 18050 18060 18070

I I

DELECAD TGTCCCCTCCACCAGCARACARGTCCTCAGGGACCCCGAGATCCAGAGGGGTCACTCCTCATCCCTTCAGTCTGAGCCTGTCCCAGGGCTGTGAGCCCCATCAGATTTGGGGTACCCCAGGTTTCATGGE
FOXN1 TGTCCCCTCCACCAGCARACARGTCCTCAGGGACCCCGAGATCCAGAGGGGTCACTCCTCATCCCTTCAGTCTGAGCCTGTCCCAGGGCTGTGAGCCCCATCAGATT TGGGGTACCCCAGGTTTCATGGE
Consensus TGTCCCCTCCACCAGCARACARGTCCTCAGGGACCCCGAGATCCAGAGGGGTCACTCCTCATCCCTTCAGTCTGAGCCTGTCCCAGGGCTGTGAGCCCCATCAGATTTGGGGTACCCCAGGTTTCATGGE
1807118080 18090 18100 18110 18120 18130 18140 18150 18160 18170 18180 18190 18200

| |

DELECAD AGGGTGCCCTCATGARRTCGGGGCCARGGGTAGGCTATTTCTTCTCCACCATTTAGGGTCTTCCCAGAGCTCAGCCATAGACCCCCTTTACCCCAGARCAGAGTAGGGTCCCAGCCAGTCCCCAGGCCTG

FOXN1 AGGGTGCCCTCATGAAATCGGGGCCARGGGTAGGCTRATTTCTTCTCCACCATTTAGGGTCTTCCCAGAGCTCAGCCATAGACCCCCTTTACCCCAGARCAGAGTAGGGTCCCAGCCAGTCCCCAGGCCTG
Consensus AGGGTGCCCTCATGARATCGGGGCCARGGGTAGGCTATTTCTTCTCCACCATTTAGGGTCTTCCCAGAGCTCAGCCATAGACCCCCTTTACCCCAGARCAGAGTAGGGTCCCAGCCAGTCCCCAGGCCTG

1820118210 18220 18230 18240 18250 18260 18270 18280 18290 18300 18310 18320 18330
I

FOXN1 GTTCAGCCTCCACTCACAGGCTCGCTACTCTCTGTCTACCCAGARGCATGCCGGCTTCAGCTGCTCGTCATTTGTGTCCGACGGCCCTCCAGAGAGGACACCCTCACTGCCCCCACACAGCCCCCGEATT!
Consensus GTTCAGCCTCCACTCACAGGCTCGCTACTCTCTGTCTACCCAGARGCATGCCGGCTTCAGCTGCTCGTCATTTGTGTCCGACGGCCCTCCAGRGAGGACACCCTCACTGCCCCCACACAGCCCCCGEATT

18390 18400 18410 18420 18430 18440 18450 1535.1}
DELECAO [GCGTCACCAGGGCCCGAGCAAGTCCAGGGCCACTGCCCAGCCGGCCCCGGLCCTEEGCCCTTCAGGCTCTCACCCTCAGACARGTATCCTGGCTTTGGCT TTGAGGAGGCCGCAGCARGCAGCCCTGGEC,

FOXN1 GTCACCAGGGCCCGAGCARGTCCAGGGCCACTGCCCAGCCGGCCCCGGCCCTGGGCCCTTCAGGCTCTCACCCTCAGACARGTATCCTGGCTTTGGCTTTGAGGAGGCCGCAGCARGCAGCCCTGGGC!
Consensus GTCACCAGGGCCCGAGCAAGTCCAGGGCCACTGCCCAGCCGGCCCCGGCCCTGGGCCCTTCAGGCTCTCACCCTCAGACARGTATCCTGGCTTTGGCTTTGAGGAGGCCGCAGCARGCAGCCCTGGGC!

1
DELECAO G]’TCHGCETCCHETCHCRGGCTCGCTHCTCTCTG1[2TFICECI\%ﬂﬁCﬂTGCIZGGCT1[2ﬁﬁ[21GCTCG]’CﬂTTTl.'\TGTCCﬁﬁCGGCCCTCCﬁﬁﬂGﬂGﬁﬂCﬂCCCTCRCTGCCCCCHCHCRGCCCCCGCRTT

1846118470 18480 18430 18500 18510 18520 18530 18540 18550 18560 18570 18580 18590
1 I
DELECAD Em TCCTCARGGGCAGCCACGCGCCCTTCCACCCGTACARGCGGCCTTTCCATGAGGACGTCTTCCCAGAGGCCGRGACCACCCTGGCCCTCARAGGACACTCCTTTAARGACCCCAGGGCCGCTGGAGGC

FOXN1 |GATTCCTCARGGGCAGCCACGCGCCCTTCCACCCGTACARGCGECCTTTCCATGAGGACGTCTTCCCAGAGGCCGRGACCACCCTGGCCCTCARAGGACACTCCTTTAAGACCCCAGGGCCGCTGGAGGE
Consensus |[GATTCCTCARGGGCAGCCACGCGCCCTTCCACCCGTACARGCGGCCTTTCCATGAGGACGTCTTCCCAGAGGCCGRGACCACCCTGGCCCTCARAGGACACTCCTTTAAGACCCCAGGGCCGCTGGAGGC

1859118600 18610 18620 18630 18640 18650 18660 18670 18680 18690 18700 18710 18720
1 I

FOXN1 |CTTCGAGGAGATCCCAGTGGACGTGGCGGAGGCCGAGGCCTTCCTGCCTGGCTTCTCAGCAGAGGCCTGGTGTAACGGGCTCCCCTACCCCAGCCAGGAGCATGGCCCCCARGTCCTGRTGAGTACTAGT

DELECAD [CTTCGAGGAGATCCCAGTGGACGTGGCGGAGGCCGAGGCCTTCCTGCCTGGCTTCTCAGCAGAGGCCTGGTGTAACGGGCTCCCCTACCCCAGCCAGGAGCATGGCCCCCARGTCCTGRTGAGTACTAGT
Consensus |CTTCGAGGAGATCCCAGTGGACGTGGCGGAGGCCGAGGCCTTCCTGCCTGGCTTCTCAGCAGAGGCCTGGTGTAACGGGCTCCCCTACCCCAGCCAGGAGCATGGCCCCCARGTCCTGRTGAGTACTAGT

Figura 39. Alinhamento de parte da sequéncia deletada no cromossomo 17 do paciente heterozigoto para FOXNI
com a sequéncia do gene em questdo. A regido deletada inclui os dois primeiros éxons do gene, como mostrado
na figura em vermelho escuro, a localizagdo do primeiro éxon e em roxo a localizagdo do segundo éxon. A
delegdo tem 9332 pb de extensdo e na figura s6 foi mostrada a parte que inclui a parte codificante, todo o resto
esta em regides intronicas antes do primeiro éxon e depois do segundo. O alinhamento foi feito com o auxilio do

software Multalin (http://multalin.toulouse.inra.ftr/).
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Figura 40. Representacdo da estrutura do gene FOXNI na espécie humana. O gene apresenta oito éxons e tem
aproximadamente 31898 pares de base de extensdo. Em a) a estrutura do gene em questdo mostrando suas
regides promotora e finalizadora em lilds (proximos as extremidades da figura). Em b) uma representagdo do
ponto de delecdo do paciente heterozigoto para FOXNI (retangulo marcado com “x”). Esse ponto é aproximado
a 9910° base até a 19242 base aproximadamente. Essa regidio encobre, além de uma extensa regido intronica, 0s
dois primeiros éxons do gene. Essa aproximagdo foi feita apos andlise do alinhamento pelo software Multalin,
(http://multalin.toulouse.inra.fr/) da sequéncia de FOXNI com a sequéncia perdida pelo cromossomo do

paciente.
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6. DISCUSSAO

A andlise in silico da proteina de FoxN1 de G. gallus mostrou que ela apresenta, além
de tamanho similar, as mesmas regides conservadas ja vistas em outras espécies, sendo elas o
dominio de ligagdo ao DNA e o dominio de ativagdo, em menor escala, como visto nos
alinhamentos da proteina FoxNT1 entre espécies e de todas as proteinas Fox de G. gallus (Fig.
21). O gene FoxNI de G. gallus também apresentou semelhanga de forma em relacdo a outras
espécies, apresentando oito éxons, porém sem a identificagdo até o momento de éxons
alternativos de ligacdo tecido-especifica como vistos em humanos e em camundongos (Fig.
18) (Schorpp et al., 1997).

O dominio fkh ¢ codificado pelos quarto, quinto e sexto éxons da sequéncia do gene, e
o dominio de ativagdo ¢ codificado pelos sétimo e oitavo éxons (Fig. 18). Dentre as
sequéncias de aminoacidos correspondentes as proteinas da subclasse FoxN em G. gallus,
FoxN1 e FoxN4, apresentaram maior similaridade que FoxN2 e FoxN3 (Figs. 24 e 25),
sugerindo uma divergéncia na evolugdo filogenética dessa subclasse. De acordo com Mazet e
colaboradores (2003), existem residuos de aminoacidos nas sequéncias de FoxN que sdo
candidatos a terem papeis funcionais importantes na divergéncia seletiva dessa subclasse e
podem representar os residuos responsaveis pela atividade especifica e pela divergéncia da
ligacdo dessas proteinas ao DNA.

FoxN1 ¢ FoxN4 estdo ambos envolvidos na diferenciagdo celular durante o
desenvolvimento embrionario (Hannenhaalli e Kaestner, 2009). FoxN1 age na diferenciagdo
dos foliculos capilares e nas células epiteliais do timo e FoxN4 estd envolvido na
diferenciagdo das células amécrinas e horizontais durante a formacdo da retina em
camundongos (Li et al., 2004). Também estd envolvido na especificacdo dos interneurénios
na regido ventral da espinha dorsal e € essencial para a formagao do canal atrio-ventricular no
desenvolvimento do coragdo em D. rerio (zebrafish) (Chi et al., 2008), o que pode instigar
ainda mais a possibilidade de que seu homologo, FoxN1 tenha um papel na formagdo do
SNC.

A andlise por qPCR dos estagios embriondrios selecionados de G. gallus mostrou a
amplificagcdo de FoxNI nos embrides de G. gallus desde o estagio primordial de 18 h (HH 4)
que consiste no estagio de inicio da neurulagdo, em que a placa neural comeca a se formar, e
ainda ndo ha formagdo de queratindcitos ou epitélio timico que possam justificar essa
expressdo, sendo entdo mais um indicativo de que FoxNI pode estar sendo expresso no SNC

(Figs. 26 e 27).
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Darnell e colaboradores (2014) estudaram a expressao temporal e espacial de FoxNI
em embrides de G. gallus por meio de hibridizagdo in situ. Este grupo teve como foco apenas
a expressdo deste gene nos primordios do timo, pele e penas. Os resultados encontrados
corroboram parcialmente os aqui descritos. Este grupo ndo detectou expressdo génica de
FoxNI antes do estagio de 24 h (HH 6), sendo bem expresso no timo a partir do estagio de 33
h (HH 10) de desenvolvimento e, na pele partir do estagio de 48 h (HH 12) de
desenvolvimento.

Como Darnell e colaboradores (2014), foi detectada uma expressao crescente a partir
do estagio de 24 horas de desenvolvimento. Neste periodo o embrido forma ativamente os
primoérdios do SNC, ha diferenciagdo de células do ectoderma de superficie estimuladas pela
notocorda. As células do ectoderma de superficie que respondem ao estimulo da notocorda,
formam a placa neural, que ¢ constituida por células que dardo origem ao tubo neural, e
células da crista neural, que vao se posicionar bilateralmente a este tubo. Estas células tem a
habilidade migratoria, e dependendo de onde estdo no tubo neural, participardo na formagao
de estruturas distintas. Entre outras estruturas, as células da crista neural que se localizam
bilateralmente, ao primérdio da terceira vesicula encefilica, o rombencéfalo, participardo na
formagao dos arcos faringeos (Fig. 31) (Moore et al., 2013).

O timo se forma no terceiro arco faringeo, e sua endoderme se separa da faringe por
volta do quinto dia de incubag¢ao no embrido de galinha (Le Douarin e Jotereau, 1975). Sendo
assim, nossos resultados estdo alinhados com aqueles descritos por Darnell e colaboradores
(2014) no que diz respeito a expressao no primérdio do timo. Porém, espera-se que esta
diferenciagdo celular das células da crista neural seja paulatina e que a expressdo de genes
envolvidos no desenvolvimento de estruturas especificas comece em estagios precedentes e
perdure até a formagdo completa da estrutura, e muitas vezes participando da funcdo da
estrutura no adulto, como ¢ o caso de FoxNI no timo e na pele.

Estudos de expressdo em orgdos de individuos jovens mostraram uma expressao
importante deste gene no timo (Fig. 28) corroborando varios estudos (Albuquerque et al.,
2002; Bleul et al., 2006; Cheng et al., 2009; Dooley et al., 2005), inclusive Darnell ef al.,
2014. Nao foi detectado em nosso estudo expressdo no cérebro do jovem adulto nem pela
analise molecular de qPCR em G. gallus nem por analise macroscopica dos cérebros de M.
musculus (Fig. 33), apesar de Amorosi e colaboradores (2008), por meio de hibridizacdo in
situ em cortes histologicos de cérebro de camundongo, terem visualizado expressdo deste

gene no plexo cordide.
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Também ndo foi detectada nenhum tipo de ma formagao do plexo ou dos ventriculos
cerebrais. Quando comparamos macroscopicamente os cérebros dos trés grupos analisados,
vimos porém que o cérebro de um individuo nude aparenta estar mais liso na regido cortical,
possuindo menos giros e sulcos (Fig. 36). Esses achados podem indicar que Foxnl pode estar
envolvido na secre¢do do liquido cefalorraquidiano, pois este contém as moléculas principais
para a formagdo e manutengio do SNC. E possivel que FoxNI tenha um papel menos
estruturalmente impactante, como sugerido em 2010, por Amorosi e colaboradores, como por
exemplo, possa exercer uma funcdo de co-fator, mais do que de controlador génico, isso
explicaria pelo menos parcialmente o grande spectrum de fendtipos nos pacientes descritos
pelo grupo (Amorosi et al., 2008 e 2010). Outros 6rgaos abdominais analisados nao
mostraram qualquer diferencga anatdmica quando Foxnl estava presente ou mutado.

Os dados preliminares de imunofluorescéncia corroboram também com a expressao de
FoxNI na regido dos arcos faringeos (Fig. 30), onde o primérdio do timo ¢ formado em
estagios subsequentes. Estes resultados corroboram os descritos por Darnell e colaboradores
(2014).

O paciente analisado neste estudo apresentava uma dele¢ao parcial no gene FOXNI
em heterozigose e caracteristica sindromicas correspondentes da Sequéncia de Pierre-Robin,
como a micrognatia e retrognatia, lingua posteriorizada e palato ogival parcialmente fendido
(Fig. 37). Essa constatagdo ¢ interessante pois a Sequéncia de Pierre-Robin ¢ oriunda de
defeitos de formagdo dos arcos faringeos, local onde FOXNI ¢ expresso. Esses dados
corroboram a ideia de que a delecdo de FOXNI no paciente seja responsavel pelo fendtipo
encontrado.

Notou-se também durante a andlise clinica, o formato incomum da parte posterior da
cabeca do paciente (Fig. 37). Essa caracteristica pode ser consequéncia de eventos
comprometidos durante o desenvolvimento do SNC e mais estudos de imagens, como
tomografias devem ser feitas para investigar melhor a extensao dessa ma formacao.

A regido deletada do paciente inclui uma extensa regido intrénica mas também
encobre os segundo e terceiro éxons do gene (Figura 39 e 40). A partir dos dados
apresentados, pode-se perceber que a regido deletada no paciente em questdo ndo inclui os
¢xons codificantes do dominio de ligagdo ao DNA, tampouco aos relacionados com a
transcricdo do dominio de ativagdo, localizado entre os sétimo e oitavo éxons, com
similaridade entre espécies, mas inclui o segundo éxons que ¢ o de ancoragem para a
expressdo alternativa do éxon la ou 1b (Schorpp ef al., 1997) e é o que possui o cddon

iniciador. Entretanto, ao longo do intron subsequente a dele¢ao e do éxon seguinte € possivel
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encontrar varios possiveis cddons iniciadores (ATG) que manteriam a fase de leitura, para a
constru¢dao de uma proteina FOXN1 incompleta contendo os dominios de ligagdo ao DNA e
de ativacdo. Nao se sabe porém se foram perdidos na delegdo elementos reguladores
importantes, inclusive sitios de splicing.

Em conjunto estes dados sugerem que estes fendtipos podem ser consequéncia ou de
uma haploinsuficiéncia génica, ou ainda a possibilidade que a proteina mutada ocupe o local
de ativacdo/repressdo, sem efetuar sua funcdo e prejudicando o posicionamento de outros
fatores de transcrigao.

Os estudos em G. gallus auxiliam na compreensdo da expressao temporal e espacial de
FoxNI estudado em outros organismos modelo, como o camundongo. A expressdo do gene
em estagios do inicio da formagdo do SNC em G. gallus estdo em sintonia com os achados
que mostram que hd expressdo de Foxnl em estruturas cerebrais (plexo coroide) em M.
musculus e a visualiza¢cdo de que o cérebro de um camundongo nude apresenta menos giros e
sulcos também corrobora essa sintonia.

Como FoxN1 também ¢ um fator de transcri¢do conservado e homologo em humanos,
as caracteristicas mostradas no paciente estudado ajudam a aumentar a hipotese de que
FOXNI possa ter algum papel no desenvolvimento do SNC, uma vez que ja ha uma hipdtese
de que seu fenotipo pode estar associado a Sequéncia de Pierre-Robin e esta ¢ uma sindrome
originada de uma estrutura onde ha expressdo de FOXNI, e que a forma peculiar da parte

posterior de sua cabeca ¢ sugestiva de um defeito na correta formag¢ao do SNC.
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7. CONCLUSOES

» A proteina FoxN1 tem grande similaridade evolutiva, tanto em sequéncia de
nucleotideos quanto em sequéncia de aminoacidos, sugerindo um papel funcional
importante e provavelmente conservado. Comparagdo com genoma de outros modelos
mostrou que a proteina contem dominios de ligacdo ao DNA e de ativagdo
conservados. A proteina ndo contem dominios transmembranares, o que corrobora

com sua fung¢do de fator de transcrigdo.

» Em G. gallus, o nivel de similaridade entre FoxN1 e FoxN4 sugere que estas

proteinas surgiram de uma duplicacdo antiga e que sao homologas.

» Em embrides de G. gallus em estagios iniciais, verificou-se expressdo crescente de
FoxNI nos primeiros estagios do desenvolvimento, coincidente com a formagdo de
estruturas primordiais do SNC e da face. Dados preliminares de imunofluorescéncia,
sugerem, pelo menos em estagio poés-dobramento, a presenca desta proteina nos arcos

faringeos.

» Cérebros de camundongos selvagem (Foxnl +/+), heterozigotos (Nude/+) e Nudes
(Foxnl -/-), mostraram-se estruturalmente similares, sem comprometimento tanto do
plexo cordide quanto dos ventriculos. Esta observacdo corrobora a hipdtese de
Amorosi et al. (2010) de que FoxNI possa exercer uma fun¢do de co-fator, mais do

que de controlador génico.

» Em adicdo, identificou-se um paciente com malformagdo cefalica e portador de uma
deleg¢do dos primeiros éxons de FOXNI em heterozigose. Estes achados fortalecem a
hipotese de uma func¢do de FoxNI no desenvolvimento do SNC e corroboram estudos
funcionais que mostram a participagdo desta proteina na formagao dos arcos faringeos.
Estudos moleculares complementares sdo necessarios para mapear exatamente a
dele¢do no paciente, assim como exames de imagens mais acurados da cabega do

paciente devem ser feitos para analisar a extensdo da malformacao do SNC.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1

Sequéncia nucleotidica do dominio forkhead de M. musculus.

Sequéncia de bases nitrogenadas referentes ao dominio de ligagdo ao DNA de FoxN1
em M. musculus de acordo com o artigo Nehls et al (1994): N’terminal-
AGC.CCA.TCT.ACT.CTT.ACA.GCA.TCC.TCA.TCT.TCA.TGG.CCC.TTA.AGA.ACA.GT
A.AGA.CCG.GAA.GCC.TTC.CAG.TCA.GTG.AAA.TCT.ACA.ATT.TCA. TGA.CGG.AGC
ACT.TCC.CTT.ACT.TCA.AGA.CTG.CTC.CTG.ATG.GCT.GGA. AGA.ATT.CTG.TTC.G
CC.ATA.ACC.TGT.CCC.TCA.ACA.AGT.GCT.TTG.AGA.AGG.TGG.AGA.ATA.AAT.CC
G.GAA.GTT.CCT.CTC.GAA.AGG.GCT.GTC.TGT.GGG.CCC.TCA.ATC.CTT.CCA.AAA.
TCG.ACA.AGA.TGC.AGG.AAG.AAC.CTG.CAG.AA —C’terminal.

Sequéncia de aminodcidos referentes ao dominio de ligagdo ao DNA de FoxN1 em
Mus musculus de acordo com o artigo Nehls er al. (1994): N’terminal -
KPIYSYSILIFMALKNSKTGSLPVSEIYNFMTEHFPYFKTAPDGWKNSVRHNLSLNKCF
EKVENKSGSSSRKGCLWALNPSKIDKMQEELQK — C’terminal.
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9.2. Anexo 2

Certificados com parecer aprovado pelo CEUA-UnB.

4

Certificados do projeto com parecer aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal,

CEUA-UnB. Declarag

do referente ao projeto de mestrado e, abaixo deste, a declaragdo

referente ao adendo feito ao projeto.
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9.3. Anexo 3

Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos responséveis legais do paciente.

/ Termo de consentimento livre e esclarecido
Titulo do projeto:

A Professora Doutora € a pesquisadora responsdvel pelos procedimentos
enwlvmummauilinaodummmmamhmA-a-ihhbn:in-em
mlmennmlwuowm&wmkdwmhm.

AmmmkwammmmMeﬂwmmu&o.m&
m&uémhmfmknﬂpchequipcws«viwdewchh&lm&fmwm“-a-mc
mmumnmamﬁmmmnm-mm.

Qemewkﬂ&mmmmwwmgmw“m“m.m
nl.mdimgentihmequeomiemcmmmquﬁvdwimommqueﬂnwnhvk—upn
omhwemmﬂm&mmamcmafm&m-mmm
pesquinmiljﬂmdomdhpmo.mmmcmmmkm&mm

- ——— Jprofissio i
residente ¢ domicilisdo em ——— - porador da Cédula de
Identidade. RG . ¢ inscrito no CPF/MF nascidofa)em
abaixo assinado{a), concordo de livre e espontinea  vontade com a participac®o de meu (minha) filhora)
S— =

- com— e ——————————————————————

mpu—_ _ __,_'.cmmwmmahhmmmm

(‘lmlﬂbhmtidoﬁﬂdufmognﬁn'

( ;cmmmmmmmmwﬁmum.

( )medoquujmmmmlmmmﬁmomkdnﬁm.

() Nio concordo que sejam inchhhsemm-hudaodcpwliauooum.

Brasilia, de de20

——— —————————————————

e — A ————— — —————eess ———— .

Assunaturs Jo participanic

Dra
Pesquisadora responsével
Telefone para contato: (61) 31071745
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