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Resumo

O correcto desenvolvimento dos embrides de metazoarios segmentados depende do
desenvolvimento de um sistema vascular sanguineo, um processo regulado a varios niveis. Este passo do
desenvolvimento embrionario passa por varios eventos morfogenéticos, que resultam na conversdo
funcional de células progenitoras, responsivas a factores pro-angiogénicos, em redes complexas de vasos
sanguineos, que cobrem todo o organismo e acompanham o crescimento do embrido.

O desenvolvimento do sistema vascular € um processo dindmico, em que as células endoteliais
integram continuamente sinais de expansdo e amadurecimento da rede vascular. A presenca de sinais
conflituosos resulta hum sistema altamente dindmico, que responde rapidamente as necessidades mas que
ndo se expande desnecessariamente. Existem varias vias de sinalizacdo que estdo envolvidas na regulacéo
da remodelacdo do sistema vascular embrionario. Neste trabalho avaliou-se a importancia de DIl4, um
ligando da via de sinalizacdo Notch, neste papel. Produziram-se linhas de ratinhos transgénicos com
sobre-expressdo condicional de dll4, que revelaram um papel importante deste gene na determinacdo da
identidade endotelial arterial e na inducdo de quiescéncia e maturagdo do sistema vascular. Neste sentido,
Dll4 reduz o perfil migratorio das células endoteliais, inibe a formacdo de novas ramifica¢fes vasculares,
estimula o recrutamento de células de musculo liso, aumenta a producdo de matriz extracelular, aumenta a
adesdo celular homotipica e reduz a proliferagdo endotelial. Este papel é conseguido, pelo menos
parcialmente, por DIl4, através da via Notch, actuar de forma negativa sobre o funcionamento de vias proé-
angiogénicas, como a via VEGF e Whnt.

A anélise da funcédo de DIl4 no desenvolvimento da vasculatura tumoral confirmou o papel anti-
angiogénico deste gene. Os resultados revelaram que o bloqueio do funcionamento deste gene resulta
numa vasculatura hiper-ramificada, mas hipo-perfundida, que ndo suporta o crescimento tumoral. Este
facto sustenta a hipotese do controlo do funcionamento de DII4 apresentar potencial terapéutico na luta
contra o cancro.

Palavras-chave: DIl4, Notch, Transgénese, Desenvolvimento vascular, Angiogénese,
Microarrays, Tumores



Thesis title: Analysis of DII4 function in the regulation of embryonic angiogenesis
and tumoral neo-angiogenesis

Abstract

The correct development of the segmented metazoan embryo depends on the
development of a blood vascular system, a highly regulated process. This step in embryonic
development goes through various morphogenetic events, which result in the functional
conversion of angiogenic responsive progenitor cells into complex networks of blood vessels that
span the entire organism and accompany the growth of the embryo.

Vascular system development is a dynamic process in which endothelial cells
continuously integrate vascular expansion and maturation signs. The presence of conflicting
signals results in a highly dynamic system, that responds quickly when is needed but doesn’t
grow uncontrolled. Various signalling pathways are involved in the regulation of the embryonic
vascular system remodeling. In this work the importance of DII4, a Notch pathway ligand, in this
role is evaluated. DIl4 conditional overexpression transgenic mouse lines were produced, which
revealed an important function of the gene in the determination of arterial endothelial identity and
in the induction of quiescence and maturation of the vascular system. DII4 function is shown to
reduce endothelial migration, sprouting and branching, recruitment of smooth muscle cells,
endothelial proliferation and increase the production of extracellular matrix and homotypic
cellular adhesion. These cellular functions are affected, at least partially, by DII4 activated Notch
signaling negatively regulating pro-angiogenic pathways, as VEGF and Wnt.

Analysis on the importance of DII4 in tumor vasculature development confirmed the
anti-angiogenic role of this gene. Results revealed that DII4 blockade leads to the formation of a
hyper-ramified, but hypo-perfused, vasculature that cannot support tumor growth. This fact
indicated DII4 as a possible therapeutic target for cancer.

Key words: DII4, Notch, Transgenics, Vascular development, Angiogenesis, Microarrays,
Tumors
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Objectivos

O sistema vascular é o primeiro 6rgéo que se forma nos vertebrados. E essencial para
a sobrevivéncia dos organismos complexos pois permite levar nutrientes e oxigenio e escoar
metabolitos de regides que se encontram muito além do limite de difusdo dessas moléculas a
partir do exterior. O seu desenvolvimento é muito estruturado e regulado por factores
genéticos e fisicos pois este sistema tem de acompanhar o desenvolvimento e crescimento de
um organismo e tem de ser capaz de responder rapida e organizadamente a lesbes e
necessidades geradas por estimulos patolégicos.

A investigacdo associada ao desenvolvimento vascular assume uma grande
importancia na compreensdo da etiologia de malformagdes vasculares letais em humanos e de
doencas associadas ao desenvolvimento de uma vasculatura anormal. As doengas com maior
impacto social e humano, doencgas cardiovasculares, cancro, diabetes, etc., estdo associadas,
directa ou indirectamente, a ocorréncia de alteragcdes na fungédo vascular. Especificamente, o
cancro compreende um conjunto de doencas caracterizadas pela evolucdo de uma populacéo
de celulas com caracteristicas hiperproliferativas e invasivas, cujo desenvolvimento depende
da formacdo de uma nova vasculatura de suporte, por um processo designado de neo-
angiogénese. A neo-angiogénese tumoral recapitula, pelo menos em parte, o desenvolvimento
vascular embrionario. Este facto levou a que nas Ultimas trés décadas se desenvolvessem
inimeros estudos de cariz genéticos sobre genes envolvidos, ou suspeitos de estarem
envolvidos, na regulacdo do desenvolvimento vascular embrionario. O sistema vascular
embrionario permite uma avaliacdo relativamente rapida da funcdo de um gene, permitindo
avaliar funcdes de diferenciacdo, proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo, ramificacdo e
determinacdo. A evolucdo de técnicas de analise gendmica e transcriptomica permitiram
também que se consiga estudar interaccBes entre genes e vias de sinalizacdo neste sistema.
Estudos neste sistema permitem descobrir e rastrear genes relevantes para que depois se
possam passar 0s dados descobertos para estudos em animais adultos em situacdes
patologicas, de modo a avaliar a translacdo dos resultados e respectiva importancia para o
desenvolvimento de novas possiveis terapéuticas.

A via Notch é uma via de sinalizacdo intercelular com funcdes regulatorias em
diversos processos celulares, nos diversos tecidos em que é expressa. E conhecido o seu papel
na regulacdo do desenvolvimento vascular devido & descricdo de fenotipos vasculares letais
embrionarios em mutantes de perda- e ganho-de-funcdo dos seus receptores

transmembranares. Em mamiferos conhecem-se cinco ligandos transmembranares para 0S
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receptores Notch, no entanto apenas DII4 tem expressdo no endotélio arterial embrionario nos
estadios em que se reportou o fendtipo vascular letal com os seus receptores. Este facto levou
a que se propusesse DIl4 como sendo o ligando responséavel pela activacdo dos receptores
Notch no endotélio embrionario. Para comprovar essa teoria desenharam-se estudos com
mutantes de perda- e ganho-de-funcéo em dll4.

Os trabalhos descritos nesta tese relatam as experiéncias de ganho-de-fungdo em
DIl4, mediante a producdo e analise de embrides de murganho transgénicos com sobre-
expressao condicional de DII4 ubiqua e restrita ao endotélio. A analise dos embrides foi feita
ao nivel da morfologia macroscopica das estruturas vasculares primarias, as principais
artérias, veias e redes capilares, e ao nivel celular, no endotélio e suas células de suporte. A
analise compreende uma componente molecular, a nivel genético e proteico, tentando ndo s6
elucidar a funcdo de DII4 na regulacdo do desenvolvimento vascular e na determinagdo da
identidade endotelial arterial, como também ajudar a compreender as redes de regulacdo
genica que se encontrem sob controlo da via DIl4-Notch.

Por fim, este trabalho pretende abrir caminho para a translacé@o clinica ao, procurar
confirmacdo da importancia de DII4 na regulacdo da neo-angiogenese tumoral. Espera-se que
estes resultados, associados aos resultados de outros grupos com quem temos colaborado,
permitam indicar D114 como um forte candidato a alvo terapéutico para patologias associadas

a anomalias vasculares.



Capitulo 1 — Reviséao bilbliogréfica

1.1 - Introducé&o ao estudo da genética de desenvolvimento

em mamiferos.

Desde o inicio dos estudos da genética animal que se testaram varios modelos animais.
Hoje em dia, os estudos em ratinho (mus musculus) assumem uma importancia elevada. Tal
advém, em particular, do desenvolvimento de técnicas robustas para manipulacdo genética e
da concluséo dos trabalhos de sequenciacdo do genoma (Waterston, et al., 2002) e, em geral,
de se tratar do animal modelo, geneticamente manipulavel, mais préximo da espécie humana.

Existem varios animais modelo ao dispdr da comunidade cientifica. Modelos como
Drosophila melanogaster (mosca da fruta), Caenorhabditis elegans (neméatode) ou Danio
rerio (peixe-zebra) tém vantagens face aos ratinhos, em especial no intervalo de geracdo, mas
também por serem animais com menor complexidade gendmica. Juntando a isto, temos o
facto de na generalidade terem embrides mais acessiveis as técnicas de imagiologia correntes
e uma gestacdo externa ao corpo da mée, o que leva a que o progresso da analise genética do
desenvolvimento embrionario nestas espécies seja mais expedito do que no ratinho. Apesar
das contrariedades, reconhece-se um desafio Unico na tentativa de compreender a regulacéo
génica do crescimento e diferenciacdo do embrido de mamiferos. Grande parte desse interesse
prende-se com o reconhecimento de que o desenvolvimento embrionario do ratinho tem
muitas semelhancas com o desenvolvimento embriondrio humano e com o facto de se saber
que os ratinhos podem apresentar doencas semelhantes as que afligem os humanos. A
compreensdo da mecanistica da causalidade de processos como 0 cancro e os defeitos
congénitos no ratinho, entre outros, produz normalmente informacdo que € directamente
aplicavel ao homem, sendo este o principal factor motivador da investigacdo em ratinho face
aos modelos mais simples.

Os primeiros trabalhos experimentais em embriologia de mamiferos, ainda no Século
XIX, foram essencialmente executados em embrides de coelho (Oppenheimer, 1967), embora
s6 na segunda década do Século XX é que estes estudos tivessem comecado a tomar
conotacBes mais cientificas (Hogan, et al., 1994). Esta escolha prendeu-se com o facto de os
embrides de coelho serem grandes e faceis de manipular, devido a espessa camada de muco
que os reveste, e com o facto de a ovulacdo ser induzida pelo acto da copula, o que facilitava

0 estabelecimento da idade dos embribes. No entanto estas vantagens foram ultrapassadas
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quando se comecou a conhecer melhor a fisiologia e a genética dos ratinhos (Hogan, et al.,
1994).

Os trabalhos com embrides de ratinho comecaram na década de quarenta, embora s6
em 1956 é que se tenha conseguido manter em cultura um embrido recém-fertilizado até ao
estadio de blastocisto (Whitten, 1957). Foi nesta década ainda que se definiram com precisao
0s requisitos nutricionais dos embrides de ratinho na fase de pré-implantacdo, assim como se
estabeleceram as técnicas de transferéncia uterina e para o oviduto, que permitiriam o
desenvolvimento a termo de embrides cultivados. Com estes avangos tornou-se possivel
iniciar estudos reprodutiveis com grande namero de embries, um requisito essencial para o
avanco cientifico.

Ainda nesta década fizeram-se as primeiras quimeras embrionarias por agregacdo
(McLaren ; Biggers, 1958). Os primeiros métodos envolviam a quebra mecénica da zona
pellucida, o que tornava a técnica extremamente dificil de executar sem danificar os embrides.
A descoberta da enzima pronase e da sua actividade degradativa da zona pellucida tornou esta
técnica mais acessivel.

A década de setenta viu o inicio dos estudos de cariz genético em embriologia, entre
eles destacam-se estudos em que se transferia ARN (&cido ribonucleico) para embrides e
estudos em que se transferiam ndcleos entre dvulos fertilizados (Brinster, et al., 1980). Mais
para o fim desta década a atencao dos investigadores virou-se para a morfogenese embrionaria
e a sua regulacdo, em particular para a formacdo das trés linhas germinativas embrionarias.
Neste sentido executaram-se experiéncias em que se injectavam células isoladas em
blastocistos e outras em que se colocavam porcdes especificas de embrides em locais
ectdpicos (Papaioannou ; V.E, 1977). A grande descoberta decorrente destas experiéncias foi
a da existéncia de células pluripotentes na ectoderme primitiva. Estas células, que mais tarde
viriam a ser chamadas de células estaminais embrionarias (CEE) tinham a capacidade
invulgar de contribuir para qualquer uma das linhagens germinativas. Estes estudos sobre a
pluripotencialidade de certas células embrionarias foram complementados pelo uso de
teratocarcinomas (Jacob, 1983). Os teratocarcinomas sdo tumores das gdnadas, sendo
compostos por células de diferentes tipos, todas derivadas de uma populacdo de células
estaminais, conhecidas por células do carcinoma embrionario. Como era relativamente facil
obter este tipo de células, estas foram usadas em varias experiéncias e mais tarde provou-se
que podiam ser mantidas em cultura como uma mistura de células diferenciadas e
indiferenciadas. A posterior descoberta que estas células podiam ser transferidas para

blastocistos e contribuir para varios tecidos adultos veio entdo trazer esta técnica para a ribalta



da embriologia experimental, ainda na década de setenta. (Brinster, 1974, Mintz ; Ilimensee,
1975).

O isolamento de linhas de células estaminais embrionarias (CEE) (Evans ; Kaufman,
1981, Martin, 1981) levou a que se tentasse fazer transferéncia de CEE para blastocistos, da
mesma maneira que faziam com teratocarcinomas, permitindo uma integracdo na linha
germinal estavel, eficiente e reprodutivel. Mais recentemente surgiu um método alternativo de
integracdo de CEE em embrides, a agregacdo embrionéria, que permite uma poupanca de
tempo e equipamento face a técnicas baseadas em injeccdo (Wood, et al., 1993). A
manipulacdo genética dessas células permitiu que se iniciassem estudos de funcdo génica em
grande numero e com relativa facilidade, permitindo relacionar alteracdo génica com
alteracBes fenotipicas para inUmeros genes até ao momento. Este sistema foi usado
especialmente para produzir animais com perda de funcdo génica, fazendo recurso a
tecnologia de recombinacdo homologa (Capecchi, 1989). As CEE também podem ser usadas
para produzir animais transgénicos de ganho de funcdo (Wood, et al., 1993), mas o0 metodo
mais popular é a microinjec¢do pronuclear, apesar de exigir mais equipamento (Rulicke ;
Hubscher, 2000).

1.2 - Via Notch

Ja se conheciam mutantes para o gene Notch em D. melanogaster desde o principio
do Século XX, com os estudos de Morgan e Moohr (Moohr, 1919, Morgan, 1917), devido a
existéncia de moscas mutantes com perda de funcdo parcial de Notch, que tém indentac6es na

ponta das asas.



Figura 1 - Indentagdes em asas de D. Melanogaster com muta¢des em membros da via Notch. A) Asas de D. melanogaster controlo. B)
Asas de D. melanogaster com mutacdes em Supressor of hairless. C) Asas de D. melanogaster com mutacdes em Notch. Adaptado de (Lai,
2004) e (Artavanis-Tsakonas, et al., 1995)

O gene Notch de D. melanogaster codifica um receptor transmembranar de tipo I,
com um Unico dominio transmembranar e foi identificado como sendo um gene neurogénico
(Dietrich ; Campos-Ortega, 1984, Poulson, 1937).

Nos dltimos vinte anos descobriu-se que Notch, e genes homdlogos de Notch em
outros organismos, estdo envolvidos em variados processos celulares, tais como comunicacao
célula a célula, regulacdo da proliferacdo celular, regulacdo da sobrevivéncia celular, decisbes
de destino celular, na diferenciacdo de tecidos e morfogénese, quer em situacdes de
desenvolvimento normal como em situagdes patoldgicas (Schweisguth, 2004). Notch engloba-
se num sistema de sinalizacdo, conhecido por Sinalizacdo Notch ou Via Notch, que envolve,
canonicamente, a existéncia de um ligando de superficie, Delta ou Serrate, em D.
melanogaster, numa célula, que sinaliza para um receptor Notch numa célula vizinha.

Existem varios modelos de sinalizacdo Notch, os mais conhecidos sdo:

- Inibicdo lateral, por exemplo explica a diferenciacdo de neuroblastos de D. melanogaster a
partir de agregados homogéneos de células proneurais. Este modelo baseia-se no facto de
todas as células envolvidas expressarem niveis basais de Notch e Delta e existirem variacoes,
possivelmente aleatérias, no nivel de activacdo de Notch nas diferentes células do grupo

homogéneo. Em células em que o nivel de Notch activado for mais alto vai ocorrer uma maior
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inibicdo da expressdao de Delta e indugdo de Notch, desequilibrando assim o grupo
homogéneo. No caso dos agregados proneurais, as células que acabam a expressar mais Delta
tornam-se neuroblastos e inibem as células que acabam a expressar mais Notch de diferenciar
também, mantendo-se estas como epidermoblastos (Artavanis-Tsakonas, et al., 1995).
Inicialmente este tipo de sinalizacdo foi atribuido a efeitos de retro-sinalizacdo positiva e
negativa de Notch em relacéo a si proprio e a Delta (Heitzler ; Simpson, 1993).

Agregado proneural

Figura 2 - Modelo de inibi¢do lateral. As células com maior actividade de Notch assumem um destino diferente das células com menor
actividade de Notch. Adaptado de (Bray, 2006).

- Modelo de decisdo de linhagens, em que a sinalizacdo Notch entre duas células filhas é
dependente da heranca assimétrica de reguladores de sinalizagdo Notch. No caso das células
precursoras dos Orgdos sensoriais de D. melanogaster, este sistema depende da heranca

assimétrica de Numb entre as células filhas.

Linhagem de CPOS

Figura 3 - Modelo de decisdo de linhagens, em que células filhas assumem destinos celulares distintos consoante herdem assimetricamente
reguladores da via Notch. Adaptado de (Bray, 2006).

- Modelo de Inducéo, em que a sinalizacdo ocorre entre duas populacdes e pode estabelecer
um organizador e/ou segregar as duas. Este tipo de sinalizacdo pode ocorrer em zonas de
fronteira entre tecidos ou entre nichos de células progenitores e as células de estroma
rodeantes (Bray, 2006).
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Figura 4 - Modelo de indugéo, em que a sinalizagdo ocorre entre duas populagdes de células. Adaptado de (Bray, 2006).

Notch funciona como receptor na membrana celular e como regulador transcricional
no nucleo da celula. Esta dupla funcionalidade requer um processo de proteodlise intra-
membranar (Brown, et al., 2000), que é comum a outros receptores membranares ndo
relacionados, tais como SREBP, APP e N-caderina (Brown, et al., 2000, Marambaud, et al.,
2003), apesar de ser uma forma de transducdo de sinal pouco comum (Schweisguth, 2004).

Notch repeticbes EGF LIN

O - |y

PEST

Figura 5 - Representagio esquemadtica de Notch. Na porcdo extracelular existem repeti¢des do dominio EGF (factor de crescimento
epidermal) e LIN (Notch/Lin12). Na porgéo intracelular existe o dominio RAM, repeticdes de dominio de ankirina e dominio PEST.
Adaptado de (Bray, 2006).

Notch é traduzido como um péptido precursor com cerca de 300kDa, e na passagem
pela regido luminal do trans-Golgi, antes de ser transferido para a membrana, é clivado por
uma secretase semelhante-a-furina. Essa clivagem separa a regido extracelular da regido
transmembranar/intracelular (Fortini, 2002), que sdo ligadas de novo, por ligacdes ndo-
covalentes, dependentes de Ca?* (Rand, et al., 2000), na superficie celular, formando um
receptor heterodimérico, que é a principal forma detectada a superficie celular (Blaumueller,
et al., 1997, Logeat, et al., 1998). Esta clivagem é chamada de S1 e ndo € dependente da

ligagdo a um ligando. Quando o receptor Notch heterodimérico, na superficie celular, se liga a
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um ligando da familia Delta/Serrate/Jagged (Kimble ; Simpson, 1997), situado na superficie
celular de uma célula vizinha, através das repeticdes de dominios EGF, torna-se entdo
possivel ocorrer a clivagem S2. A clivagem S2 é resultado da accdo da
desintegrina/metaloprotease TACE (enzima conversora de TNF-alfa, da familia das
metaloproteases ADAM) (Brou, et al., 2000) em vertebrados e possivelmente
Kuzbanian/SUP-17 em invertebrados (Weinmaster, 2000). A clivagem ocorre a doze residuos
do inicio do dominio transmembranar, libertando o dominio extracelular da membrana
celular, que fica associado ao ligando. Esta clivagem é essencial para que ocorra a clivagem
endomembranar S3 e S4, pois esta actividade proteolitica s6 pode acontecer se 0 dominio
extracelular da proteina tiver menos que trinta residuos de aminoacidos (Vooijs, et al., 2004,
Weinmaster, 2000). E provéavel que a presenca do dominio extracelular de Notch induza uma
conformacédo proteica que impede o acesso dos complexos de gama-secretase aos locais de

protedlise em Notch (Vooijs, et al., 2004).

Para que ocorram as clivagens S3 e S4 é também necessario que ocorra endocitose
do ligando e correspondente transendocitose do dominio extracelular de Notch, que estdo
ligados (Le Borgne, et al., 2005). Mutantes de perda de fungdo em genes envolvidos em vias
de endocitose e de ubiquitinacdo (Emery, et al., 2005, Koo, et al., 2005, Kramer, 2001, Lai, et
al., 2005) resultam em bloqueio na sinalizacdo Notch (Le Borgne, et al., 2005), apesar de o
ligando estar presente na membrana celular. No entanto, a ubiquitinacdo de ligandos pode ter
uma funcdo dupla e antagonista, pois pode regular quer a endocitose de ligandos, ligados ou
ndo ligados a receptor, para reciclagem para a membrana (Le Borgne, et al., 2005), como para
degradacdo do ligando. Provavelmente esta decisdo de destino dos ligandos face a sua
internalizacdo depende do nivel de ubiquitinacdo e este pode depender do contexto celular,
embora ainda ndo seja conhecido como este mecanismo € regulado (Le Borgne, et al., 2005).
Com a transendocitose do dominio extracelular de Notch a extremidade carboxi-terminal que
ficou ligada a membrana é entdo clivada nos locais S3 e S4 por um complexo de gamma-
secretase, que contém presenilina, nicastrina, Aphl, Pen2 e outros componentes putativos
(Fortini, 2002, Lai, 2004, Ray, et al., 1999), libertando o dominio intra-celular de Notch para
o citosol. O dominio intra-celular de Notch é a sua forma activa, como co-activador
transcricional, e é entdo translocado para o nacleo, onde forma um complexo ternario com a
proteina de ligacdo ao ADN CSL (CBF1 nos humanos, Supressor of hairless em D.
melanogaster e LAG-1 em C. elegans) (Bray ; Furriols, 2001), e o co-activador Mastermind
(Mam)/Lag-3 (Petcherski ; Kimble, 2000a, Petcherski ; Kimble, 2000b), actuando como um

activador transcricional de genes alvo da Via Notch, genes homdlogos de Hairy e enhancer of
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split em D. melanogaster (Bailey ; Posakony, 1995, Iso, et al., 2003b, Jarriault, et al., 1995,
Leimeister, et al., 1999, Nakagawa, et al., 2000, Nakagawa, et al., 1999, QOellers, et al., 1994).

Em ratinho os homologos de Hairy e enhancer of split agrupam-se em quatro sub-
familias, Hairy, E(spl), Hey e Stral3 (Davis ; Turner, 2001). Na sub-familia hairy, encontra-se
apenas hesl. Na sub-familia E(spl) existem cinco membros, Hes2,3,5,6 e 7. Na sub-familia
Hey existem trés membros, Hey1,2 e L. Na sub-familia Stral3 existem dois membros, Stral3
E dec2. Na auséncia de Notch este complexo recruta co-repressores transcripcionais que vao
bloguear a expressao de genes alvo da Via Notch.

Delta é

Notch qg

ADAM 101'—l Y-secretase !
TACE (clivagem S3)
(cllvagem S2)
1am
genes alvo __ genes alvo
reprlmldos = activos
NN MFMFAF

Figura 6 - Esquema simplificado da sinalizag¢do Notch, indicando as clivagens que ocorrem ap6s a ligacéo do ligando Delta e o percurso e
actividade do dominio intracelular de Notch ap6s a clivagem S3. Adaptado de (Bray, 2006).

Em D. melanogaster, onde o gene foi primeiro identificado, existe apenas um
receptor Notch, enquanto em ratinho existem quatro receptores Notch, Notchl, 2, 3 e 4
(Gridley, 1997).
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1.2.1 - Ligandos DSL

Os ligandos para os receptores Notch pertencem a familia de ligandos DSL
(homologos de Delta e Serrate de D. melanogaster e Lag-2 de C. elegans) (Artavanis-
Tsakonas, et al., 1995). Estdo descritos dois ligandos distintos em D. melanogaster, Delta e
Serrate, e em ratinhos estdo descritos cinco ligandos para receptores Notch, Delta-like 1, 3 e 4
e Jagged 1 e 2 (com maior homologia a serrate) (Artavanis-Tsakonas, et al., 1999). Os
ligandos DSL sdo muito variados mas todos codificam proteinas transmembranares de tipo I.
A regido extracelular € muito pouco conservada mas as regides extracelulares de todos os
ligandos contém um dominio DSL, responsavel pela ligacdo a Notch, e um nimero variavel

de repeti¢des do dominio EGF (factor de crescimento epidérmico) (Le Borgne, et al., 2005).

DS repeticoes

~ {00000
Figura 7 - Representagdo esquematica de Delta. Observam-se os dominios DSL (Delta-Serrate-Lag-2) e repeti¢des de dominio EGF.
Adaptado de (Bray, 2006).

DSL repeticbes EGF DRC
S oHII0I0IHE

Figura 8 - Representagio esquemadtica de Jagged. Observam-se os dominios DSL (Delta-Serrate-Lag-2), repeticdes de dominio EGF e

dominio rico em cisteinas. Adaptado de (Bray, 2006).

Estudos com mosaicos genéticos, em D. Melanogaster, revelaram que a accao de
Delta é ndo-autdbnoma e a curta distancia, o que é consistente com a nocéo de que Delta € um
ligando transmembranar que s6 afecta a actividade de células adjacentes que expressem o
receptor Notch (Heitzler ; Simpson, 1991). Estudos mais recentes levantam a hipotese de a
sinalizacdo Notch ser bi-direcional e haver uma funcionalidade para o dominio intracelular de
Delta (Bland, et al., 2003, Ikeuchi ; Sisodia, 2003, Klueg, et al., 1998, LaVoie ; Selkoe, 2003,
Mishra-Gorur, et al., 2002, Pintar, et al., 2007, Qi, et al., 1999, Sapir, et al., 2005, Six, et al.,
2003), que é detectado no ndcleo das células que expressam Delta, em D. melanogaster

(Bland, et al., 2003).
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Delta, de modo similar a Notch, é clivado em trés locais, embora de forma
independente de sinalizacdo (Six, et al., 2003). Um local é na regido extracelular, a dez
residuos de aminodcidos da regido transmembranar, e é dependente da accdo da
metaloprotease ADAM (proteinas membranares com dominio de desintegrina e
metaloprotease), Kuzbanian (Bland, et al., 2003, Six, et al., 2003). Os outros dois locais séo
na regido transmembranar e séo alvo de uma actividade de gama-secretase, em complexo com
presenilina (Six, et al., 2003), resultando na libertagdo do dominio intracelular de Delta, que
se dirige para o nucleo de células em cultura (este resultado ainda ndo foi observado in vivo),
e na libertacdo da regido extracelular de Delta, uma forma sollvel de Delta, cuja funcéo, a
existir, é ainda desconhecida (Sapir, et al., 2005). Estas clivagens aparentam ser regulatorias,
pois sdo independentes da ligacdo ao receptor Notch, mas dependentes de sinalizacdo Notch
activada (Sapir, et al., 2005), sendo potencialmente usadas pela célula para potenciar as
diferencas entre células sinalizadoras (com maior expressdao de ligando DSL) e células
sinalizadas (com maior expressdo do receptor Notch), através de diminuicdo da
actividade/disponibilidade de Delta (Mishra-Gorur, et al., 2002, Sapir, et al., 2005). A funcao
da regido extracelular de Delta, quando liberta da membrana por Kuzbanian (Qi, et al., 1999),
é incerta. Ha relatos de que terd uma funcdo sinalizadora em células de mamiferos (Fitzgerald
; Greenwald, 1995, Hicks, et al., 2002, Li, et al., 1998, Morrison, et al., 2000, Ohishi, et al.,
2000, Qi, et al., 1999, Sestan, et al., 1999, Varnum-Finney, et al., 1998, Wang, et al., 1998Db)
e relatos de que tera uma funcdo reguladora como dominante negativo em D. melanogaster
(Fleming, et al., 1997, Hukriede ; Fleming, 1997, Hukriede, et al., 1997, Qi, et al., 1999, Sun
; Artavanis-Tsakonas, 1997).

Alguns estudos relatam a existéncia de variantes soluveis de ligandos DSL (Hicks, et
al., 2002, Li, et al., 1998). Os resultados parecem indicar que estas variantes soltveis por si
ndo conseguem activar o receptor Notch, apesar de conseguirem ligar-se a ele (Hicks, et al.,
2002). Para estas variantes conseguirem activar o receptor é necessario que os ligandos se
oligomerizem, formando agregados (Hicks, et al., 2002). E ainda incerto se estes resultados
podem ser extrapolados para as formas membranares dos ligandos.

Outro estudo levanta a questdo da sinalizacdo Notch a distancia (De Joussineau, et
al., 2003). Segundo esse estudo, a expressdo de Delta nas células precursoras dos 6rgdos
sensoriais, células pertencentes a grupos proneurais de células epiteliais, leva a formacdo de
filopddios (De Joussineau, et al., 2003), sendo que a perda de um alelo de Delta leva a uma
diminuicdo na densidade de filopodios nessas células (De Joussineau, et al., 2003). N&o se
sabe qual o mecanismo que conduz a esta observacdo, nem se esta mecanistica entre Delta e

filopodios provém de uma relacdo directa ou indirecta/secundéria. Segundo este estudo, 0s
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filopodios destas células, com presenga de Delta ao longo dos processos, sdo responsaveis
pela formacdo de um campo inibidor de diferenciacdo de células epiteliais em células
mecanosensoriais, por um processo de inibicdo lateral, & volta das células precursoras dos
6rgdos sensoriais, com um raio equivalente ao didmetro de trés a cinco células (De
Joussineau, et al., 2003). Como nem todas as células com expressdo de genes da Via Notch
formam estruturas filopodiais, é provavel que este mecanismo ndo seja generalizado nos

diferentes sistemas que recorrem a Notch.

1.2.2 - Regulacéo da sinalizagao Notch

A sinalizacdo Notch é regulada a diversos niveis, tais como transcricionais, pos-
traducionais, reciclagem endossémica, entre outros (Le Borgne, et al., 2005, Schweisguth,
2004).

Ofut codifica uma O-fucosiltransferase que adiciona O-fucose a residuos de serina e
treonina em regides de consenso nas repeticdes de dominios de EGF do receptor Notch
(Schweisguth, 2004, Xu, et al., 2005). A regido de consenso é C2XXX(G/A/S)(T/S)C?, sendo
que C? e C sdo, respectivamente, a segunda e terceira cisteina dos dominios EGF (Lei, et al.,
2003). 23 Das 36 repeticdes de dominio EGF no receptor Notch de D. melanogaster tém esta
regido de consenso e sdo potencialmente O-fucosilaveis (Lei, et al., 2003). A adicdo de O-
fucose a estes residuos € um pré-requisito para a glicosilagdo por Fringe (Lei, et al., 2003).
Fringe codifica uma B-1,3-N-acetilglucosaminil transferase residente no complexo de Golgi
(Fleming, et al., 1997, Jacobsen, et al., 1998, Panin, et al., 1997, Xu, et al., 2005) que
glicosila a O-fucose nos residuos especificos de serina e treonina em dominios de EGF (Yang,
et al., 2005), incluindo a repeticdo 12, que estd envolvida na ligacdo aos ligandos DSL
(Bruckner, et al., 2000, Ju, et al., 2000, Lei, et al., 2003, Schweisguth, 2004, Shao, et al.,
2003). Estas glicosilacbes do receptor Notch sdo regulatérias embora seja incerto a que nivel
serdo mais importantes. Existem relatos de que a sua funcdo € regular a eficiéncia de
activacdo por Delta ou Serrate, e seus homdlogos em outras espécies (Lei, et al., 2003,
Schweisguth, 2004). Em D. melanogaster, fringe é expresso nas células dorsais da asa,
tornando essas células mais sensiveis a Delta, que é expresso nas células ventrais e menos
sensivel a Serrate, que é expresso dorsalmente (Panin, et al., 1997, Schweisguth, 2004). A
glicosilacdo da repeticdo 12 de dominio EGF é mais importante para a diminui¢cdo da

capacidade de interaccdo de Notch com Serrate (Lei, et al., 2003, Schweisguth, 2004). Estes

13



resultados indicam que a afinidade do receptor Notch para um determinado ligando é
dependente da glicosilacdo de que foi alvo numa determinada célula (Schweisguth, 2004), e
que tal é alvo de regulacdo. Outros artigos indicam a funcdo de Fringe como sendo a de
regular a capacidade de Delta e Serrate inibirem em cis o receptor Notch (Katsube ;
Sakamoto, 2005, Lei, et al., 2003, Panin, et al., 1997, Schweisguth, 2004) impedindo a
formacdo de complexos heteroméricos em compartimentos intracelulares. Ndo se sabe se
estas fungdes sdo exclusivas ou se Fringe tera esta dupla funcionalidade.

Os proprios ligandos DSL podem actuar como agentes reguladores da sinalizacao
Notch. Estudos recentes indicam que DII3 ndo funciona como um activador de nenhum
receptor Notch, mas sim como um inibidor da activacdo de receptores Notch (Ladi, et al.,
2005). Nao se sabe exactamente como funciona este efeito regulatério mas é possivel que
tenha a funcdo de balancear a funcdo potenciadora da actividade de DII1 por Lunatic fringe,
um dos homologos de Fringe em mamiferos (Ladi, et al., 2005).

Os receptores Notch e os seus ligandos sdo alvos de endocitose, quer com fins
regulatorios, como até possivelmente com fins funcionais (Le Borgne, 2006, Le Borgne, et
al., 2005, Schweisguth, 2004). Em mamiferos sdo conhecidas varias E3 ligases de ubiquitina
(d'Azzo, et al., 2005) que tém como alvo o receptor Notch, marcando-o para internalizacao
por endocitose, Itch, c-Cbl, Nedd4 e Deltex (Jehn, et al., 2002, Le Borgne, 2006, Le Borgne,
et al., 2005, Schweisguth, 2004). O destino de Notch pode ser a reciclagem de volta para a
membrana celular através de exocistos, no caso de ter sido ubiquitinado por Deltex (Le
Borgne, et al., 2005) ou, no caso de ltch, Nedd4 e c-Cbl, o seu encaminhamento para 0s
corpos multivesiculares e de seguida para o proteasoma, onde € degradado, isto tendo em
conta uma funcdo regulatéria para a endocitose de Notch (d'Azzo, et al., 2005, Jehn, et al.,
2002, Le Borgne, 2006, Le Borgne, et al., 2005, Schweisguth, 2004). Se a endocitose de
Notch tera uma importancia funcional é ainda incerto, no entanto, existem evidéncias para que
a clivagem de Notch pelo complexo de gama-secretase ocorra em vesiculas de endocitose
(Gupta-Rossi, et al., 2004, Le Borgne, et al., 2005, Schweisguth, 2004). Existem também
evidéncias para que a internalizacdo dos ligandos DSL por endossomas de reciclagem
positivos para rabll seja necessaria para a sua funcionalidade ou “activagao” (Emery, et al.,
2005, Le Borgne, 2006).

Numb é um regulador negativo de sinalizacdo por Notch, actuando em vesiculas
citoplasmaticas (Jafar-Nejad, et al., 2002, Le Borgne, 2006, O'Connor-Giles ; Skeath, 2003).
Numb interactua com Notch, Alpha-adaptina (faz parte do complexo AP-2, promove a
interacgdo entre substratos de endocitose e a clatrina de vesiculas endociticas (Jafar-Nejad, et

al., 2002, Le Borgne, 2006)) e com ltch, promovendo a ubiquitinacdo de Notch por Itch e
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consequente encaminhamento para uma via endocitica degradativa (Le Borgne, 2006). Numb
também interactua com Sanpodo (Le Borgne, 2006, O'Connor-Giles ; Skeath, 2003). Sanpodo
codifica uma proteina transmembranar que interactua com Notch e com Numb (O'Connor-
Giles ; Skeath, 2003). Sanpodo é um regulador positivo da sinalizacdo Notch (Hutterer ;
Knoblich, 2005, O'Connor-Giles ; Skeath, 2003) que na presenca de Numb é endocitado,
deixando de exercer a sua acgédo positiva sobre o receptor Notch (Hutterer ; Knoblich, 2005).
N&o é conhecido um homologo de Sanpodo em mamiferos (Le Borgne, 2006).

A sinalizacdo por Notch também é regulada ao nivel dos ligandos DSL, € necessario
que ocorra endocitose dos ligandos DSL nas células sinalizadoras para que ocorra activagdo
de Notch nas células sinalizadas (Chitnis, 2006, Lai, et al., 2005, Le Borgne, 2006, Le
Borgne, et al., 2005, Pitsouli ; Delidakis, 2005, Wang ; Struhl, 2005). Existem duas teorias
que tentam explicar como um evento endocitico numa célula pode afectar o funcionamento de
uma via de sinalizacdo noutra célula. Uma teoria refere que a forca gerada pela internalizacédo
de ligandos DSL ligados ao receptor Notch é necessaria para exp6r o local S2 de Notch a
metaloproteases, de modo que ocorra essa clivagem (Le Borgne, 2006, Wang ; Struhl, 2005,
Wilkin ; Baron, 2005). A endocitose de Delta é necessaria para que ocorra a trans-endocitose
do dominio extracelular de Notch mas é ainda incerto se a trans-endocitose € um evento
essencial a activacdo de Notch (Le Borgne, 2006, Parks, et al., 2000, Wang ; Struhl, 2005).
Um artigo recente diz que os ligandos DSL ligam-se ao receptor Notch e exercem forga sobre
0 receptor de modo a separar as duas partes do receptor heterodimérico (formado pela
clivagem S1). Segundo estes resultados este evento é independente de metaloproteases,
precedendo a clivagem S2. Assim sendo, a endocitose de Delta, e consequente trans-
endocitose do dominio extracelular de Notch, sdo independentes da clivagem S2, que ocorre
apos este evento, ocorrendo simplesmente por forca fisica gerada pela endocitose (Nichols, et
al., 2007).

A outra teoria baseia-se na suposicao que Delta tem de passar por um compartimento
intracelular antes de se tornar competente a gerar um sinal (Le Borgne, 2006, Wang ; Struhl,
2005, Wilkin ; Baron, 2005). Foi proposto que Epsina (liquid facet em D. melanogaster) (Le
Borgne, 2006, Wendland, 2002), uma proteina endocitica que se liga a fosfatidilinositol (4,5)-
bisfosfato na membrana celular, a Clatrina, ao complexo AP-2 e a outras proteinas acessorio
em vesiculas endociticas e tem um dominio de ligagdo a mono-ubiquitina (Wang ; Struhl,
2005, Wendland, 2002), liga-se a ligandos DSL mono-ubiquitinilados, recrutando-os para
endossomas de reciclagem onde estes sdo convertidos de uma forma inactiva para uma forma
activa (Le Borgne, 2006, Wang ; Struhl, 2005, Wilkin ; Baron, 2005). Esta transformacéao

poderd ser bioquimica ou poderd ser baseada na oligomerizacdo dos ligandos DSL em
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exocistos (Le Borgne, 2006, Le Borgne, et al., 2005, Wang ; Struhl, 2005, Wilkin ; Baron,
2005).

S&@o conhecidas duas E3 ligases de ubiquitina que tém a capacidade de mono-
ubiquitinilar ligandos DSL, Mind-bomb e Neuralized (Le Borgne, 2006, Wang ; Struhl, 2005,
Wilkin ; Baron, 2005). A ubiquitinilacdo de ligandos DSL é essencial para que ocorra a
endocitose mediada por Epsina e este passo é essencial a activacdo de Notch (Wang ; Struhl,
2005).

1.2.3 - Delta-like 4

O gene Delta-like 4 (DI14) foi identificado e clonado em pelo menos 5 laboratorios
(Mailhos, et al., 2001, Rao, et al., 2000, Shutter, et al., 2000, Yoneya, et al., 2001), incluindo
a Unidade de Biologia do Desenvolvimento, FML, (dados ndo publicados), que foi o local de
origem do clone usado neste estudo.

A expressédo de dll4 inicia-se aos 7,5 dias post coitum (dpc), onde é restrita ao tecido
extra-embrionario, como a membrana de Reicherts e a células gigantes do trofoblasto (Duarte,
et al., 2004, Mailhos, et al., 2001).

Aos 8 dpc dll4 é expresso na regido do crescente cardiaco e nos primérdios das
aortas dorsais (Mailhos, et al., 2001).

Aos 8,5 dpc dll4 é expresso no endotélio das aortas dorsais, na artéria umbilical,
artérias carétidas internas, artéria vitelina, nos vasos sanguineos da metade posterior da
membrana vitelina (regido arterial) e no tubo cardiaco em desenvolvimento (Duarte, et al.,
2004, Mailhos, et al., 2001).

Aos 9,5 dpc a expressdo € aparente nos grandes vasos arteriais, como a aorta, arcos
branquiais, artérias umbilical e mesentérica, vasos inter-somiticos e no endocardio (Duarte, et
al., 2004, Mailhos, et al., 2001).

A expressdo de dll4 vai desaparecendo dos grandes vasos e do coracdo até aos 14
dpc, contudo continua a haver expressdo nos pequenos vasos arteriais e capilares (Benedito ;
Duarte, 2005) .

Entre os 9,5 e os 13 dpc encontra-se expressdo de DII4 numa pequena faixa de
células dispersas no tubo neural ventral, pensa-se que marque neurdnios recém-diferenciados
(Mailhos, et al., 2001), possivelmente interneurénios V2 (Benedito ; Duarte, 2005). Aos 12,5

dpc observam-se células positivas dispersas na retina neural, de novo pensa-se que marque
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neurdénios recem-diferenciados que migram da regido intra-ventricular para a regido
ventricular externa (Benedito ; Duarte, 2005, Mailhos, et al., 2001).

O gene DIl4 também é expresso no timo em desenvolvimento, no epitélio pulmonar,
cortex adrenal, baco, nddulo linfético, intestino, sistema olfactorio e nos glomérulos renais
(Benedito ; Duarte, 2005, Mailhos, et al., 2001, Shutter, et al., 2000).

No adulto encontramos expressdo no rim, em células endoteliais de vasos localizados
entre os tabulos e a medula (Shutter, et al., 2000), no pulm&o, no corac¢do, no ovario e no
intestino (Mailhos, et al., 2001).

A expressdo deste gene de forma complementar a Notchl e 4 no sistema vascular
arterial embrionario e no sistema vascular arterial e capilar de ratinhos adultos, incluindo
expressdo na vasculatura tumoral (Mailhos, et al., 2001), foi altamente sugestiva da grande
importancia que este gene poderia ter na regulacdo do desenvolvimento vascular e a razéo
pela qual tantos trabalhos foram feitos acerca da sua fungéo (Benedito ; Duarte, 2005, Claxton
; Fruttiger, 2004, Diez, et al., 2006, Dorsch, et al., 2002, Duarte, et al., 2004, Gale, et al.,
2004, Hellstrom, et al., 2007, Iso, et al., 2006, Krebs, et al., 2004, Leslie, et al., 2007, Liu, et
al., 2003, Noguera-Troise, et al., 2006, Patel, et al., 2005, Ridgway, et al., 2006, Siekmann ;
Lawson, 2007, Sugimoto, et al., 2006, Villa, et al., 2001, Williams, et al., 2006).(Lobov, et
al., 2007, Scehnet, et al., 2007, Suchting, et al., 2007).

1.3 — Formacéao e regulacéo do sistema vascular

Todos os vertebrados necessitam de um sistema de distribuicdo de oxigénio e
nutrientes, que também é usado para o escoamento de didéxido de carbono e outros
metabolitos para os sistemas de excrecdo. Esse sistema é o sistema circulatorio vascular e
linfatico e é essencial a uma correcta embriogénese, pois todos os tecidos dependem dele para
um correcto desenvolvimento e crescimento (Eichmann, et al., 2005, Roman ; Weinstein,
2000).

17



Capilares

Células endoteliais
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Figura 9 - Distingdo estrutural entre artérias e veias. Os vasos sanguineos sdo compostos por uma camada endotelial rodeada por
camadas de células de musculo liso cobertas por tecidos fibrosos conectivos. As artérias tém uma camada de musculo liso mais grossa e sdo
mais elasticas, as veias tém uma camada mais fina de masculo liso. Arteriolas e vénulas sdo, respectivamente, pequenas artérias e veias que
se ligam a redes de capilares. Os capilares compdem redes de pequenos vasos sanguineos que permitem a ocorréncia de trocas de oxigénio,
nutrientes e metabolitos entre o sangue e os tecidos rodeantes. O fluxo sanguineo esta indicado por setas brancas. Adaptado de (Hirashima ;
Suda, 2006).

Em animais primitivos, como C. elegans ou D. melanogaster, o oxigénio consegue
chegar a todas as celulas do corpo por difusdo (Carmeliet, 2005, Eichmann, et al., 2005).
Como o limite de difusdo de moléculas € limitado (100-200um no caso do oxigéenio)
(Eichmann, et al., 2005) a formacédo do sistema circulatorio no embrido vertebrado tem de
ocorrer muito cedo no desenvolvimento embrionario. Com efeito, o sistema cardiovascular é
0 primeiro a formar-se durante o desenvolvimento embrionario (Eichmann, et al., 2005,
Rossant ; Hirashima, 2003).

O componente mais essencial dos vasos sanguineos € a célula endotelial. Todos os
vasos sanguineos, desde os capilares a aorta, consistem de uma monocamada de células
endoteliais, o endotélio, organizadas em mosaico a volta de um lamen central, através do qual
ocorre a circulacdo sanguinea (Plank ; Sleeman, 2003). O endotélio saudavel
representa uma populacdo muito estavel de células, com jungdes célula-célula muito apertadas
e um periodo de semi-vida que se mede em meses ou anos (Han ; Liu, 1999). Externamente
ao endotélio encontra-se a membrana basal, que separa o endotélio do tecido conjuntivo
circundante e células peri-endoteliais, pericitos nos capilares e células de mdsculo liso nos
vasos maiores (Plank ; Sleeman, 2003). Ambas estas estruturas extra-endoteliais tém funcGes
na estabilizacdo dos vasos sanguineos e manutengédo do estado quiescente do endotélio (Plank
; Sleeman, 2003).
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A formagéo do sistema cardiovascular inicia-se com a especificagcdo de progenitores
mesodérmicos, que se diferenciam, migram e em seguida se agregam para formar um plexo
vascular disperso (Coultas, et al., 2005, Rossant ; Howard, 2002). Este plexo é entdo
reorganizado, através de processos de proliferacdo e regressdo localizados e processos de
ramificacdo e migracdo para diferentes partes do organismo (Coultas, et al., 2005, Rossant ;
Howard, 2002). Estes vasos precisam também de se diferenciar e subdividir em artérias,
arteriolas, capilares, vénulas e veias (Coultas, et al., 2005), que consequentemente precisam
também de estabilizar estruturalmente, tal sendo conseguido a custa do recrutamento de
células de musculo liso e pericitos (Carmeliet, 2005, Coultas, et al., 2005, Eichmann, et al.,
2005, Risau, 1998, Roman ; Weinstein, 2000, Rossant ; Howard, 2002). Ainda ndo se
conhecem todos os factores responsaveis pela organizacéo e orientacdo destes processos mas
do que se sabe estes sdo regulados por programacéo genética (Adams, 2003, Carmeliet, 2005,
Conway, et al., 2001, Jain, 2003, Rossant ; Hirashima, 2003, Rossant ; Howard, 2002, Shih, et
al., 2002, Shima ; Mailhos, 2000, Sullivan ; Bicknell, 2003) e factores extrinsecos, como a
hipoxia (Ramirez-Bergeron, et al., 2004) (Pugh ; Ratcliffe, 2003) e o fluxo hemodindmico (le
Noble, et al., 2004).

Sé&o conhecidos dois mecanismos responsaveis pela formagdo de vasos sanguineos, a
vasculogénese e a angiogénese (Carmeliet, 2005, Conway, et al., 2001, Drake, 2003, Risau,
1998), ambas as palavras tém o mesmo significado mas descrevem processos bioldgicos
distintos (Drake, 2003).

A vasculogénese (Risau, 1998) descreve um processo em que células mesodérmicas
se diferenciam em progenitores endoteliais, chamados angioblastos quando migram para o
embrido préprio e hemangioblastos quando migram para a membrana vitelina (Coultas, et al.,
2005, Drake, 2003, Drake ; Fleming, 2000), que entdo migram para locais pré-determinados,
onde tipicamente se formam 0s vasos sanguineos, e se agregam formando cordbes que mais
tarde se lumenizam formando estruturas tubulares (Coultas, et al., 2005, Drake, 2003, Patan,
2000, Risau, 1998), por vezes organizadas em plexos (Yancopoulos, et al., 2000). Por este
processo formam-se as camadas endoteliais dos plexos perineural e do saco vitelino, assim
como as veias cardinais e artérias dorsais (Roman ; Weinstein, 2000).

A diferenciacdo de progenitores endoteliais é primeiro observada durante a
gastrulacdo quando células invaginam através da crista primitiva e formam a mesoderme
(Eichmann, et al., 2005). Essas células mesodérmicas organizam-se em mesoderme axial
(notocorda), mesoderme paraxial (somitos), mesoderme intermédia (rins e gonadas) e a placa
mesodérmica lateral (que da origem ao coracdo, endotélio e células sanguineas) (Eichmann, et

al., 2005).
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Figura 10 - Mapa de tecidos embrionarios em gastrulagido. Adaptado de (Eichmann, et al., 2005).

A placa mesodérmica lateral divide-se em duas camadas apés a formacéo do celoma,
a somatopleura (dorsal) e a esplancnopleura (ventral). A parte posterior da mesoderme vai dar
origem a mesoderme extra-embrionaria (Eichmann, et al., 2005). Os primeiros progenitores
endoteliais originam na mesoderme lateral e posterior e tém a capacidade de diferenciar
células endoteliais e hematopoiéticas, podendo assumir o nome de hemangioblastos
(Eichmann, et al., 2005). Estes precursores migram para a membrana vitelina onde
diferenciam células endoteliais e células hematopoiéticas nas ilhotas sanguineas (Eichmann,
et al., 2005). Durante a migracao estes precursores formam agregados hemangioblasticos em
que o nucleo interior tem precursores hematopoiéticos rodeados por uma camada externa de
precursores endoteliais (Eichmann, et al., 2005). A camada interna da origem a eritrocitos e a
camada externa da origem a vasculatura da membrana vitelina por anastomose de ilhotas
sanguineas (Eichmann, et al., 2005), formando um plexo primario de capilares sanguineos.
Ao mesmo tempo, no embrido formam-se as aortas dorsais e uma rede de capilares difusa e
um pouco mais tarde formam-se as veias cardinais (Drake ; Fleming, 2000, Eichmann, et al.,
2005).

A diferenciacdo de células endoteliais no embrido neste periodo ocorre
independentemente de hematopoiese, que sé se inicia por volta dos onze dias post coitum
(dpc) em agregados hematopoiéticos situados nas artérias da regido aorta-génadas-mesonefros
(Eichmann, et al., 2005, Hamaguchi, et al., 1999, Marshall, et al., 1999). As células
endoteliais dos novos vasos do embrido podem provir também de progenitores que viajam

desde as ilhotas sanguineas da membrana vitelina (Drake, 2003).

20



A angiogénese é a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de células endoteliais
pré-existentes e representa, no embrido, a remodelacéo do plexo vascular primario criado pela
vasculogénese (Carmeliet, 2005, Eichmann, et al., 2005, Roman ; Weinstein, 2000). A
angiogénese € um mecanismo complexo composto por Varios processos, tais como:
vasodilatacdo, permeabilidade celular, suporte periendotelial, proliferacdo, migragéo,
lumenizacgéo, sobrevivéncia, diferenciacdo e remodelacdo (Carmeliet, 2000). Em situacgdes
fisiologicas a angiogénese sé ocorre no embrido, durante o seu desenvolvimento, e no adulto
durante o ciclo éstrico. Em situacGes patoldgicas a angiogénese pode ocorrer em processos de
cicatrizacdo de feridas e em processos tumorais, entre outros (Carmeliet, 2005, Carmeliet,
2000, Papetti ; Herman, 2002).

Inicialmente, para 0s vasos sanguineos gerarem novos brotos/rebentos, as células
murais (pericitos e células de musculo liso) tém de ser removidas. Em seguida a matriz
extracelular é degradada por metaloproteases (Papetti ; Herman, 2002) e as membranas basais
das células endoteliais sdo remodeladas. As células do estroma circundante criam entdo uma
nova matriz extracelular, que em conjunto com a presenca de factores de crescimento soluveis
gera um ambiente propicio a migracéo e proliferacdo de células endoteliais (Papetti ; Herman,
2002). Apds terem gerado suficientes células endoteliais a sua divisdo é blogueada e estas
formam uma monocamada em estrutura tubular (Papetti ; Herman, 2002). Em seguida séo
recrutadas celulas murais para a superficie abluminal do endotélio e inicia-se a perfusao
sanguinea (Papetti ; Herman, 2002). O processo angiogénico pode, alternativamente, ocorrer
por divisdo terminal de um vaso crescente ou intussuscepcdo (divisdo longitudinal de um vaso
pré-existente com células peri-endoteliais) (Carmeliet, 2000, Papetti ; Herman, 2002).
Resumindo, a angiogénese tem sempre por objectivo a estruturacdo do sistema vascular de
modo a que o0 sangue chegue de forma organizada a todos os tecidos e Orgdos de um
organismo.

Conhecem-se varias vias de sinalizacdo com influéncia no estabelecimento,
maturacdo e estabilizacdo da vasculatura, entre as quais se destacam as vias VEGF,
Angiopoietin, Hedgehog, Ephrin, TGF-beta, Wnt e Notch (Rossant ; Howard, 2002).

1.3.1 - Sinalizacao Hedgehog:

Em vertebrados existem trés homologos do gene hedgehog de D. melanogaster,
Sonic hedgehog (0 que tem um padrdo de expressdo mais extenso no embrido), Desert
hedgehog e Indian hedgehog (Murone, et al., 1999, Sullivan ; Bicknell, 2003). Estes genes

codificam ligandos solUveis que se ligam ao receptor Patchedl, impedindo que este iniba a
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sinalizacdo pelo receptor Smoothened, levando a que factores de transcri¢do da familia Gli se
dirijam para o nucleo onde regulam a expressdo de genes responsaveis por eventos
morfogenéticos (Murone, et al., 1999, Sullivan ; Bicknell, 2003).

Em D. rerio, Hedgehog é expresso na notocorda e activa a expressédo de VEGF nos
somitos (Lawson, et al., 2002). A perda de funcéo deste gene faz com que ndo haja expressao
de VEGF nos somitos e leva a que sé se forme um vaso dorsal axial, com caracteristicas
venosas (pelo posicionamento e expressdo de marcadores endoteliais venosos) (Lawson, et
al., 2002, Roman ; Weinstein, 2000). Esta ligacdo tdo forte entre a sinalizacdo Hedgehog e
VEGF no desenvolvimento vascular embrionério ainda ndo foi provada in vivo em mamiferos
pois nenhum mutante de perda de funcdo individual para os genes Hedgehog em ratinho tem
um fendtipo equivalente ao dos mutantes de D. rerio (Pola, et al., 2001). No entanto, no
adulto, a expressdo ectopica de Sonic hedgehog tem a capacidade de induzir a ocorréncia de
hipervascularizacao, através da inducdo da expressdo de Vegf e Angiopoietinas (Pola, et al.,
2001).

Recentemente surgiram evidéncias que podem apontar para que a sinalizacéo
Hedgehog possa regular directamente a expressdo de DII4 e Notchl através dos factores de
transcricdo Foxcl e Foxc2 (Seo, et al., 2006). Mutantes de perda de funcdo em Sonic
hedgehog tém defeitos na vascularizacdo do pulméo (Pepicelli, et al., 1998). Mutantes de
perda de funcdo em Indian hedgehog e Smoothened tém defeitos na diferenciacdo de
hemangioblastos, produzem menos ilhotas sanguineas (que sé@o mais pequenas) e tém defeitos
angiogénicos na membrana vitelina, ndo ocorrendo a remodelacdo do plexo primario da
membrana vitelina, no entanto ndo tém influéncia na especificacdo de angioblastos para a

formacdo dos vasos dorsais axiais (Byrd, et al., 2002).
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Figura 11 - Modelo de transducdo de sinal Hedgehog em D. melanogaster. A esquerda. Na auséncia de estimulagio por Hedgehog,
Patched (Ptc) reprime a actividade latente de Smoothened (Smo), evitando assim a activacdo dos genes alvo de Hedgehog. Membros da
familia cubitus interruptus/Gli (Ci/Gli) sdo integrados num complexo associado aos microtibulos em que também se encontra Cos-2, Fu e
Su(fu), e convertidos numa forma repressora por PKA e o proteassoma. A direita. Quando Hedgehog se liga a Patched per mite que ocorra
sinalizacdo por Smoothened. A sinalizacdo Hedgehog inibe a protedlise de Ci e conduz a dissociacdo do complexo proteico Cos-2/Fu/Su(fu)
dos microtdbulos e permite a converséo de Ci na forma de activador transcripcional. Adaptado de (Murone, et al., 1999).
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1.3.2 - Sinalizagcao VEGF:

O factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi o primeiro factor de
crescimento especifico da vasculatura a ser caracterizado e mantém-se ainda hoje como o
factor mais critico em processos vasculares, tanto na formacdo de vasos imaturos, na
vasculogénese, como no brotar de novos vasos em processos angiogénicos embrionarios e no
adulto (Yancopoulos, et al., 2000).

A familia VEGF codifica glicoproteinas homodiméricas (Rossant ; Howard, 2002).
S&o conhecidos quatro genes Vegf em ratinho, Vegf A, B, C e D, e um factor de crescimento
relacionado, factor de crescimento placentario (PIGF) (Neufeld, et al., 1999, Rossant ;
Howard, 2002). Vegf-A é o gene da familia mais relevante para o desenvolvimento vascular
embrionario. Mutantes de perda de funcdo para este gene morrem entre 0s 8,5 e 0s 9,5 dpc
(Carmeliet, et al., 1996) e mutantes heterozigoticos para a mutacdo de perda de funcdo deste
gene morrem entre 0s 11 e 0s 12 dpc (Carmeliet, et al., 1996, Ferrara, et al., 1996). Tal indica
que a regulacdo da expresséo deste gene € crucial para o correcto desenvolvimento vascular
embrionario (Rossant ; Howard, 2002).

O gene Vegf-A murino é transcrito em pelo menos trés ARNm diferentes. Os trés
transcritos mais comuns sdo traduzidos em trés proteinas (isoformas) com peso molecular
diferente, com 120 residuos de aminoacidos (aa), 164 aa e 188 aa (Ferrara ; Davis-Smyth,
1997, Shima, et al., 1996). VEGF;,, ndo consegue ligar-se a heparina na matriz extracelular,
sendo um ligando totalmente solivel;, VEGFs, consegue ligar-se a heparina, também ¢é
secretado mas uma porcdo fica retida na membrana celular e matriz extracelular; VEGFigs
tem uma afinidade muito alta para heparina, tem muito baixa solubilidade e fica quase

inteiramente retido na matriz extracelular e membrana celular (Ferrara ; Davis-Smyth, 1997).

VEGF A
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Figura 12 - Isoformas de VEGF-A. Existem varias isoformas de VEGF-A, formadas por splicing alternativo. As formas com 120, 164 e 188

aa sdo as mais comuns. Adaptado de (Byrne, et al., 2005).



A capacidade de VEGF se ligar a heparina esté directamente relacionada com a sua
capacidade mitogénica. Assim, as variantes mais soliveis tém menos capacidade mitogénica
que as menos sollveis, criando um gradiente de actividade deste factor de crescimento
(Ferrara ; Davis-Smyth, 1997). O facto da capacidade de ligacdo a heparina afectar a
capacidade de uma molécula migrar através dos tecidos também ajuda a formar este gradiente
de actividade de VEGF.

Conhecem-se trés receptores transmembranares com dominio de cinase de tirosina
para ligandos VEGF, VEGFR-1/Fltl, VEGFR-2/KDR/FIk1 e VEGFR-3/FIt4 (Neufeld, et al.,
1999) e dois receptores acessorios, Neuropilina-1 e Neuropilina-2 (Neufeld, et al., 2002). Tal
como outros receptores transmembranares com dominio de cinase de tirosina, pensa-se que 0s
VEGFRs dimerizem apds contacto com os ligandos VEGF e que ocorra trans-autofosforilacdo
em residuos de tirosina que se pensa regularem a actividade cinasica dos receptores e criarem
locais de ancoragem para as moléculas sinalizadoras citoplasmaticas a serem fosforiladas
(Veikkola, et al., 2000). A expressdo embrionaria de Vegfr-1 e 2 comeca aos 7,0 dpc nos
angioblastos da regido cefalica, estendendo-se depois a todas as celulas endoteliais
diferenciadas (Drake ; Fleming, 2000, Dumont, et al., 1995), enquanto a expressao extra-
embriondria inicia-se aos 6,5 dpc em células hemangioblasticas (Drake ; Fleming, 2000) A
expressdo embrionaria de Flt4 inicia-se aos 7,0 dpc em angioblastos da regido cefalica,
tornando-se especifico do endotélio venoso e mais tarde do endotelio linfatico (Kaipainen, et
al., 1995).

Os mutantes de perda de funcéo para qualquer um dos Vegfrs tém um fenotipo de
letalidade embrionaria (Veikkola, et al., 2000). Embrides com perda de funcédo para Vegfr-1
morrem aos 8,5 dpc (Hiratsuka, et al., 1998) com um aumento no numero de células
endoteliais nas regides embrionarias e extra-embrionarias e defeitos na organizacdo dessas
células em vasos funcionais (Fong, et al., 1995). O aumento no numero de células endoteliais
¢ devido a uma alteracdo no padrdo de diferenciacdo das células mesodérmicas em
hemangioblastos (Fong, et al., 1999). EmbriGes em que se deletou apenas o dominio de cinase
de tirosina do receptor formam vasos normais e sobrevivem com defeitos na migracdo de
macrofagos (Hiratsuka, et al., 1998). Este resultado indica que VEGFR-1 parece funcionar
como uma armadilha para VEGF-A, regulando a sua disponibilidade para 0 VEGFR-2 a
superficie celular (Hiratsuka, et al., 1998, Hiratsuka, et al., 2005, Veikkola, et al., 2000) e ndo
como um transdutor de sinal VEGF. E conhecido que Vegfr-1 d4 origem a dois ARN
mensageiros, um codifica o receptor inteiro e o outro codifica apenas o dominio extracelular,
sendo possivel que esta forma extracelular soltvel actue também como armadilha para VEGF

(Kendall ; Thomas, 1993, Shibuya, et al., 1990).
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Embribes com perda de funcdo para Vegfr-2 morrem aos 8,5 dpc (Shalaby, et al.,
1995) com um bloqueio na diferenciacdo de células endoteliais e hematopoiéticas e sem
formac&o de vasos sanguineos (Shalaby, et al., 1995). A sinalizacdo por VEGFR-2 ndo parece
ser essencial a formacdo de hemangioblastos mas sim para a sua migracdo, dependente de
VEGF, para os locais apropriados no embrido e no empenhamento na diferenciacdo para
células endoteliais (Shalaby, et al., 1995, Veikkola, et al., 2000).

Embrides com perda de fungdo em Vegfr-3 morrem aos 9,5 dpc com um bloqueio na
angiogénese e lumenes colapsados (Dumont, et al., 1998). Este fendtipo sugere que este
receptor seja necessario para a maturacdo dos vasos sanguineos ap6s a formacdo do plexo
primario (Veikkola, et al., 2000). A expressao de Vegfr-3 nos vasos linfaticos sugere que este
receptor também seja necessario a diferenciacdo destes vasos mas a letalidade precoce destes
embriGes mutantes ndo permite confirmar esta ilagdo (Veikkola, et al., 2000).

VEGFR-1 liga-se a VEGF-A e B , VEGFR-2 liga-se a VEGF-A, C e D (Gale ;
Yancopoulos, 1999), VEGFR-3 liga-se a VEGF-C e D (Achen, et al., 1998, Joukov, et al.,
1996). Todos eles sdo expressos na vasculatura embrionaria precoce e Vegfr-3 passa a
especifico das células endoteliais venosas e células precursoras dos vasos linfaticos aos 12,5
dpc e (Kaipainen, et al., 1995, Kukk, et al., 1996). Vegfr-2 também €é expresso em alguns
neuronios do tubo neural (Meirer, et al., 2001, Ogunshola, et al., 2002) e progenitores de

células de musculo (Motoike, et al., 2003) com func¢éo ainda desconhecida.
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Figura 13 - Esquema representando a familia de ligandos e receptores VEGF. Estéo representados os varios receptores e quais 0s

respectivos ligandos que se ligam a cada um deles. Adaptado de (Zachary, 2003).
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Assim sendo, VEGFR-1 parece actuar como um regulador negativo de sinalizagéo
por VEGF-A através de VEGFR-2 (Rossant ; Howard, 2002) e VEGFR-3 parece actuar como
uma armadilha para VEGF-C que tem a capacidade de potenciar a sinalizacdo por VEGF-A
através de VEGFR-2 (Hamada, et al., 2000). No conjunto revela-se um esbo¢o de uma via
regulatoria de sinalizacdo por VEGF-A (Rossant ; Howard, 2002), cuja sensibilidade a dose €
revelada pela haploinsuficiéncia letal em mutantes de perda de funcéo deste gene (Carmeliet,
et al., 1996, Shalaby, et al., 1995).

A activacdo de VEGFR-2 em células sem VEGFR-1 induz proliferacdo celular mas a
activacdo de VEGFR-1 em células sem VEGFR-2 ndo induz uma resposta mitogénica
(Seetharam, et al., 1995, Waltenberger, et al., 1994). Isto indica que as vias de transducéo de
sinal por estes dois receptores de VEGF-A séo algo diferentes, mesmo quando o ligando é o
mesmo.

As células endoteliais também expressam outros receptores, especificos para a
variante VEGFi44, Neuropilina-1 e Neuropilina-2, conhecidos receptores transmembranares
de mediadores de migracdo neuronal, semaforinas/colapsinas de classe 3 (Byrne, et al., 2005,
Neufeld, et al., 2002). Estes receptores, ao contrario dos VEGFRs, ndo possuem dominio de
cinase de tirosina e por isso ndo sinalizam por si, tendo que actuar em conjunto com outro
receptor para mediar sinalizagdo por VEGF (Byrne, et al., 2005). Neuropilina 1 e 2
conseguem ligar-se a VEGFR-2, potenciando a capacidade de VEGF-A se ligar a VEGFR-2 e
também se ligam a VEGFR-1, sendo que neste caso a ligacdo impede que as neuropilinas se
liguem a VEGF-A (Fuh, et al., 2000, Soker, et al., 1996, Soker, et al., 2002, Whitaker, et al.,
2001). Aqui, de novo, VEGFR-1 esta a actuar como um regulador negativo da disponibilidade
de VEGF-A para sinalizacdo por VEGFR-2 (Byrne, et al., 2005). Esta descrito que
neuropilina-1 é especifico do endotélio arterial e que Neuropilina-2 é especifico do endotélio
venoso e linfatico (também se consegue ligar a VEGF-C) (Mukouyama, et al., 2002, Yuan, et
al., 2002). Como a expressao de Neuropilina-1 é regulada por VEGF-A é possivel que a sua
funcédo seja a de criar um sistema de retro-alimentacdo positiva, aumentando a sensibilidade
de células arteriais nascentes a VEGF e estabelecendo-se como o marcador endotelial arterial
mais precoce que se conhece (Mukouyama, et al., 2005).

Embriées com perda de funcdo em Neuropilina-1 morrem aos 12,5 dpc com defeitos
na vascularizacdo do tubo neural, defeitos na morfogénese das artérias dos arcos branquiais e
dos grandes vasos tordcicos e desorganizacdo da vasculatura da membrana vitelina
(Kawasaki, et al., 1999, Takashima, et al., 2002).
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Embribes com perda de fungdo de Neuropilina-2 tém defeitos na formacdo de
capilares sanguineos e linfaticos mas sobrevivem o tempo de gestacdo (Kawakami, et al.,
1996, Yuan, et al., 2002).

Embrides com perda de funcdo de Neuropilina-1 e -2 tém defeitos vasculares mais
graves que os embrides com perda de funcdo em Neuropilina-1 e morrem aos 8,5 dpc com um
fendtipo muito semelhante ao dos embrifes com perda de funcdo de Vegfr-2 (Takashima, et
al., 2002).

A capacidade cinasica de VEGFR-1 é muito reduzida em relagdo a VEGFR-2,
devido a presenca de um dominio repressor na regido justamembranar (Gille, et al., 2000). O
facto de mutantes com expressdo de uma variante de Vegfr-1 com o dominio cinasico
inactivado, na auséncia de Vegfr-1, conseguirem inverter o fen6tipo de perda de funcgéo
(Hiratsuka, et al., 1998) reforca a ideia de que, em termos de angiogénese embrionaria, a sua
funcdo como cinase de tirosinas é dispensavel. Conhecem-se varias proteinas que sao
fosforiladas por VEGFR-1 mas os seus efeitos ndo estdo bem caracterizados ou séo
conflituosos (Cebe-Suarez, et al., 2006). A funcdo de VEGFR-1 esta mais bem caracterizada
na migracgdo e diferenciacdo de mondcitos, no recrutamento de progenitores endoteliais da
medula 6ssea, na migracdo e invasdo de células de carcinoma, na producdo de factores de
crescimento por células endoteliais do figado e na adesdo de células natural killer a células
endoteliais (Cebe-Suarez, et al., 2006).

O VEGEF induz a sintese de ADN e proliferacdo celular através de VEGFR-2 fazendo
recurso de duas vias de sinalizacdo, a via das proteinas cinasicas activadas por mitogéneos
(MAPK) e a via de Ras/Raf/MEK/ERK (Byrne, et al., 2005). A via de Ras/Raf/MEK/ERK
pode ser activada por fosforilacdo de Grb-2 por VEGFR-2, que vai activar Sos e este activa
Ras. A via também pode funcionar num modo independente de Ras em que VEGFR-2
fosforila PLCy-1, 0 que promove a hidrolise de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP;) para dar
origem a 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e DAG tem a capacidade de
activar PKC resultando na activacdo de Raf independente de Ras (Cebe-Suarez, et al., 2006).

A activacdo de VEGFR-2 também regula a organizacdo de citoesqueleto e migracédo
celular. VEGFR-2 activado fosforila FAK (cinase de adesdes focais), que regula a montagem
e desmontagem de adesGes focais e organizacdo de actina, que interactuando com paxilina e
outras proteinas associadas a actina, como talina ou vinculina, é recrutado para as adesfes
focais (Abedi ; Zachary, 1997, Kanno, et al., 2000). A fosforilacdo de p38 por VEGFR-2
induz a reorganizagdo de actina filamentosa e migracdo celular (Rousseau, et al., 2000b,
Rousseau, et al., 1997). A actividade de p38 é regulada por Src e RAFTK/Pyk2 (McMullen,

et al., 2004) e a via de transducéo de sinal a jusante acaba por conduzir a libertacdo de HSP27
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fosforilado da extremidade tapada dos filamentos de actina, promovendo a reorganizacdo de
actina e formacdo de fibras de stress e lamelipodia, que promovem a migracdo celular
(Rousseau, et al., 2000a). VEGFR-2 também regula a actividade das pequenas GTPases Rho
e Rac, que modulam a dindmica de actina e contracdo celular na migracdo de células
endoteliais (Zeng, et al., 2002).

VEGFR-2 activo fosforila Pl 3-cinase que regula a producdo de
fosfatidilinositol(3,4,5)trisfosfato (PIP3) que € necessario para a activacdo da proteina cinase
Akt (Brazil ; Hemmings, 2001). A activacdo de Akt é responsavel pelo bloqueio de vias de
apoptose, VEGF promove assim a sobrevivéncia celular do endotélio (Cebe-Suarez, et al.,
2006). Esta via de sinalizagdo de sobrevivéncia por Akt depende da integridade das juncGes
aderentes, que contém um complexo transiente composto por VEGFR-2, Pl 3-cinase, VE-
caderina e B-catenina (Carmeliet, et al., 1999, Spagnuolo, et al., 2004). VEGF também regula
a sobrevivéncia celular por induzir a expressdo de proteinas anti-apoptoticas, tais como 0s
inibidores de caspases Bcl-2 e A1 (Gerber, et al., 1998) e proteinas da familia IAP (inibidores
de apoptose) (Tran, et al., 1999).

VEGF também regula a fosforilagéo de proteinas cinasicas da familia Src, tais como
c-Src e c-Yes (Eliceiri, et al., 1999). Estas cinases regulam a permeabilidade vascular, sendo
que quando fosforiladas promovem a formacéo de organelos vesiculo-vacuolares (Dvorak ;
Feng, 2001) e fenestras (Esser, et al., 1998, Roberts ; Palade, 1995, Roberts ; Palade, 1997).
Estes organelos sdo responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular, pois estas regides
especializadas da membrana celular sdo altamente permeaveis a macromoléculas (Cebe-
Suarez, et al., 2006). PI 3-cinase e p38 regulam a expressdo de PLVAP (proteina associada a
vesiculas do plasmalemma), um componente das fenestras endoteliais (Strickland, et al.,
2005). Em vasos maduros VEGF também regula a permeabilidade vascular por inibir a
formacdo de juncdes entre células endoteliais. Em resposta a VEGF, VE-caderina, f-catenina,
ocludina, zonula ocluden 1 e conexina43 sao fosforilados, sendo estas moléculas componentes
dos trés tipos de juncdes celulares, juncdes apertadas, juncGes aderentes e juncdes de hiato
(Cebe-Suarez, et al., 2006).

VEGFR-2 interactua com varias integrinas, receptores transmembranares que servem
de ponto de ligacdo a matriz extracelular (Hynes ; Zhao, 2000), que assim ajustam o resultado
da activacdo do receptor por VEGF as necessidades da matriz extracelular e das células
envolventes (Cebe-Suarez, et al., 2006). E possivel que as integrinas funcionem para prevenir
a estimulacdo aberrante dos receptores em células endoteliais quiescentes em situagdes ndo
patoldgicas ou para facilitar a angiogénese em situagdes patologicas (Carmeliet, 2002, Cebe-

Suarez, et al., 2006).
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VEGFR-2 associa-se a VE-caderina, uma interagdo regulada por [-catenina, nas
juncbes aderentes. Em situagbes de alta densidade celular/vascular, a fosfatase CD148
associa-se a VE-caderina e atenua a capacidade cindsica de VEGFR-2, atenuando a
sinalizagdo por Pl 3-cinase, cinases MAP e PLCy-1 (Cebe-Suarez, et al., 2006, Grazia
Lampugnani, et al., 2003). Em condi¢des de baixa densidade celular, como na ponta de vasos
em desenvolvimento, VEGFR-2 associa-se com a integrina a,f3 € 0 resultado do sinal gerado
por VEGF ¢ dirigido no sentido do aumento da proliferacdo e migracdo celular (Carmeliet,
2002). Em certa medida, a homeostasia de um vaso é determinada por juncGes célula-célula,
que tém uma funcdo muito importante na formacdo de um complexo mecanosensorio que
regula a resposta das células endoteliais ao stress causado pelo fluxo sanguineo (Cebe-Suarez,
et al., 2006).

Figura 14 - Esquema simplificado da via de transdug¢do de sinal a jusante de VEGF-R2. VEGF regula proliferacdo celular, expressdo
génica, migragdo celular e sobrevivéncia celular. Adaptado de (Byrne, et al., 2005).

VEGFR-3 promove a migracdo celular e sobrevivéncia em células endoteliais
linfaticas ao induzir a activacdo de proteinas cinase MAP, numa via dependente de PKC e
numa via dependente de Wortmannin, Pl 3-cinase e Akt (Cebe-Suarez, et al., 2006, Makinen,
et al., 2001, Wang, et al., 2004).
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1.3.3 - Sinalizacao por Angiopoietinas

Existem quatro genes que codificam angiopoietinas, Angl-4 (Ward ; Dumont, 2002).
As angiopoietinas sdo glicoproteinas soluveis, que funcionam na forma de dimeros ou
agregacoes de ordem superior (Procopio, et al., 1999). As Angiopoietinas ligam-se ao
receptor transmembranar com dominio de cinase de tirosina Tie2/Tek, que pertence a familia
Tie, da qual se conhece outro membro, Tiel (Jones, et al., 2001). Até ha pouco tempo nao se
conheciam ligandos para Tiel (Gale ; Yancopoulos, 1999), no entanto recentemente
demonstrou-se que Angl e 4 conseguem ligar-se a Tiel e activa-lo (Saharinen, et al., 2005).
Foi demonstrado também que Tiel pode formar heterodimeros com Tie2 (Saharinen, et al.,
2005) e que este processo € regulado por VEGF (Tsiamis, et al., 2002).

A sinalizagdo por Angl induz migragdo, formagdo de tubos, formacdo de novas
ramificagdes e inibe a apoptose (Eklund ; Olsen, 2006). A maioria destes efeitos € mediada
por Pl 3-cinase e pela via das cinases MAP (Eklund ; Olsen, 2006). Ang2 parece actuar como
um antagonista para Angl, interferindo com o seu efeito estabilizador e por sua vez deixando
esses vasos mais sensiveis aos sinais de outros factores, tais como VEGF (Eklund ; Olsen,
2006). Ang3 e 4 parecem ter 0 mesmo relacionamento que, respectivamente Ang2 e 1, mas
tém um nivel de expressao mais baixo e ainda se sabe pouco sobre a sua funcéo e regulacéo
(Eklund ; Olsen, 2006).

Estudos de competicdo entre ligandos e receptor indicaram que Angl e 4 tém a
capacidade de estimular a autofosforilacdo de Tie2 e iniciar a transducdo de sinal a jusante,
enquanto Ang2 e 3 tém uma actividade muito mais fraca como activadores de Tie2, sendo
essencialmente antagonistas da via (Rossant ; Howard, 2002).

Ambos estes receptores sao expressos especificamente em células endoteliais, desde
a fase embrionaria até a fase adulta (Dumont, et al., 1995, Korhonen, et al., 1995). No
embrido a expressdo destes receptores inicia-se a 7,5 dpc para tie2 e a 8,0 dpc para Tiel,
sendo que a expressdo de ambos sé se torna generalizada no endotélio a partir de 8,5 dpc
(Dumont, et al., 1995).

A perda de funcédo de Tiel produz um fenétipo letal embrionario, com morte entre os
13,5 dpc e 0s momentos pos-parto. Este fendtipo é caracterizado por um aumento na
densidade vascular, levando a hemorragias e edema (Patan, 1998, Puri, et al., 1995).

A perda de funcdo de Tie2 produz um fenétipo letal embrionario, com morte entre 0s
9,5 e 0s 12,5 dpc. Este fenotipo é caracterizado por uma diminuicdo de brotagem vascular e

ramificacdo vascular, reducdo da sobrevivéncia endotelial, defeitos no recrutamento de
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células peri-endoteliais e defeitos no desenvolvimento do coragdo (Dumont, et al., 1994,
Patan, 1998).

A perda de funcdo em Angl produz um fendtipo letal embrionério, com morte aos
12,5 dpc. Este fenotipo € caracterizado por diminui¢do de brotagem vascular e ramificacao
vascular, defeitos no desenvolvimento do endocardio, defeitos na trabecula¢do do miocérdio e
defeitos no recrutamento de células peri-endoteliais (Suri, et al., 1996).

A perda de fungdo de Ang2 ndo produz um fendtipo embrionario letal, os ratinhos
nascem vivos mas desenvolvem uma acumulacao de fluido ascitico nos pulmdes e abdémen,
indicando a presenca de um problema na drenagem do sistema linfatico. Este fendtipo
raramente permite que um ratinho Ang2”" atinja a idade adulta (Ward ; Dumont, 2002).

1.3.4 - Sinalizacao por TGF-8

A superfamilia TGF-p (factor de crescimento transformante —beta) é composta por
um grupo de factores de crescimento que incluem factores de crescimento transformantes,
activinas e proteinas morfogenéticas de osso (BMPs) (Rossant ; Howard, 2002). O ligando
TGF-B ¢ uma citoquina multifuncional que estd envolvida na regulacao de proliferagao,
diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia em muitos tipos celulares (Lebrin, et al., 2005).
Conhecem-se trés isoformas do ligando TGF-p (TGF-B1, 2 e 3), dos quais TGF-B1 tem uma
funcéo essencial para o desenvolvimento vascular embrionario (Pepper, 1997).

Conhecem-se trés classes de receptores de ligandos TGF-, os de tipo I (ALK-1 e 5),
os de tipo II (TBRII) ¢ os de tipo III (endoglina e betaglicano) (Lebrin, et al., 2005).

TGF-B tem maior afinidade para os receptores de tipo II. Ao ligar-se aos receptores
de tipo Il promove a formacdo de um complexo heteromérico de dois receptores de tipo Il e
dois receptores de tipo I, que quando formado leva a que os receptores de tipo Il trans-
fosforilem os receptores de tipo | (Wrana, et al., 1994), conduzindo a fosforilacdo de
proteinas SMAD, que vdo funcionar como factores de transcricdo (Wieser, et al., 1995). Os
receptores de tipo 11l tém uma fungdo moduladora da sinalizacdo por TGF-B. Betaglicano
funciona como um potenciador de resposta por TGF-B2, que tem baixa afinidade para
receptores de tipo Il (Sankar, et al., 1995).

Endoglina estimula a sinalizagdo por TGF-B/ALK-1 e inibe a sinalizacdo por TGF-
B/ALK-5 (Lebrin, et al., 2004). Estudos recentes indicaram que a sinalizagdo por ALK-1 e

ALK-5 tem resultados contraditorios, enquanto a sinalizacdo por ALK-1 induz um aumento
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na proliferacdo e migracdo de células endoteliais, a sinalizacdo por ALK-5 conduz a uma
inibicdo da proliferacdo e migracdo de células endoteliais (Goumans, et al., 2002). Estes
efeitos contraditdrios reflectem uma diferenca a nivel de via de transdugdo de sinal, enquanto
TGF-p/ALK-1 fosforilam Smad-1 e -5 (Oh, et al., 2000), TGF-B/ALK-5 fosforilam Smad-2 e
-3 (Labbe, et al., 1998). Esta diferenca de sinalizagdo propde uma funcdo importante para a
via TGF-p, a de regular o momento em que um sistema vascular para de crescer e ramificar
(fase de activacdo) e comeca a estabilizar, secretar proteinas da matriz extracelular e a recrutar
células peri-endoteliais, a fase de resolucdo, através do recurso a um receptor ou outro
(Rossant ; Howard, 2002).

A anélise de mutantes de perda de funcdo para genes da via TGF-p confirmou uma
clara importancia para o desenvolvimento vascular. A perda de fungdo de Tgf-£/7 resultou em
letalidade embrionaria de metade dos embribes homozigdticos para a mutacdo de perda de
fungdo aos 10,5 dpc, com defeitos na diferenciacdo de células endoteliais e hematopoiéticas
na membrana vitelina, resultando em defeitos vasculares vitelinos sem defeitos vasculares
Obvios na vasculatura do embrido proprio (Dickson, et al., 1995).

A perda de funcdo de TSRII resulta numa fenocoOpia da perda de funcdo em TGF-f1
(Oshima, et al., 1996).

A perda de funcdo de Alk-5 resulta num fenotipo idéntico ao de tgf-B1 ¢ TBRII mas
neste caso detectaram-se defeitos na vasculatura do embrido préprio, que apresenta vasos
dilatados, defeitos no recrutamento de células peri-endoteliais, defeitos na producdo de
fibronectina, defeitos na migracdo de células endoteliais e pericardio distendido (Larsson, et
al., 2001).

A perda de funcdo de Alk-1 resulta em defeitos na remodelacdo da vasculatura da
membrana vitelina, dilatacdo dos vasos e formacdo de fusbes entre as aortas dorsais e veias
cardinais anteriores, defeitos no recrutamento de células peri-endoteliais (Urness, et al., 2000)
e perda de expressdo de Ephrin-B2, um marcador de endotélio arterial (Sorensen, et al.,
2003).

A perda de funcdo de Endoglina resulta num fenotipo semelhante ao da perda de
funcdo em alk-1, mas em que ndo se observa dilatacdo dos vasos sanguineos e em que nao
ocorre alteracdo na expressdo de Ephrin-B2 (Li, et al., 1999, Sorensen, et al., 2003).

A perda de funcdo de Betaglicano também resulta num fenotipo letal embrionario no
fim da gestacdo com defeitos na proliferacdo de células do miocardio e aumento na apoptose

de células hepaticas (Stenvers, et al., 2003).
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1.3.5 - Sinalizacao por Ephrins

Os receptores Eph constituem uma grande familia de receptores com dominio de
cinase de tirosina cujos ligandos transmembranares pertencem a familia Ephrin (Flanagan ;
Vanderhaeghen, 1998). Os receptores e ligandos desta familia sdo normalmente expressos
reciprocamente em regides de fronteira de tecidos e participam em sinalizacdo bidirecional
(Gale, et al., 1996, Henkemeyer, et al., 1996, Holland, et al., 1996). As Ephrins constituem
uma grande familia que se subdivide em tipo A e B baseado na sua forma de ligar a
membrana. As Ephrins A ligam-se @ membrana através de uma ancora GPI e as Ephrins B
tém um dominio transmembranar (Davis, et al., 1994). Os receptores Eph também se
subdividem em dois tipos, A ou B, conforme se liguem preferencialmente a Ephrins de tipo A
ou B (Gale, et al., 1996).

O sistema Eph/Ephrin esta envolvido na regulacdo de segmentacdo, migracao
celular, direccionamento de axonios, plasticidade sinaptica e diferenciacdo entre endotélio
arterial e venoso (Hirashima ; Suda, 2006).

A implicagdo do sistema Eph/Ephrin no desenvolvimento vascular surgiu quando se
identificou o padrdo de expressdo de Ephrin-b2 e Eph-b4 como sendo especificamente e
respectivamente, endotelial arterial e endotelial venoso (Wang, et al., 1998a). A perda de
funcdo em Eph-b4 e em Ephrin-b2 produziu um fendtipo muito semelhante, com defeitos na
remodelacdo angiogénica do embrido e da membrana vitelina, conduzindo a letalidade aos
10,5 dpc (Gerety, et al., 1999). Eph-b2 e Eph-b3 sdo expressos no mesénquima e em células
endoteliais venosas, respectivamente, e mutantes com perda de fun¢do em ambos estes genes
tém um fendtipo semelhante ao obtido com a perda de funcdo em Ephrin-b2 ou Eph-b4,
embora com baixa penetrancia (Adams, et al., 1999), sugerindo que devem existir multiplos
membros do sistema Eph/Ephrin a mediar interacbes durante o desenvolvimento vascular
embrionario (Hirashima ; Suda, 2006). Mais especificamente, a perda de funcdo em ephrin-b2
especifica no endotélio produziu o mesmo fenotipo que a perda de funcdo convencional
(Gerety ; Anderson, 2002), indicando que a presenca diferencial de Ephrin-b2 e Eph-b4, nas
artérias e veias respectivamente, € essencial ao correcto remodelamento do sistema vascular
embrionario. Ratinhos em que se removeu o dominio citoplasmatico de Ephrin-B2
reproduzem o fenotipo de perda de funcdo convencional em Ephrin-b2 em relacdo aos
defeitos vasculares embora ndo em relacdo aos defeitos na migracdo de células da crista
neural (Adams, et al., 2001), indicando que a sinalizacdo bidireccional entre Ephrin-b2 e Eph-

b4 é essencial para separar o sistema vascular arterial do venoso de modo a balancear eventos
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de repulséo e adesédo, essenciais para a correcta complexificacdo do sistema vascular, sem
comprometer a separacdo de sangue arterial e venoso (Halloran ; Wolman, 2006).

Este sistema de repulsdo é mediado por eventos de transendocitose dos complexos
ligando-receptor, sendo estes eventos suficientes para levar a repulsdo das células que
expressem reciprocamente ligandos e receptores compativeis (Zimmer, et al., 2003). No
entanto, o sistema Ephrin-Eph ndo parece ser responsavel pelo estabelecimento da identidade
arterial ou venosa, parecendo sim actuar a jusante de outras vias, como a via Notch e VEGF
(Lawson, et al., 2002), para manter a separacédo de identidades (Hirashima ; Suda, 2006).

Outro factor que consegue regular a identidade de um vaso é o fluxo sanguineo.
Estudos em embriGes de galinha demonstraram que cortando o fluxo sanguineo de uma artéria
se reduz a expressdo dos marcadores arteriais e se induz a expressdo de marcadores venosos,
algo que se volta a inverter se 0 mesmo vaso Vvoltar a ter a sua circulacao regular (le Noble, et
al., 2004). Estes estudos indicam que a identidade vascular pode ser determinada por factores
genéticos mas que mais tarde pode ser modulada por factores fisicos como o fluxo sanguineo.

Existem membros do sistema Ephrin/Eph que sdo expressos reciprocamente entre 0s
vasos sanguineos e tecidos circundantes (Adams, et al., 1999), indicando que para alem de
mediar a separacdo dos sistemas arteriais e venosos, este sistema também parece criar
barreiras espaciais que servem para direccionar a migracdo de células endoteliais, através dos

tecidos circundantes, de maneira padronizada (Suchting, et al., 2006).

1.3.6 - Sinalizagdo Wnt

O gene Wnt codifica uma glicoproteina secretada, altamente conservada em
metazoarios, que se liga aos receptores transmembranares da familia Frizzled (Miller, 2002).
Em mamiferos conhecem-se pelo menos 19 homdlogos Wnt e 10 homdlogos Frizzled (Miller,
2002).

Quando Wnt se liga a um receptor Frizzled associado aos co-receptores LRP5 e 6
induz a fosforilacdo de Dishevelled. Dishevelled fosforilado deslocaliza o complexo de
fosforilagdo GSK3B/CKly de um complexo composto por Axina ¢ APC, conduzindo-0 a
membrana, onde vai fosforilar os co-receptores LRP5 e 6, que passam a ligar-se a Axina
(Clevers, 2006). A desmontagem do complexo composto por Axina/APC/GSK3p/CK1y leva
a que o seu alvo, B-catenina, ndo seja fosforilado e assim conduzido a sua ubiquitinagdo e
consequente degradacao (Clevers, 2006).

34



A estabilizagdo de B-catenina permite que esta seja deslocada para o ndcleo, onde
deslocaliza o repressor transcricional Groucho do complexo transcricional Tcf/Lef,
promovendo a expressdao dos genes regulados por Tcf/Lef (Clevers, 2006). Entre estes,
encontram-se genes que codificam reguladores de ciclo celular, diferenciacdo, entre outras
fungdes, incluindo os genes da propria via (Clevers, 2006, Goodwin ; D'Amore, 2002). De
entre 0s genes regulados por Tcf-Lef, que sdo importantes para o desenvolvimento vascular,

encontram-se Vegf, Mmp7, Cx43 e Fibronectina, entre outros (Goodwin ; D'Amore, 2002).

Degradacao "’ ?
proteassémica

Complexo de
destruicdo

Figura 15 - Esquema simplificado da sinalizagdo Wnt. Na auséncia de ligandos Whnt, beta-catenina liga-se ao complexo de destruigdo e é
marcada para destruicdo proteolitica. Na presencga de ligandos Wnt o complexo de destruicdo é desmontado e beta-catenina desfosforilada
ndo é degradada e dirige-se para o nicleo. Adaptado de (Willert ; Jones, 2006).

Conhecem-se muitos genes da via Wnt que sdo expressos no sistema vascular. Por
exemplo Wnt-5a, Wnt-7a e Wnt-10b sdo expressos nas células endoteliais e Wnt-5a nas
células de musculo liso (Goodwin ; D'Amore, 2002). Apesar de nem todos 0s genes wnt terem
mutantes de perda de funcdo analisados, a perda de funcdo em Wnt-2 é até ao momento a
Unica a produzir um fenotipo no sistema vascular, dando origem a uma reducdo na formacao
de capilares placentarios derivados do embrido (Monkley, et al., 1996). E possivel, no
entanto, que mutantes de perda de funcdo em outros genes wnt, quer simples como
compostos, possam também ter defeitos vasculares, no entanto muitos destes mutantes
morrem antes de chegarem a desenvolver um sistema vascular, levando a que tal estudo s6
seja possivel com mutantes de perda de funcédo condicionais (Goodwin ; D'Amore, 2002).

De entre os receptores, Frizzled-1 € expresso na aorta de ratinhos adultos (Mao, et
al., 2000) e Frizzled-2 é expresso na aorta e no tronco pulmonar a partir dos 12 dpc (van Gijn,

et al., 2001). Frizzled-5 € expresso nos vasos sanguineos da membrana vitelina e da camada
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labirintinica da placenta e mutantes de perda de funcdo para este gene tém defeitos no
desenvolvimento dos grandes vasos vitelinicos e na formacdo da rede capilar, incluindo uma
falha na ligacdo da vasculatura vitelina a vasculatura do embri&o préprio, sendo letal aos 11,5
dpc (Ishikawa, et al., 2001). Apesar de os mutantes de perda de funcdo de Frizzled-4 nao
aparentarem ter defeitos no sistema vascular, mutacdes neste gene foram associadas, em
humano, a retinopatia exsudativa familiar, uma doenga caracterizada por defeitos na
vascularizagéo da retina (Robitaille, et al., 2002).

A B-catenina pode ser detectada no nicleo das células endoteliais arteriais e venosas
de vasos em proliferacdo (Eberhart ; Argani, 2001). Em situacGes patoldgicas, como enfarte
do miocérdio e desenvolvimento tumoral, a B-catenina acumula-se no ndcleo e citoplasma de

células endoteliais (Goodwin ; D'Amore, 2002).

1.3.7 - Sinalizagao Notch

Existem cada vez mais evidéncias para a importancia da via Notch em varias
vertentes do desenvolvimento vascular embrionario e em processos neo-angiogénicos
patologicos (Rossant ; Hirashima, 2003). Conhecem-se varios genes da via Notch que séo
expressos no endotélio arterial, notchl, notch3, notch4, dll4, jaggedl e jagged2 (Villa, et al.,
2001).

Estudos em peixe-zebra concluiram que Notch é essencial para a determinacdo da
identidade endotelial arterial, a jusante de VEGF (Lawson, et al., 2001, Lawson, et al., 2002).
Neste sistema a perda de actividade de Notch leva a uma reducao de expressao de marcadores
arteriais e expressdo ectopica de marcadores venosos na aorta dorsal (Lawson, et al., 2001,
Zhong, et al., 2001). Por outro lado, um aumento na activacao da via Notch leva a expressao
de marcadores arteriais na veia cardinal posterior (Lawson, et al., 2001). Em ambos os casos
surgem malformacdes arterio-venosas e defeitos no desenvolvimento de artérias ou veias.

Ratinhos mutantes de perda de funcdo de Notchl morrem aos 11 dpc com graves
defeitos neurais e na formacdo dos somitos, na remodelacdo angiogénica da vasculatura da
membrana vitelina, embrido proprio e placenta (Conlon, et al., 1995, Krebs, et al., 2000).

A perda de funcdo de Notch4 ndo produz um fendtipo detectavel, mas embrides com
perda de funcdo de Notchl e 4 tém um fendtipo vascular mais severo que os de perda de
fungdo s6 de Notchl (Krebs, et al., 2000). Estes embriGes tém defeitos na remodelagdo do
plexo vascular primario da membrana vitelina, artérias dorsais colapsadas e veias cardinais

ausentes nos embrides com mais defeitos (Krebs, et al., 2000). A perda de fungdo de Notchl
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restrita ao endotélio produz um fendtipo que recapitula o fenoétipo da perda de fungdo
constitutiva, indicando que a funcdo de Notchl no endotélio é autonoma (Limbourg, et al.,
2005).

A expressdo de uma forma activada de Notch4, chamada int-3 (Shirayoshi, et al.,
1997, Uyttendaele, et al., 1996), especificamente em células endoteliais de embrides de
ratinho produz um fendtipo letal embrionério aos 10,5 dpc (Uyttendaele, et al., 2001). Este
fendtipo é caracterizado por um bloqueio na remodelacdo do plexo vascular priméario da
membrana vitelina, aumento do calibre das aortas dorsais e formacdo de redes capilares
menos complexas (Uyttendaele, et al., 2001). A expressdo condicional indutivel de int-3
especificamente no endotélio de ratinhos adultos leva a formacdo de artérias e veias
hipertrofiadas na pele, Gtero e figado, malformacGes arterio-venosas, reducdo no nivel de
ramificacdo das arvores vasculares dos orgdos afectados e hipertrofia do coracdo, sendo letal
poucas semanas ap0s o inicio da sobre-expressdo (Carlson, et al., 2005). Descobriu-se
também que nestes ratinhos ocorre expressdo do marcador endotelial arterial Ephrin-b2 em
veias e que as veias destes ratinhos passam a ter uma camada de musculo liso mais
semelhante a camada existente em artérias (Carlson, et al., 2005). Notavelmente, parando a
expressdo de int-3 em ratinhos muito afectados estes recuperam e regridem a maior parte dos
defeitos produzidos (Carlson, et al., 2005). A expressao condicional indutivel de uma forma
activada de Notchl especificamente no endotélio de ratinhos adultos também leva a formacéo
de hipertrofia dos vasos sanguineos hepaticos e um aumento na espessura da camada de
musculo liso, embora mais tardiamente e menos severamente que no caso de int-3 (Carlson, et
al., 2005).

A perda de funcdo parcial em Notch2 ndo produz um fenotipo letal embrionario, no
entanto estes morrem a seguir ao nascimento com defeitos nos capilares dos glomérulos,
defeitos na vasculatura hialdide do olho, hemorragias, edema e hipoplasia do miocéardio
(McCright, et al., 2001).

A perda de funcdo em Notch3 ndo é letal no desenvolvimento embrionario e nédo
afecta a viabilidade nem a fertilidade dos adultos (Krebs, et al., 2003), no entanto estes
ratinhos adultos tém hipertrofia das artérias e tém uma camada de musculo liso mais fina
(Domenga, et al., 2004). Este defeito parece ser especifico das células de musculo liso, que
tém alteracBes na sua forma e tamanho, e ndo das células endoteliais, que parecem normais,
sendo mais parecidas com células de masculo liso de veias (Domenga, et al., 2004). Em
humanos, mutagdes em Notch3 estdo associadas & sindrome Arteriopatia autossomica
dominante com enfartes subcorticais e leucoencefalopatia (CADASIL) (Joutel, et al., 1996).

Doentes com esta arteriopatia apresentam engrossamento da parede das artérias cerebrais,
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devido a uma degeneracdo das células de musculo liso seguido da ocorréncia de fibrose, e
reducdo do limen das artérias de menor calibre (Iso, et al.,, 2003a). Nestes doentes,
caracterizados por terem mutagdes pontuais nas repeticdes EGF de Notch3, o receptor esta
presente na membrana e continua a conseguir interactuar com os ligandos. Pensa-se que o
defeito resulte de problemas num dos eventos proteoliticos que se seguem & interac¢ao com o
ligando (Iso, et al., 2003a).

A perda de funcéo de DII1 produz um fendtipo letal aos 12 dpc, com defeitos neurais
e na formacdo dos somitos e hemorragias extensas, que comegam por volta dos 10 dpc (Hrabe
de Angelis, et al., 1997). Até ao momento ainda ndo foram investigadas as anomalias
vasculares por detras do fendtipo hemorrégico.

A perda de funcdo de DII4 produz um fenétipo letal aos 10 dpc com reducdo no
calibre das aortas dorsais, com colapsamento das aortas, defeitos na remodelacdo das veias
cardinais anteriores, aumento na migracdo de células endoteliais das aortas dorsais para
regibes mais dorsais, aumento da proliferacdo de células endoteliais arteriais e defeitos na
remodelagdo do plexo vascular primario da membrana vitelina (Duarte, et al., 2004). O ponto
mais interessante deste estudo foi a revelagdo que a manutencdo de uma dose estavel de DIl4
¢ essencial ao correcto remodelamento da vasculatura embrionadria pois 0s embrides
heterozigoticos para a perda de funcdo de DII4 tém um fenotipo letal embrionario com
penetrancia incompleta (Duarte, et al., 2004, Gale, et al., 2004, Krebs, et al., 2004). Nos
embrides heterozigoticos o fendtipo é semelhante aos embrides com perda de funcéo total em
DIl4 mas menos severo, todos os embriGes heterozigdticos tém defeitos na remodelacdo da
vasculatura da membrana vitelina. Aos 9,5 dpc cerca de 90% dos embrides heterozigoticos
tém constricdo das aortas dorsais, com maior ou menor grau de gravidade, conduzindo uma
proporcao destes embrides, os que tém defeitos mais graves, a morrer aos 10,5 dpc (Duarte, et
al., 2004, Gale, et al., 2004, Krebs, et al., 2004). A razdo desta heterogeneidade encontra-se
no facto de a penetréncia incompleta do efeito da heterozigotia da mutacdo em DIl4 ser
observada em linhas de ratinhos com cruzamento aleatério, de genoma néo fixo, pois o efeito
da heterozigotia da mutacdo em DII4 passa a ter penetrancia quase completa ou mesmo
completa em fundos genéticos fixos, respectivamente C57/BL6 e 129/Sv-CP (Duarte, et al.,
2004, Gale, et al., 2004).

A sobre-expressdo de DII4 em culturas primarias de células endoteliais de veia
umbilical humana leva a uma reducdo na taxa de proliferacdo com diminuicdo da resposta
migratdéria em fungdo de VEGF, provavelmente devido a diminui¢do no nivel de expresséo de
VEGFR-2 nestas células (Williams, et al., 2006).
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A perda de fungdo de Jaggedl produz um fenétipo letal embrionario aos 10 dpc com
defeitos na remodelacdo do plexo vascular primério da membrana vitelina, reducdo na
formac&o de novos brotos vasculares na regido cefalica e hemorragias (Xue, et al., 1999). No
homem, mutacdes em Jaggedl estdo associadas ao Sindrome de Alagille, que inclui defeitos
no sistema cardiovascular caracterizados por Tetralogia de Fallot, defeitos septais
ventriculares e auriculares, estenose da valvula pulmonar e coartacdo da aorta (Jones, et al.,
2000).

Mutantes de perda de funcdo de Heyl, membro da familia hairy and enhancer of
split expresso no endotélio arterial, sdo viaveis e férteis, ndo tendo nenhum defeito descrito
(Fischer, et al., 2004, Kokubo, et al., 2005).

Mutantes de perda de funcdo de Hey2, também expresso no endotélio arterial,
morrem no periodo pos-nascimento com defeitos graves no coracdo, caracterizados pela
existéncia de defeitos na septacdo do ventriculo, foramen oval persistente, estenose da valvula
tricuspide e cardiomiopatia (Donovan, et al., 2002, Gessler, et al., 2002).

Mutantes com perda de funcdo dupla de Heyl e Hey2 tém um fendtipo letal
embrionario aos 10,5 dpc com defeitos na remodelacdo da vasculatura da membrana vitelina,
aortas dorsais reduzidas e colapsadas, defeitos na formacgdo das veias cardinais anteriores,
perda de expressdo de marcadores endoteliais arteriais, defeitos na remodelacdo dos vasos
cranianos e defeitos na formacdo do coracdo (Fischer, et al., 2004, Kokubo, et al., 2005).
Estes defeitos relembram os defeitos observados nos mutantes de perda de funcdo de Notchl e
Notch4, de DII4 e de Jaggedl, indicando que provavelmente sdo os principais efectores da via
Notch no sistema vascular.

A perda de funcdo de Rbp-j especifica ao endotélio também produz um fendtipo
muito semelhante ao obtido nos mutantes de perda de funcdo em Notchl e Notch4, DIl4 e
Jaggedl (Krebs, et al., 2004).

Apesar de ser evidente que a sinalizacdo Notch é muito importante para o correcto
desenvolvimento vascular, a sua funcao precisa continua a ndo estar descrita. Sabe-se que nao
é essencial para a diferenciacdo de angioblastos, inicio da hematopoiese ou formacao do plexo
vascular primario (vasculogénese) (Rossant ; Howard, 2002). Os resultados obtidos até ao
momento apontam para um possivel papel na inducdo ou regulacdo da formacdo de novas
ramificacBes na vasculatura, na manutencdo vascular (recrutamento e/ou diferenciacdo de
pericitos e proliferacdo) e na determinacdo da identidade endotelial arterial, por oposi¢do a
identidade venosa, a montante da via Ephrin e a jusante de VEGF e Sonic hedgehog (Rossant
; Howard, 2002).
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1.3.8 - Funcéao das células peri-endoteliais e da matriz extracelular

Apesar de o endotélio receber a maior parte da atencdo na investigacdo da
angiogénese, as células peri-endoteliais envolventes e a matriz extracelular tém um papel
critico no suporte funcional e estrutural da rede vascular. As células de mdsculo liso
vasculares estabilizam os vasos nascentes ao inibirem a migragdo e proliferagdo endotelial
(Conway, et al., 2001, von Tell, et al., 2006). Sabe-se que os vasos regridem mais facilmente
quando ndo sdo cobertos por células de musculo liso, no caso dos estimulos angiogénicos se
terem tornado limitantes (Benjamin, et al., 1998, Lindahl, et al., 1999). Ainda mais, as células
peri-endoteliais sdo metabolicamente activas e expressam uma variedade de péptidos
vasoactivos, factores de crescimento e citoquinas, que védo ter impacto na funcdo geral da
vasculatura.

A origem das células de musculo liso é alvo de intensa investigacdo, embora seja
ainda uma area com muitas perguntas por responder. As células de musculo liso podem
diferenciar-se a partir de células endoteliais, células mesénquimais, de precursores da medula
Ossea ou de macrdéfagos (Carmeliet ; Jain, 2000). As celulas de musculo liso das veias
coronarias sdo derivadas do miocardio atrial, enquanto aqueles das artérias coronarias
derivam da camada epicardial (Dettman, et al., 1998). As células da crista neural cardiaca séo
a fonte das células de musculo liso dos grandes vasos toracicos e um local muito frequente de
malformacdes congénitas (Creazzo, et al., 1998). Recentemente foi descoberto um novo
progenitor vascular comum, caracterizado como sendo uma célula FIk1* derivada de CEE,
que da origem a células endoteliais se for exposto a VEGF e a células de mdsculo liso quando
exposto a PDGF-BB (Yamashita, et al., 2000). Tal como as células de musculo liso vascular,
0s pericitos que cobrem as arteriolas, vénulas e capilares também tém maltiplas funcgdes,
modulando o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular, regulando o crescimento dos vasos
sanguineos e libertando sinais para o endotélio e matriz através de moléculas celulares e
exogenas (Conway, et al., 2001).

O recrutamento de células peri-endoteliais € mediado por uma série de factores
locais. PDGF-BB é um quimioatractor de células de musculo liso (Lindahl, et al., 1998),
enquanto VEGF também contribui (von Tell, et al., 2006). As interaccGes entre células
endoteliais e peri-endoteliais sdo estabilizadas por Ang-1 e Tie-2, sendo que o Ultimo também
induz a formacdo de novas ramificagdes vasculares e a remodelacdo vascular (Gale ;

Yancopoulos, 1999, Lindahl, et al., 1999, Suri, et al., 1996). Interac¢des ligando-receptor
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Ephrin-Eph podem também transferir sinais entre o endotélio e as células do mesénquima
(Gale ; Yancopoulos, 1999). O factor de transcricdo com dominio bHLH, dHAND, é
necessario para a interaccéo reciproca entre as células de mesénquima e as celulas endoteliais,
assim como para a diferenciacdo de células de masculo liso (Yamagishi, et al., 2000). Em
ratinho, a falta de dhand promove anomalias vasculares severas durante o desenvolvimento,
com consequente letalidade. Finalmente, moléculas de adesdo como as N-caderinas
providenciam ligacdes mais fortes entre o endotélio e as células mesénquimais, vincando o
seu caracter de permanéncia (Conway, et al., 2001).

A matriz extracelular é essencial para a angiogénese, e deve ser vista como um
membro dindmico do processo. Para além de providenciarem um local para o armazenamento
de factores de crescimento e pro-enzimas, como as MMPs (metaloproteases da matriz
extracelular), os seus componentes servem de locais de ligacdo e alvo para factores de
crescimento e Integrinas ancoradas na membrana celular de células endoteliais e
mesénquimais (Conway, et al., 2001, Serini, et al., 2006). Por exemplo, a Integrina avp3, que
medeia a ligacdo ao colagénio, € essencial a maturacdo dos vasos sanguineos, e logo a sua
sobrevivéncia durante a angiogénese (Serini, et al., 2006). A inibicdo desta ligacdo resulta na
apoptose do endotélio, regressao vascular e interferéncia nos efeitos angiogenicos de VEGF e
TGF-B (Brooks, et al., 1994a, Brooks, et al., 1994b). Outros componentes da matriz, como a
fibronectina, laminina, vitronectina, osteopontina, fibrina, &cido hialurénico e
trombospondina, interactuam variavelmente com as Integrinas e outros factores de
crescimento, regulando a migracdo de células endoteliais e peri-endoteliais, a formacéo de
tubos e a maturacdo da rede vascular (Brooke, et al., 2003, Conway, et al., 2001, Rusnati ;
Presta, 2006).

1.3.9 - Regulacéo por niveis de oxigénio

O papel da pressao de oxigénio na regulacdo dos niveis de VEGF é muito importante
para a sua funcdo como factor angiogénico. A acumulacdo de ARNm de Vegf é induzida pela
exposicdo a baixos niveis de oxigénio, quer in vivo como in vitro (Banai, et al., 1994). Como
seria de esperar, muitos outros genes envolvidos directa ou indirectamente na angiogénese sao
também induzidos como resposta a hipoxia. Estes incluem, entre outros, Vegfr-1 e Vegfr-2,
Neuropilina-1, Neuropilina-2, Ang-2, sintase de oxido nitrico, Tgf-f1, Pdgf-bb, Andotelina-1,
Dll4 e 11-8 (Mailhos, et al., 2001, Semenza, 2000).
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O complexo transcripcional composto pelos factores indutiveis pela hipoxia (HIF) —
HIF-1a, HIF-1B (ARNT) e HIF-2a — tem a fungdo de aumentar o nivel de expressdo de varios
genes envolvidos na activacdo da angiogénese e na sobrevivéncia celular (Conway, et al.,
2001). Alguns destes factores indutiveis pela hipoxia, onde se inclui VEGF, eritropoietina e
VEGFR-1, contém uma sequéncia de consenso, elemento de resposta a hipoxia (HRE), a
montante da sua regido promotora, com a qual HIF se associa (Liu, et al., 1995). Quando o0s
niveis de oxigénio sdo normais, o produto do gene VHL (o gene responsavel pela doenca de
von Hippel-Lindau), marca HIF-1a para degradacdo rapida. Contudo, durante a hipoxia, HIF-
la ¢ estabilizada (Maxwell, et al., 1999). Os resultados da inactivacdo do gene HIF-1a ou
HIF-13 em ratinho parecem suportar melhor um papel da hipoxia na regulacao da
angiogénese do que na vasculogénese, sendo letais embrionarios aos 10,5 dpc (Maltepe, et al.,
1997, Ryan, et al., 1998, Semenza, 2000).

1.4 - Controlo de expressao génica

Nas Ultimas décadas ocorreu uma grande revolucdo na maneira como se estuda e
manipula a genética dos organismos. O modelo classico envolvia basicamente o uso de
métodos de seleccdo artificial de novas caracteristicas geneéticas surgidas por mutacéo
espontanea. Os metodos modernos baseiam-se no desenvolvimento da engenharia genética. A
evolucdo das técnicas de biologia molecular permitiu que se acumulassem resultados de
sequenciacao de varios genes de diversos organismos, culminando nos diversos projectos de
sequenciacdo de genomas, alguns entretanto ja terminados (Waterston, et al., 2002). A
disponibilidade destas sequéncias, associada a melhorias nas tecnologias de ADN
recombinante, permitiu que se desenvolvessem novas técnicas de estudo da fungédo génica. Ao
passo gue a era da descoberta de novos genes vai chegando ao fim, as técnicas de estudo da
funcdo génica in vivo vdo assumindo uma importancia cada vez mais fulcral no meio
cientifico.

As técnicas de estudo de funcdo génica compreendem as técnicas de perda de fungédo
génica, ganho de funcdo génica e técnicas de rastreio de expresséo.

As técnicas de perda de funcdo génica baseiam-se na construcdo de vectores de ADN
contendo uma copia do gene em estudo, que foi alterada de forma a ndo ser funcional. Estes

vectores sdo introduzidos em CEE, onde substituem um alelo endégeno por recombinagéo
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homdloga (Capecchi, 1989, Doetschman, et al., 1987, Evans ; Kaufman, 1981, Martin, 1981,
Robertson, et al., 1986). Essas CEE recombinantes podem dar origem a animais inteiros,
recorrendo a técnicas como a agregacdao dipldide e tetrapldide ou injeccdo de CEE em
blastocistos receptores. Animais em que ambos alelos sejam modificados ndo produzem a
proteina do gene em estudo e ddo origem a um fenotipo caracteristico. A analise das funcdes
celulares afectadas ou fungdes organotipicas afectadas indica ao investigador a funcdo do
gene em estudo.

As técnicas de ganho de funcdo baseiam-se no uso de sequéncias promotoras, que
vao controlar a especificidade de expressdo do gene em estudo (Palmiter ; Brinster, 1985,
Palmiter, et al., 1982). Estas técnicas também envolvem a construgdo de vectores de ADN. As
sequéncias promotoras podem ser incluidas no vector ou pode fazer-se uso de um promotor
endogeno, embora nesse caso seja necessario afectar a funcdo do gene associado a esse
promotor endogeno. No caso de o ADN vector conter as sequéncias promotoras, pode ser
usado para transfectar CEE ou pode ser microinjectado no prondcleo masculino de embrides
recém-fertilizados. Em ambos os casos a producdo de um transgénico envolve a integracéo
aleatoria do ADN vector no genoma alvo. A técnica de microinjec¢do pronuclear permite a
obtencdo de animais transgénicos mais rapidamente que a técnica de agregacéo diploide. Tal é
conseguido por evitar o recurso a CEE e por dar origem a animais transgénicos e nao a
animais quiméricos. A desvantagem desta linha € que a seleccdo dos animais transgénicos em
funcdo da qualidade da integracdo do transgene tem de ser feita apds o nascimento dos
animais, devido a ndo se fazer recurso a CEE. No caso do ADN vector ndo conter as
sequéncias promotoras, tem de ser transfectado em CEE, sendo que neste caso a integracao
tem de ocorrer por recombinacdo homdloga com o locus genético de interesse, de modo que a
expressdo do transgene fique regulada pelas sequéncias promotoras de interesse. Deste modo
0s animais transgénicos sdo produzidos da mesma forma que no caso dos mutantes de perda
de funcdo. Em qualquer dos métodos o resultado serd a expressdo do gene em estudo num
local ectépico ou um aumento de expressao do gene em estudo, consoante 0 promotor usado.
A analise do fenotipo resultante desta alteracdo génica traz pistas sobre a funcdo do gene em
estudo. No caso em que o recurso a um promotor especifico, quer endégeno como ectdpico,
conduza a um fendtipo letal, que previne o animal mutante de se desenvolver, acaba
destruindo aquilo mesmo que se queria saber. O advento da mutacdo condicional veio trazer
aos bidlogos do desenvolvimento uma ferramenta muito mais delicada para o estudo da
funcdo de um gene. Nesse sentido podem-se criar animais mutantes condicionais, espacial e

temporalmente (Dymecki, 2000, Mallo, 2006, Mallo, et al., 2003), conforme se condicione a
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expressdo num tecido especifico a um ponto no espaco ou no tempo durante o
desenvolvimento.
As técnicas de rastreio de expressdo sdo derivadas das técnicas de transgénese
usadas na producdo de mutantes de ganho de funcdo. A sua funcdo é permitir estudar a
localizacdo e interac¢do da proteina em estudo. Para isso sdo criados genes recombinantes,
que codificam proteinas de fusdo, contendo o gene de interesse e um gene repdrter ou 0 gene
de interesse e um dominio especifico que pode ser detectado por imunohistoquimica. A
capacidade de criacdo de organismos que expressam proteinas de fusdo com um gene repérter
permite a realizacdo de experiéncias de visualizacdo da actividade génica em tempo real,
trazendo o factor tempo ao estudo da funcéo genica.
Todas estas técnicas sdo importantes para o estudo da funcdo génica, sendo que se

obtém mais informacédo usando varias técnicas em simultaneo.

1.4.1 - Células Estaminais Embrionarias

Desde meados da década de 1980 que as técnicas de alteracdo gendmica de CEE
vieram revolucionar a maneira como se efectuam os estudos genéticos na biologia de
mamiferos e na investigacdo biomédica. Essas alteracbes genomicas ja forneceram
informacGes inavaliaveis a todos 0s campos das ciéncias da vida.

Historicamente, o aparecimento das linhas de CEE foi consequéncia do conhecimento
adquirido durante a década de 70 pelos varios investigadores que trabalhavam com células de
carcinoma embrionario pluripotentes (Martin ; Evans, 1974).

As CEE sdo derivadas do epiblasto de blastocistos em fase de pré-implantacéo.
Verificou-se que ap0s o seu estabelecimento, estas células mantinham o potencial de um dos
componentes do epiblasto, a ectoderme primitiva. Logo estas tém a capacidade de contribuir
para todas as linhagens do embrido em si, quando reintroduzidas num ambiente embrionario.
Nestas quimeras as CEE comportam-se como ectoderme primitiva ou células epiblasticas, tal
que contribuem para todas as linhagens celulares do feto resultante, assim como para 0s
tecidos extra-embrionarios derivados do embrido em gastrulacdo, nomeadamente a
mesoderme do saco vitelinico, o saco amnidtico e a alantdide (Nagy ; Rossant, 2000).

Contudo as CEE quando agregadas com embrifes pré-blastocisticos (nomeadamente, quando
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agregados com embrides no estadio de oito células) ndo contribuem para as duas primeiras
linhagens que surgem no desenvolvimento de um embrido, sdo elas as linhagens extra-
embrionéarias: trofoblasto e endoderme primitiva (Nagy ; Rossant, 2000). Contudo, o que
realmente ditou o0 seu sucesso entre a comunidade cientifica foi a sua capacidade em
diferenciarem-se eficientemente em células germinais, de tal modo que quimeras com
contribuicdo de CEE para a linha germinativa transmitem o genoma das mesmas in vivo a sua

progenia (geracao F1).

1.4.2 — Uso de células estaminais embrionarias para producéao de
murganhos geneticamente modificados

A capacidade dos embrides de mamiferos incorporarem células estranhas e se
desenvolverem como quimeras foi explorada para uma variedade de objectivos, incluindo a
elucidacdo das linhagens celulares, investigagdo do potencial celular, a perpetuacdo de
mutacgOes produzidas em CEE por técnicas de manipulacdo genética dirigida, e a subsequente
analise dessas mutacBes. A extensdo da contribuicdo dessas células estranhas ao embrido
depende da sincronia no desenvolvimento, entre estas e o embrido, e da sua capacidade
mitotica e potencial de desenvolvimento. Se o objectivo da producdo de quimeras for a
transmissdo a geracao seguinte de uma mutacao gerada, entdo as CEE tém de ter a capacidade
de passar o processo de meiose e a gametogénese, sendo assim uma ferramenta muito
importante nas técnicas de manipulacdo genetica de murganhos (Nagy, et al., 1990).

A extensao de contribuicdo das CEE para o desenvolvimento do embrido depende da
competicdo exercida pelas células embrionarias receptoras e da competéncia das proprias
CEE em diferenciarem determinados tecidos, sendo isso a base de se gerarem quimeras no
processo de agregacdo (Nagy ; Rossant, 2000). No caso de as CEE reterem a capacidade de
executar a meiose e executar a gametogénese, na condicdo de terem contribuido para a
formacdo da linha germinativa do ratinho derivado da agregacdo, vdo transmitir a
descendéncia a mutacdo que contém, estabelecendo uma linha de ratinhos transgénicos (Nagy
; Rossant, 2000).

Existem dois métodos basicos de gerar quimeras em fase de pré-implantacdo em
ratinho, uma é a microinjeccdo de CEE no blastocélio de blastocistos e a outra é a agregacédo
embrionaria. Esta Gltima tem as vantagens de ser um método mais barato e simples de
estabelecer em laboratério do que a microinjeccdo (requer um micromanipulador e é mais

exigente a nivel técnico).
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Existem quatro tipos de agregacoes:
- entre dois embrides dipldides no estadio de oito células
- entre CEE e embrides dipléides no estadio de oito células.
- entre embrides diploides no estadio de oito células e embriGes tetrapldides
(resultantes da fusdo das duas células de um embri&o no estadio de duas células).
- entre CEE e embrides tetrapldides (resultantes da fusdo das duas células de

um embrido no estadio de duas células).

A capacidade de células estranhas se incorporarem num embrido ap0s a agregacao
depende, provavelmente, largamente da compatibilidade entre as moléculas de adesdo celular
exibidas pelas células dadoras e embriGes receptores. Todas as células que se conseguem
agregar com embrifes no estadio de oito células expressam elevados niveis de moléculas de
adesd@o celular homotipicas, como a E-caderina, que também € expressa pelos embrides no
estadio de clivagem. Contudo, a colonizacédo das linhagens embrionarias pelas células dadoras
depende do potencial intrinseco das células hospedeiras e dadoras (Nagy, et al., 1990, Nagy ;
Rossant, 2000).

Para obtermos animais vivos com o vector de transgénese condicional inserido no
Seu genoma optou-se em primeira instancia pelo processo de agregacdes dipldides. O
processo de agregagdes com embrides tetraploides foi preterido pois é bastante complexo,
poucos embriBes sobrevivem ao processo de fusdo e sé usando CEE de passagem muito baixa
é que se conseguem obter animais vivos (Nagy, et al., 1993). Quanto maior for o nimero de
passagem das CEE menor serd a sua pluripoténcia e logo menor a sua capacidade de gerar um
animal inteiro, e como neste processo todo o embrido vai ser derivado das CEE, o mais

comum é o embrido morrer algures durante o seu desenvolvimento.

1.4.3 - Recombinacéo sitio especifica

O uso de sistemas de recombinacdo sitio-especificos veio revolucionar a capacidade
de manipular geneticamente células estaminais embrionarias e por consequéncia, ratinhos.
Recentes avancos usando os sistemas Cre-loxP (oriundo do bacteriofago P1) (Sauer ;
Henderson, 1988) e FLP-frt (oriundo de S. cerevisiae) (O'Gorman, et al., 1991) tornaram

possivel a produgdo de mutacGes com transmissdo & descendéncia, com a ocorréncia de um
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Unico evento de manipulacdo genética, assim como a activacdo/inactivacdo de genes de
maneira condicional no ratinho vivo (Mallo, 2006, Mallo, et al., 2003).

Os sistemas de recombinacdo sitio-especificos sdo compostos por dois elementos: a
enzima recombinase e uma pequena sequéncia de ADN que é especificamente reconhecida
pela recombinase em questéo. Estes 2 elementos trabalham em conjunto para deletar, inserir,
inverter ou translocar o ADN associado (LePage, et al., 2000, Mallo, 2006, Matsusaka, et al.,
2000, Ramirez-Solis, et al., 1995, Sauer, 1998, Sauer, 1993, Sauer ; Henderson, 1988, Zheng,
et al., 2000).

Quer a Cre como a FLP sdo recombinases sitio-especificas da superfamilia da A
Integrase, que clivam o ADN em sequéncias alvo distintas e depois o ligam entre si para
regenerar uma cadeia continua. Este evento recombinatdrio ocorre com absoluta fidelidade, de
tal modo que nenhum nucledtido € ganho ou perdido no geral, sendo portanto um evento
recombinatdrio conservativo que ndo tem quaisquer outros requerimentos para além da
presenca de recombinase, sequéncias especificas de ADN e alguns catiGes mono ou bivalentes
(Dymecki, 2000).

Em ambos estes sistemas, a sequéncia especifica de reconhecimento tem 34pb e
embora difiram na sequéncia primaria partilham a estrutura secundaria (Lewandoski, 2001).

Estes locais sdo compostos por duas repeticoes invertidas de uma sequéncia de 13pb
a flanquearem uma sequéncia central de 8pb rica em A-T e ndo palindromica, que confere

uma direccao ao local (Lewandoski, 2001).

10 +1 +10 -10 +1 +10
a l l b a b
GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC 3' 5' ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 3

cr’mmc'ui;m:%:.;.,\G,\-rcnrcmmccncmc 5' 3'  TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5

Figura 16 - Locais de reconhecimento de recombinasse Cre e Flp. A esquerda, esquema representativo de um locus FRT. A direita,
esgquema representativo de um locus loxP. Adaptado de (Dymecki, 2000).

Durante um evento recombinatério liga-se um mondémero de recombinase a cada
regido de simetria. A sequéncia central é o local onde vai ocorrer a quebra, troca e ligacéo,
sendo portanto o local de cross-over, entre dois locais LoxP ou FRT seguidos, que tém de ser
separados por pelo menos 82pb (Dymecki, 2000). Quando os dois dimeros entram em
contacto, formam um complexo sindptico. A recombinacdo ocorre através de um
intermediario de Holliday, que é resolvido em duas moléculas recombinantes. O resultado é a

troca de bragos de simetria entre os dois locais e a regido central de ambos locais, ficando um
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heteroduplex. No caso de ter ocorrido uma delecdo intracromossdémica, isto significa que
permanece um local de reconhecimento heteroduplex no cromossoma (no local onde estava a
sequéncia excisada) e outro na molécula circular excisada, o que pode significar que a reac¢do
é reversivel. Contudo a recombinacdo intermolecular ndo é tdo favoravel energeticamente.
Mais ainda, em muitas situacdes in vivo, o produto extra-cromossdmico é perdido, tornando a

reaccdo verdadeiramente irreversivel (Dymecki, 2000).
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Figura 17 - Complexo sindptico entre moléculas de recombinasse e dois locus alvo. No resultado final os bracos de simetria dos dois

locus alvo foram trocados e o ntcleo dos dois recombinantes é um heteroduplex. Adaptado de (Dymecki, 2000).

O resultado do evento recombinatorio é dependente da orientacdo relativa das
sequéncias de reconhecimento envolvidas, ou mais especificamente da orientacdo da regido
central. Se estas estiverem repetidas em sentido directo o resultado ird ser a delecdo da
sequéncia de ADN entre elas. Se a sua orientacdo for invertida entdo o resultado ird ser a
inversdo da sequéncia de ADN entre as duas sequéncias de consenso (Dymecki, 2000). No
caso extremo das sequéncias estarem em cromossomas diferentes e ocorrer recombinacéo
entre elas, o resultado ird ser uma translocacdo cromossOmica, que pode ocorrer entre
cromossomas homologos (aumenta a variabilidade e ndo deve ser letal) ou heter6logos (muito
provavelmente conduzird a mutacGes que se podem revelar prejudiciais ou mesmo letais ao
organismo em questdo) (Dymecki, 2000).

Em ambos estes sistemas a recombinacdo é catalisada independentemente da
topologia do ADN. O ADN substrato pode estar na forma circular superenrolada, circular
relaxada ou linear (cromossoma). Mais ainda, pode ocorrer recombinacéo eficiente em células
pos-mitdticas diferenciadas terminalmente, assim como em células em divisdo. No conjunto
estas propriedades fazem dos sistemas Cre-loxP e FLP-frt, ferramentas muito apropriadas a
modifica¢do ou introducdo de ADN em locais especifico de uma variedade de hospedeiros,

incluindo o ratinho e as culturas de células de mamiferos (Dymecki, 2000).
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1.4.4 - Sistema de transgénese baseado no operao da tetraciclina
(sistema tet)

O sistema tet € uma alternativa aos sistemas baseados em recombinases. Este sistema
baseia-se no gene transactivador de tetraciclina (tTA) ou numa versdo recombinante deste
gene, o transactivador inverso de tetraciclina (rtTA). O gene tTA codifica uma proteina de
fusdo composta pelo dominio de ligacdo a TRE (tetracyclin responsive element) de TetR
(Eschirichia coli) e o dominio de activacdo VP16 do virus herpes simplex. O gene rtTA
codifica uma proteina de fusdo semelhante a tTA mas com 4 muta¢es pontuais no dominio
TetR que resultam numa inversdo da resposta a tetraciclina por parte do factor de transcricao.
As proteinas codificadas por estes genes comportam-se como activadores transcricionais em
trans (tTA), ou repressores transcricionais no caso de rtTA, na auséncia de tetraciclina, ou do
seu analogo mais estavel doxiciclina. Na presenca de tetraciclina, ou doxiclina, estes alteram
0 seu comportamento, passando a actuar como repressor (tTA) ou activador (rtTA)
transcricionais (Mallo, 2006).

A vantagem do sistema tet-on (com rtTA) face ao tet-off (com tTA) é a maior rapidez
de resposta ao indutor, pois normalmente € mais rapido saturar um sistema com um indutor do
que remové-lo do sistema (Urlinger, et al., 2000). Um sistema tet-on garante uma maior
fiabilidade no ponto temporal de activacdo (Urlinger, et al., 2000) face ao sistema tet-off. Um
sistema tet-off funciona com menores quantidades de doxiciclina e pode permitir uma

activacdo mais forte do elemento de resposta a tetraciclina (TRE).
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1.5 - Tecnologia GeneChip®

Nos anos recentes, emergiu um novo campo ha genética, que compreende a anélise
global da expressdo génica. A tecnologia de microarrays veio permitir utilizar o enorme
manancial de informacdo decorrente dos projectos de sequenciacdo do genoma de Varias
espécies para realizar estudos de expressdo génica diferencial. Esta tecnologia é muito
importante pois permite estudar alteragdes na intensidade de expressdo de milhares de genes,
muitos ainda ndo caracterizados, num curto espago de tempo (Duggan, et al., 1999). A
comparacgdo de resultados entre amostras permite entdo a compreensdo de interacgdes entre
genes e vias, ajudando na integracdo de expressao génica com funcdo, ao nivel celular, por

revelar como diferentes genes interactuam para produzir uma determinada resposta celular.

AFFYMETRIX
v
-

L
US. Pat No. 5744 3055 445

Genolhip Aratsdopsis ATH
PIN 10650
Lot #: 2003263
Exp. Dade: 06/05/03
For Rescarch Use Only

PM
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Figura 19 - Aspecto visual de um GeneChip® array da Affymetrix e de uma imagem pseudo-colorida obtida ap6s uma experiéncia de
hibridagdo. O nivel de expressdo de cada gene (traduzido pela abundancia de transcritos) é calculado com base na intensidade da
fluorescéncia emitida pelos respectivos pares de sonda (adaptado de (Becker ; Feijo, 2003)).

A tecnologia GeneChip da Affymetrix, envolve processos de fotolitografia e de
guimica combinatorial que sdo utilizados para sintetizar in situ, no array, milhdes de copias
das centenas de milhares de oligonucledtidos seleccionados (com 25 nucleétidos de
comprimento), base apds base, numa superficie de vidro. Estes oligonucledtidos irdo

constituir centenas de milhares de diferentes células especificas de sonda. Cada célula do chip
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tem somente um tamanho de 11 um x 11 pm no formato mais recente dos GeneChip® arrays
e possui uma posicdo bem determinada (Affymetrix, 2004b).

Para cada gene representado no array existem mdltiplos pares distintos de células
especificas de sonda (11 pares nos arrays com formato mais recente, como 0s que
representam o genoma murino) que se designam pares de sonda e que séo escolhidos a partir
do terminal 3" da respectiva sequéncia do transcrito do gene (Affymetrix, 2004a, Knudsen,
2002). Cada par de sonda possui uma sonda perfeitamente complementar (PM), cuja
sequéncia dos oligonucledtidos é perfeitamente complementar a sequéncia alvo, e uma sonda
mismatch (MM), cuja sequéncia dos oligonucleotidos é idéntica a PM, excepto para uma
Unica base localizada na regido central do oligonucleétido (posicdo 13) que se encontra
trocada com a sua base complementar. Desta forma, torna-se possivel a quantificacdo e
subtraccéo dos sinais originados pela existéncia de hibridacdes cruzadas e a quantificacdo dos
valores de ruido de fundo (sinal base que corresponde a auséncia de hibridagdo) (Affymetrix,
2004a, Knudsen, 2002). O conjunto dos pares de sonda que representam um mesmo gene €
designado de conjunto de sonda (probe set). O nivel de expressdo correspondente a cada gene
é determinado por recurso a algoritmos apropriados que interpretam os sinais obtidos para o
conjunto de pares de sonda que o representam (Affymetrix, 2004a). Os arrays mais recentes
possuem ainda os pares de sonda que constituem cada conjunto de sonda espalhados em
varias regides do chip, pelo que proporcionam medicdes maltiplas e independentes de cada
transcrito, permitindo a obtencdo de resultados precisos, fiaveis e reprodutiveis em todas as
experiéncias.

Os GeneChip contém centenas de milhares de sondas de ADN individualizadas, que
no seu conjunto representam todos os transcritos de um organismo.

Usam-se amostras de ARN total, que passando por um ou dois passos de transcri¢éo
reversa seguida de transcricdo in vitro chegam ao estado de ARNc amplificado e depois a
ARNCc marcado com nucle6tidos acoplados a biotina. Estas amostras de ARNc biotininilados
sdo hibridadas com os chips e, depois de lavados, os chips sdo incubados com fluorocromos
que se ligam as moléculas de biotina nas moléculas de ARNc biotiniladas que se ligaram as
sondas nos chips. A leitura do chip é feita com um laser e mede-se a intensidade de
fluorescéncia emitida em cada poco, que corresponde a quantidade de moléculas de ARNc
que hibridaram. Deste modo consegue-se calcular a quantidade de moléculas de ARN de cada
gene presente no genoma que a amostra inicial tinha e assim comparar com outras amostras.
Assim é possivel comparar niveis de expressdo entre amostras diferentes, quais genes
respondem a um tratamento, quais genes sdo activados ou desligados por uma determinada

mutacéo, etc.
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Figura 20 — Esquema representativo do percurso que as amostras de ARNm passam num protocolo de microarrays.

1.6 - Biologia tumoral

O cancro é uma das patologias com maior impacto social e humano que vem
afligindo a humanidade nas Gltimas décadas. Esta patologia é frequentemente tratada como

sendo uma doenca Unica, embora corresponda um conjunto de doengas.
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A principal causa do desenvolvimento de tumores primarios é a ocorréncia e
acumulacdo de mutacbes genéticas em uma ou mais células, conduzindo a proliferacéo
descontrolada ou diminuicdo na taxa de apoptose. Assim, as células mutadas tém uma
vantagem proliferativa em relacdo as células vizinhas saudaveis e formam uma massa celular
em crescimento (Plank ; Sleeman, 2003). O processo de transformacdo de uma célula normal
numa célula cancerigena pode incluir a activacdo de oncogenes, perda de telomerases ou
inducdo de aneuploidia como factores iniciadores (Duesberg, et al., 1999, Hahn ; Weinberg,
2002, Pelengaris, et al., 2002).

O crescimento tumoral passa por trés etapas, hiperplasia, displasia e anaplasia. A fase
hiperplasica resulta de hiperproliferacdo celular de células que ainda mantém uma morfologia
normal. A fase displasica envolve crescimento continuo, acompanhado de alteracdes
morfologicas nas celulas envolvidas. Na fase anaplasica as células tumorais tém um aspecto
ainda mais anormal, acabando por perder a sua fungéo original e atingindo um fendtipo cada
vez mais invasivo (Alberts, 1994).

Os tumores podem ser organizados em benignos e malignos. Os tumores benignos
sdo caracterizados por terem um Unico agregado, com fronteira bem definida para as células
vizinhas saudaveis. No caso dos tumores malignos as células tumorais estdo misturadas com
as células saudaveis, ndo existindo uma fronteira clara, e tentam invadir tecidos vizinhos. SO
os tumores malignos sdo denominados de cancro (Alberts, 1994).

Os cancros podem ser classificados pelo tipo de células que lhe deram origem. S&o
denominados de carcinomas se a sua origem for epitelial, sarcomas se a sua origem for
muscular ou conectiva e leucemias se a sua origem for hematopoiética (Plank ; Sleeman,
2003). Os tumores podem ser adicionalmente categorizados pela sua origem, sendo que
cancros originados em tecidos diferentes tendem a comportar-se de maneira muito diferente.
Na realidade o cancro ndo pode ser encarado como uma doenga mas sim como uma classe de
doencas com as caracteristicas comuns de proliferacdo celular aumentada e invasdo de tecidos
circundantes (King, 1996).
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1.6.1 - Angiogénese tumoral

Inicialmente os tumores sdo avasculares e dependem do fenémeno de difusdo passiva
para a sua sobrevivéncia e crescimento (Plank ; Sleeman, 2003). Quando atingem 0,5mm de
didmetro os tumores entram num estado de dorméncia (Folkman, 1986). Células que estejam
a mais de 150-200um de capilares morrem por falta de nutrientes e oxigénio e por falha de
remogdo de metabolitos (Folkman, 1986, Gimbrone, et al., 1974). O ponto de inicio da
neovasculariza¢ao tumoral é determinado de “angiogenic switch” e marca o momento em que
ocorre uma alteracdo no balanco entre factores anti- e pro-angiogénicos e o tumor ganha a
capacidade de induzir o desenvolvimento de uma vasculatura nova, que ird suportar o seu
crescimento para além do limite fisico da difusdo e a passagem da sua fase dormente para a
fase angiogénica (Adams ; Alitalo, 2007, Dass, 2004, Fox, et al., 1996, Plank ; Sleeman,
2003). A inducdo da neo-angiogénese pode ocorrer como consequéncia do aumento da
hipoxia no tecido tumoral induzir a expressdo de VEGF, por o tumor ganhar a capacidade de
expressar VEGF ou outros factores pro-angiogénicos ou por o tumor ganhar a capacidade de
promover o recrutamento de progenitores endoteliais, vindos da medula dssea (Dass, 2004).
ApoOs ocorréncia do “angiogenic switch” as células endoteliais proximas do tumor sdo
activadas, soltam-se das células adjacentes e secretam enzimas proteoliticas que vao degradar
a membrana basal (Plank ; Sleeman, 2003). Em seguida as células endoteliais iniciam o
processo de migracdo em direccdo ao tumor, formando um novo broto vascular. Este novo
vaso vai crescendo por recrutar cada vez mais células endoteliais do vaso parental e por
ocorrer um aumento na taxa de proliferacdo endotelial, resultante do estimulo angiogénico. O
novo vaso pode iniciar como um corddo endotelial mas acaba por desenvolver um Iumen,
tornando-se funcional (Pepper, 1997). Este processo de crescimento vascular é acompanhado
de um aumento na producdo de factores anti-proteoliticos, que permitem que 0S nOVOS vasos
formados se possam ligar ao substrato, contrariando o efeito das enzimas proteoliticas

secretadas inicialmente (Plank ; Sleeman, 2003).
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Figura 21 - Formacio da vasculatura tumoral. a) A maioria dos tumores comega como nédulos avascularizados. b) E necessario que
ocorra indugdo da angiogénese para que o tumor possa ter um crescimento exponencial. Este processo inicia-se com o descolamento de
células perivasculares e dilatagio dos vasos sanguineos. c) O passo seguinte envolve a formagéo de novas ramificacdes vasculares e a sua
maturacdo, através do recrutamento de células perivasculares, d). e) A formacdo de novos vasos sanguineos prossegue enquanto o tumor
continue a crescer, dirigindo-se especialmente para regides do tumor que estejam hipéxicas ou necréticas. Adaptado de (Bergers ; Benjamin,
2003).

A vasculatura tumoral pode ser muito diferente consoante o tipo de tumor, taxa de
crescimento e localizacdo na estrutura tumoral (Less, et al., 1997). Por exemplo, tumores
pequenos podem expressar mais bFGF e IL8, enguanto tumores grandes podem expressar
mais VEGF (Fidler, 2001), noutros casos observa-se bFGF e IL8 a serem mais expressos na
periferia e VEGF no nicleo do tumor (Kumar, et al., 1998).

Comparando com a vasculatura normal, a vasculatura tumoral é tipicamente imatura
(Fox, et al., 1996, Hashizume, et al., 2000), com um caracteristico aumento da
permeabilidade, resultante de terem membranas basais mais frageis (Liotta, et al., 1976). A
vasculatura tumoral é tipicamente mais densa que a vasculatura de tecidos equivalentes nédo
afectados, com vasos de didmetro anormalmente grande (Benjamin ; Keshet, 1997). Todas
estas caracteristicas da vasculatura tumoral sdo resultado da accdo dos factores pro-
angiogénicos secretados pelo proprio tumor, especialmente resultado da ac¢do de VEGF
(Dass, 2004).
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Quando se regula negativamente o funcionamento da via VEGF ocorre descolamento
de células endoteliais das paredes dos vasos sanguineos do tumor, conduzindo a hemorragias
e, consequentemente, a necrose do tumor. Como estas células endoteliais que descolam
entram em apoptose, indica que um dos principais papéis de VEGF na neo-vascularizacdo
esta em actuar como um factor de sobrevivéncia endotelial (Benjamin ; Keshet, 1997).

O desenvolvimento de uma rede capilar junto das células tumorais aumenta a
probabilidade de células tumorais entrarem na circulacdo sanguinea, facilitando a
disseminacdo do tumor a outras partes do organismo, processo chamado de metastases
(Schirrmacher, 1985). Para entrar em circulacdo uma célula tumoral tem de ganhar a
capacidade de degradar a matriz extracelular rodeante, atravessar tecido conectivo e,
dependendo do estado de maturacdo do vaso sanguineo, degradar a membrana basal das
células endoteliais para entrar no limen vascular (Adatia, et al., 1992). A célula tumoral em
circulagdo tem ainda que conseguir evadir o sistema imunitario e voltar a degradar a
membrana basal do endotélio para conseguir extravasar do vaso sanguineo e instalar-se num
tecido distante (Saaristo, et al., 2000).

1.6.2 - A angiogénese na terapéutica do cancro.

Os primeiros pioneiros da investigacdo da angiogénese observaram, hd mais de um
século, que o crescimento de tumores era acompanhado de um aumento da vascularizacao.
Foi sugerido na altura que um dos pontos cruciais para o processo de formacdo de um cancro
seria uma doenca da vasculatura na area afectada (Ferrara, 2002). A existéncia de factores
produzidos pelos tumores, que seriam responsaveis pela formacdo dos novos vasos
sanguineos foi sugerida ha quase 70 anos (Ferrara ; Kerbel, 2005, Ide, et al., 1939). Poucos
anos mais tarde foi postulado que o crescimento tumoral era crucialmente dependente da
formacdo de novos vasos sanguineos funcionais (Algire, et al., 1945). Em 1971, Judah
Folkman hipotetizou que a inibi¢cdo da angiogénese podia ser uma estratégia terapéutica no
tratamento do cancro, iniciando o ramo de investigacdo na area da angiogénese terapéutica
(Ferrara, 2002, Folkman, 1971). Nas trés décadas seguintes foram publicados mais de 10000
artigos sobre angiogénese, culminando no relato recente do sucesso da primeira utilizacdo em

grande escala de uma droga anti-angiogénica para o tratamento do cancro (Hurwitz, et al.,
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2004, Kerbel, 2006). Néo se espera que estes agentes, sé por si, tenham um efeito curativo, ou
seja, que causem regressdo tumoral total, mas sim, que previnam a expansdo da massa
tumoral. A sua principal fun¢do pode ser conduzir a que o tumor permanega num estado
benigno durante mais tempo, dando uma melhor oportunidade de actuacdo a drogas
citostaticas ou radioterapia para erradicarem o tumor (Dass, 2004).

Dos novos tratamentos anti-angiogénicos criados, o mais validado é uma terapia com
anticorpos neutralizantes para VEGF-A com boa eficiéncia no tratamento de tumores do
cblon e recto e em tumores pulmonares de células ndo-pequenas (Dy ; Adjei, 2006, Panares ;
Garcia, 2007, Ranieri, et al., 2006). No entanto nem todos os tumores sdo sensiveis a este
tratamento e alguns tumores acabam por ganhar resisténcia, o que indica que serd necessario
actuar de forma combinada com outras terapias para conseguir um efeito melhor (Kerbel,
2006). Esta resisténcia pode ser adquirida no caso de o tumor comecar a produzir factores
angiogeénicos alternativos, se o tumor desenvolver resisténcia a hipoxia ou se a vasculatura
tumoral passar a ser mais estavel e madura e por isso menos capaz de responder a drogas anti-
angiogeénicas (Ferrara ; Kerbel, 2005). No caso de inibidores de VEGF-A, a resisténcia ocorre
tipicamente por aumento nos niveis de VEGF-C e VEGF-D, que conseguem activar VEGFR-
2 e -3 e assim compensar a falta de VEGF-A (Alitalo, et al., 2005, Tammela, et al., 2008). Por
este motivo, torna-se cada vez mais necessario que se determinem novos alvos para terapia
angiogénica, de forma a complementar tratamentos existentes e melhorar a capacidade de

controlo do desenvolvimento tumoral.

1.6.3 - Modelos animais de tumores

O murganho tem tido um papel fulcral na investigacdo do cancro, desde meados do
Séc. XX . O uso de um organismo com genética manipulavel que partilha sistemas de 6rgaos
e uma grande semelhanca genética com a espécie humana providencia um meio de analisar
varias caracteristicas de doencas humanas (Hann ; Balmain, 2001). Especialmente nas Gltimas
trés décadas, numerosos laboratorios usaram técnicas de manipula¢do genica para criar novas
linhas de murganhos para estudar o desenvolvimento tumoral. A analise destas linhas de
murganhos conduziu a um melhoramento da compreensdo da actuacdo de genes envolvidos
em tumorigenese em humanos, da histopatologia da progressdo do cancro e muitos outros
aspectos da doenca que s6 poderia ser estudados no contexto de um animal inteiro (Klausner,
1999).
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Historicamente, linhas transgénicas que expressam formas activadas de oncogenes
ou linhas de perda-de-fungdo de genes supressores de tumores foram geradas para testar a
relagcdo causal entre a expresséo, ou falta de expressdo, de um gene e o desenvolvimento de
um tumor. Esforgos adicionais com estes modelos incluiram a producdo de murganhos com
combinacdo de maultiplas mutacBes associadas a cancro, a descoberta de mutacbes
cooperativas e a andlise inicial da genética de manutencdo tumoral e sua progressdo
(Klausner, 1999).

Modelos de doengas em murganhos permitem o desenvolvimento e teste de novas
terapias de prevencdo e tratamento, identificacdo de novos marcadores de diagndstico, de
novos alvos terapéuticos e melhoram o conhecimento da biologia in vivo e genética da
iniciacdo, promocdo, progressao e metastases tumorais (Hann ; Balmain, 2001).

O murganho modelo ideal recapitula fielmente a historia biolégica, patobiologia e
bioquimica da doenga humana. Este modelo tem elevada penetrancia mas baixo nimero de
tumores. Os tumores desenvolvem-se com um curto tempo de laténcia, permitindo que o
tumor progrida e seja analisado durante o curto tempo de vida de um murganho. Apesar de
nenhum modelo tumoral atingir todos os pontos de um modelo ideal, independentemente ou
em combinacdo com outra linha modelo, consegue-se simular uma ou varias das

caracteristicas cardinais de um determinado tipo de cancro humano (Hann ; Balmain, 2001).

Existem varias classes de modelos tumorais:

- Tumores xenotransplantados — Este sistema baseia-se na injeccdo de células
tumorais de origem diferente da linha de murganhos usada como receptora. Tipicamente é
feito com células tumorais humanas injectadas em murganhos imunocomprometidos. E um
sistema clinicamente mais relevante, usa linhas tumorais bem referenciadas e com um longo
historial de dados de resposta a drogas. O facto de os tumores terem origem humana faz com
que resultados de eficacia de uma terapia nova sejam mais facilmente transplantaveis para
ensaios clinicos em humanos. A desvantagem deste modelo prende-se com o facto do estroma
tumoral ser do murganho, os murganhos hospedeiros serem imunodeprimidos. Se forem
usadas células tumorais de murganhos com fundo genético diferente dos murganhos
receptores, este também é considerado de xenotransplante. Neste caso, a necessidade de se
usarem murganhos imunodeprimidos podera ser avaliada consoante a proximidade da linha
receptora a linha dadora (Talmadge, et al., 2007, Teicher, 2006).

Os tumores xenotransplantados podem ser implantados subcutaneamente ou

ortotépicamente, no mesmo 6rgdo onde originou a linha tumoral usada. No caso de o0s
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tumores serem implantados subcutaneamente a sua localizacéo sera ectopica, o que afecta a
capacidade do tumor criar metastases e torna o sistema menos semelhante aos tumores que
pretende simular. O ambiente local do crescimento tumoral € importante na determinacéo da
eficacia de um tratamento, por isso a implantacdo ortotdpica revela-se mais significativa no
estudo de uma nova terapia. O problema associado a implantacdo ortotdpica de
xenotransplantes prende-se com a maior dificuldade de implantagdo e de controlo de
desenvolvimento do tumor, face a facilidade de monitorizacdo possivel num xenotransplante
subcutaneo (Talmadge, et al., 2007, Teicher, 2006).

- Tumores singénicos — E um modelo semelhante a0 modelo de tumores
xenotransplantados mas em que as células tumorais introduzidas tém origem singénica com os
murganhos receptores. Este sistema tem por vantagem o facto de os tumores desenvolverem-
se em animais imunocompetentes e crescerem rapido. As desvantagens destes modelos
prendem-se com o facto de os tumores serem completamente murinos, limitando a
transplantabilidade do desenvolvimento de terapias imunogeénicas do laboratdrio para a clinica
(Teicher, 2006).

- Tumores induzidos por carcinogéneos — Estes estudos baseiam-se na aplica¢do ou
administracdo de um composto, ou compostos, reconhecidos por terem um efeito
carcinogénico, em murganhos saudaveis. Estes modelos permitiram melhoramentos na
compreensdo dos processos de mutacdo, stress oxidativo e inflamacdo na iniciacdo de tumores
e identificacdo de potenciais alvos moleculares para quimioprevencéo (Teicher, 2006).

- Modelos tumorais geneticamente alterados — Estes modelos envolvem tumores que
se desenvolvem autonomamente em murganhos geneticamente alterados. A vantagem deste
sistema esta no facto dos tumores desenvolverem-se “naturalmente” no hospedeiro e poderem
ser seguidos durante um longo periodo de tempo simulando bem o desenvolvimento de um
tumor equivalente em humanos. As desvantagens prendem-se com o custo de manter oS
animais da experiéncia durante o periodo de desenvolvimento do tumor, que pode durar
meses, com a dificuldade de monitorizacdo do desenvolvimento tumoral e com o facto de o
tumor ser completamente murino. Se os tumores de uma determinada linha estiverem bem
caracterizados, como no caso de RIP-Tag2 e TRAMP (Greenberg, et al., 1995, Hanahan,
1985), estas linhas podem ser usadas para prevencdo de evolucdo de lesdes hiperplasticas,
tratamento de neoplasias e regressao de massa tumoral estabelecida (Talmadge, et al., 2007,
Teicher, 2006).
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Capitulo 2 — Producao da linha de ratinhos transgénicos
Z/EG-DII4

2.1 — Objectivos

O primeiro passo deste trabalho foi produzir linhas de ratinhos transgénicos de sobre-
expressdo de DIl4. Decidiu-se usar o vector Z/EG-DIlI4 como vector de transgenese. Esta
escolha teve por base o facto de este vector ser baseado num sistema condicional, que nos
permitiria o controlo temporal e espacial da sobre-expressdo de DIl4. O facto de ser um
sistema bi-repérter também seria muito importante pois resolvia assim dois problemas
comuns da utilizagdo de murganhos transgénicos em investigacdo, simplifica e torna mais
barato e rapido o rastreio dos animais transgénicos e permite obter uma confirmacdo imediata
da eficiéncia da recombinacdo e, assim, da sobre-expressdo. Esta linha de sobre-expressédo
condicional de DIl4 seria a primeira base dos trabalhos experimentais sobre a funcéo do gene
dll4.

Este objectivo seria cumprido atraves da realizacdo do protocolo de agregacdo de
células estaminais embrionarias (CEE) alteradas geneticamente com embries no estadio de
morula com oito células. Escolheu-se este protocolo por ser mais simples que a microinjecgédo
pronuclear e permitir o rastreio dos embrides agregados antes de estes serem implantados. A
morosidade deste protocolo levou-nos, mais tarde, a recorrer a Unidade de Transgénicos,
IGC, onde foram produzidas mais linhas de murganhos transgénicos para Z/EG-DII4 através
do protocolo de microinjeccdo de ADN em pronucleos de embrides recém-fertilizados.

Apos obtencdo de varias linhas de murganhos transgenicos para Z/EG-DII4, seria
necessario avaliar a qualidade dessas linhas, através da analise do padrdo de expressdo do
reporter primario Pfgeo. O objectivo era escolher as linhas que tivessem um padrdo de
expressdo ubiguo e forte, sem demonstrar alguma alteracdo da sua expressdao num tecido

especifico.
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2.2 - Materiais e métodos

2.2.1 - pZ/EG-DIl4

O plasmideo base da construcdo do vector pZ/EG-DII4 foi o pCALL2, um vector que
permite criar linhas de ratinhos Z/EG (Novak, et al., 2000). As linhas Z/EG s&o caracterizadas
pelo seu sistema de duplo repérter, em que a B-galactosidase (LacZ) e a fosfotransferase de
neomicina (que confere resisténcia a antibioticos aminoglicésidos, como G-418, ao qual as
células eucarioticas sdo sensiveis) actuam como reporteres de integracdo, e EGFP actua como
reporter de ocorréncia de recombinacéo sitio-especifica por Cre.

pCALL2 é um vector derivado de pCALL (Lobe, et al., 1999). O vector pCALL
contém, de 5’ para 3°, a sequéncia enhancer de CMV, o promotor eucariotico da [3-actina da
galinha, um local loxP, o gene B-geo, que codifica para uma proteina de fuséo entre lacZ e a
fosfotransferase de neomicina, trés locais de poliadenilacdo provenientes de SV-40, outro
local loxP e em seguida o sinal de poliadenilagdao da B-globina de coelho (Lobe, et al., 1999).
Este plasmideo continha dois potenciais locais cripticos de inicio de traducdo nos locais de
clonagem, entre a sequéncia loxP a 3’ e o sinal de poliadenilagdo da B-globina de coelho. De
modo a optimizar a expressao do segundo reporter, esta zona do plasmideo foi reconstruida
criando o pCALL2 (Lobe, et al., 1999). Removeu-se um fragmento de 238pb que continha o
local loxP a 3’, e os dois ATG. No seu lugar clonou-se um fragmento de 72pb que continha
um local loxP e um polylinker (MCS) (Bgllll, Kpnl, Xhol, Notl).

O vector pZ/EG foi criado a partir do pCALL-2 e difere deste por ter a sequéncia
IRES seguida do gene da EGFP (enhanced geen fluorescence protein), clonados entre o
segundo local loxP e o sinal de poliadenilagdo da -globina do coelho. A sequéncia IRES, que
tem origem viral, forma uma estrutura secundaria que é reconhecida pelos ribossomas,

permitindo a ocorréncia de dois locais de inicio da traducdo num mesmo ARNm.
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Figura 22 — Representagdo grafica do vector pZ/EG.

Foi este o plasmideo que nos foi cedido pela Dr.2 Corinne G. Lobe, da Universidade
de Toronto. Neste plasmideo foi entdo clonado o ADNc do DII4, no local Xhol. Este vector
foi entdo sequenciado e verificou-se que em caso de excisdo do fragmento entre os locais
loxP, o ATG do ADNc do DII4 ficava na grelha de leitura correcta para ser expresso pelo
promotor da [-actina, a montante.

Foram realizados dois testes in vivo. O primeiro tratou-se de um teste a
funcionalidade dos locais loxP, em que se recorreu a dupla transformacéo de bactérias com o
vector de transgénese e com um plasmideo que expressa constitutivamente o gene da
recombinase cre. A andlise electroforética do resultado da extraccdo de ADN plasmidico
dessas bactérias revelou que o vector de transgénese tinha sido linearizado e que se havia
libertado um fragmento de tamanho condizente com a excisdo do fragmento inter-loxP. O
segundo foi um teste a funcionalidade do ADNc do dll4 e da sequéncia IRES. Este foi
realizado pela técnica de electroporacdo hemilateral do tubo neural, in ovo, de embrides de
galinha. Este teste revelou que se obtinha um fendtipo na metade do tubo neural que havia
sido electroporada (resultante da accdo da sobre-expressdo de dll4) e que nessa metade,

simultaneamente, se observava expressdo de EGFP.
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O funcionamento deste plasmideo como vector de transgénese condicional baseia-se
nas seguintes premissas:

- 0 gene reporter S-geo tem expressao generalizada e constitutiva, devido a presenca
de um promotor forte e de um enhancer viral. Apds a electroporagdo vai servir de controlo
positivo, pois s6 as CEE que o expressem estavelmente vdo sobreviver a uma semana de
cultura em meio suplementado com G-418. No entanto, este mesmo gene vai servir tambem
de controlo do padrdo de expressdo do vector in vivo (que se espera seja generalizado). Tal é
devido a actividade de B-galactosidase da proteina de fuséo.

- na presenca de recombinase Cre, o fragmento que contém o gene $-geo e 0s 3 sinais
de poliadenilagdo de SV40, é removido, deixando 0 ADNc que tenha sido clonado a frente do
local loxP sob controlo do promotor da S-actina. Como este vector ndo contém o gene que
codifica a recombinase Cre, esta tem de ser expressa num vector secundario. Assim cruzando
uma linha Z/EG (transgénica para este vector) com uma linha transgenica para cre, em que
esta esteja sob o controlo de um promotor especifico para um determinado tecido, a
descendéncia que seja duplamente transgénica (DT) tem a excisdo do fragmento inter-loxP e
expressdo do ADNCc sé nos tecidos em que a cre seja expressa.

- enquanto nao houver excisao do fragmento inter-LoxP ndo pode haver expressdo do
ADNCc clonado pois a presenca de 3 sinais de poliadenilacdo a montante actua como um
tampao a transcricao.

- a presenca de uma sequéncia IRES entre o0 ADNc e o gene de egfp leva a que a
expressao deste segundo repdrter seja consequéncia da expressdo do ADNc clonado, embora a
traducdo seja independente. Assim ha a certeza que qualquer tecido em que ocorra expressao
de EGFP estd a ter expressdo do ADNc clonado, sendo assim sinal da ocorréncia de
recombinacéo sitio-especifica pela Cre. Ao mesmo tempo serve de controlo a actividade da
Cre neste sistema. Tal é importante pois sabe-se que a Cre, por ndo ser um sistema de origem
eucariotica, nem sempre tem actividade total nos tecidos em que é expressa. Assim a
expressao deste repdrter serve também para indicar a extensdo da actividade da Cre.

Apos a electroporacdo, este plasmideo ndo se integra por recombina¢do homologa
pois ndo contém bracos de homologia com o genoma do ratinho. O mais frequente € ocorrer

integracdo aleatoria no genoma.
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Figura 23 — Esquema do pZ/EG-DII4, antes de ocorrer recombinagao por Cre (topo) e depois de ocorrer recombinagao por Cre (baixo).

A producdo do vector pZ/EG-DII4 e execugdo dos testes funcionais foi executada
pelo, & altura, mestrando Jorge Pimenta, antes do inicio dos trabalhos descritos nesta tese.

2.2.2 - Amplificacao e purificacdo de ADN plasmidico.
2.2.2.1 - Mini-preparacgoes

A extraccdo de ADN plasmidico em pequena escala foi feita recorrendo ao protocolo
do kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps ADN Purification System (Promega #A1460).

A partir de um riscado fresco pica-se metade de uma coldnia para um frasco Greiner
com 3mL de TB suplementado com 3ulL de Ampicilina (concentragdo final de 100ug/uL) (ver
Anexo 1). Com a outra metade da coldnia faz-se um riscado stock. A cultura € incubada com
agitacdo a 37°C durante a noite.

Se for necessario, no dia seguinte retira-se 700uL de cultura para um eppendorf e
adiciona-se 300uL de glicerol 15% e guarda-se a -80°C.

Recolhe-se 1,5mL de cultura e centrifuga-se cinco minutos a 10000rpm numa
microcentrifuga. O precipitado de células é ressuspenso, (esta solucdo contém ARNSse para
evitar a contaminacdo da solucao final por ARN), e em seguida procede-se a lise alcalina das
bactérias (com SDS) e de protease alcalina para degradar endonucleases e outras proteinas em
suspensdo, e neutralizagcdo com um tampdo de alto conteddo salino e pH &cido (5,2). Este
Gltimo conduz a precipitacdo do ADN cromossémico assim como das proteinas desnaturadas,
mantendo em solucdo o ADN plasmidico. Tal acontece pois o0 acetato de sédio 3M (solucao
de neutralizacdo) tem a capacidade de renaturar o ADN plasmidico mas ndo o cromossémico,
devido ao seu tamanho. A solucéo € entdo centrifugada e o sobrenadante é carregado numa
coluna, onde passa por uma resina a base de silica, & qual o ADN adsorve na presenca de
elevadas concentracdes de sais. As proteinas e metabolitos sdo removidos por lavagens da

coluna, o ADN é eluido quando se faz passar uma solugéo de baixa forca ionica pela mesma.
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O ADN obtido por este método foi usado para digestdes de diagndstico.

2.2.2.2 - Midi-preparacoes

A extracgdo de ADN plasmidico em média escala foi feita recorrendo ao protocolo do
kit comercial Concert™ High purity Plasmid Purification Systems (Gibco BRL # 11451-010).

A partir de uma riscado fresco pica-se uma colénia para 50mL de TB suplementado
com 50uL de ampicilina (100pg/uL final), num erlenmeyer de 1L. Para garantir o arejamento.
A cultura é incubada com agitacdo a 37°C durante a noite. Normalmente tentou-se assegurar
que o tempo de crescimento ndo passe as 16 horas para evitar a ocorréncia de autélise durante
a fase estaciondria de crescimento, que tem como consequéncia a contaminacdo do ADN
plasmidico com ADN gendmico.

Centrifuga-se a cultura e ressuspende-se o precipitado. Apos um processo modificado
de lise alcalina, em que a solucdo de neutralizacdo é responsavel pela precipitacdo dos restos
celulares e do ADN gendmico, que ndo é renaturado, deixando o ADN plasmidico renaturado
em solugdo. Apos centrifugacdo o sobrenadante € passado por uma coluna com uma resina
anionica. Em condigdes salinas moderadas o ADN plasmidico vai aderir a resina (pela
interaccdo entre as cargas negativas dos grupos fosfato do ADN e as cargas positivas da
resina). Esta ligacdo € influenciada pela temperatura, concentracdo de sais e pH das solucdes.
Em seguida a coluna é lavada de modo a eluir o ARN, proteinas, glicidos e outras impurezas.
O ADN plasmidico é entdo eluido em condic@es de elevada concentracdo de sais. Em seguida
0 ADN é concentrado e precipitado por isopropanol e depois lavado dos sais com etanol a
70%.

Com este procedimento foi possivel obter entre 100 e 500ug de ADN plasmidico de
elevada pureza.

A concentracdo do ADN plasmidico foi medida através dos valores de absorvancia a
260nm e 280nm e calculada com base na relacdo: 1 unidade de absorvancia a 260nm
corresponde a 50pg de ADN em dupla cadeia por mL de solugdo. A razdo A260/A280 deve
ser, no caso de ADN em dupla cadeia, de pelo menos 1,8, indicando uma eficaz remocéo de

contaminantes (sais e proteinas) durante o processo de purificacdo.
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2.2.3 - Electroforese em géis de agarose

A electroforese em géis de agarose € o método utilizado com maior frequéncia para
separar, identificar e purificar fragmentos de ADN. Esta é uma técnica simples e rapida, em
que a localizacdo do ADN num gel pode ser determinada directamente atraves da marcagdo, a
baixas concentragdes, com brometo de etideo. Este marcador € um agente intercalador com
propriedades de fluorescéncia. Ao incidir luz ultra-violeta sobre ele, emite luz numa gama de
comprimentos de onda visiveis (luz azul).

Por accdo da passagem de corrente eléctrica, as moléculas de ADN (com carga global
negativa) migram na matriz de agarose em direc¢do ao pdélo positivo a uma velocidade
inversamente proporcional ao logaritmo decimal do nimero de pares de base. Assim, a
separacdo das moléculas de ADN é realizada de acordo com o seu peso molecular, variando
com a percentagem de agarose presente no gel. Pequenos fragmentos de ADN s&o facilmente
separados em géis de agarose mais concentrados e géis menos concentrados séo utilizados na
separacdo de fragmentos de maiores dimensfes. Variando a concentracdo de agarose, forma-
se uma matriz mais ou menos fechada, que condiciona a migracdo dos fragmentos.
Adicionalmente, a pureza da agarose é um outro factor que condiciona a resolu¢édo das bandas
de ADN e a recuperacao destas a partir de geis de agarose.

No presente trabalho foram preparados apenas mini-géis de agarose (Seakem® LE
Agarose; Bioproducts #50005) a uma concentracdo de 0,9% (p/v) em tampé&o de electroforese
TAE 1x (tris-acetato-EDTA), com 0,5ug/uL. de brometo de etideo (Gibco BRL #15585-011).

A migracdo das amostras de ADN ocorreu a cerca de 86mA. A cada amostra foi
adicionada 1/10 do volume total em tampéo de amostra 10x concentrado, que contém glicerol
para aumentar a densidade da amostra, evitando que esta saia do poco; e azul de bromofenol

como indicador de migracdo; antes da aplicacdo no gel.

2.2.4 - Precipitacao de ADN com etanol

Adiciona-se 1/10 do volume total de acetato de sédio 3M, pH 5,2 e 2,5 volumes em
etanol absoluto. Em seguida incuba-se a solucdo a -80°C durante uma hora e depois
centrifuga-se a 15000g numa microcentrifuga durante 30 minutos. Remove-se o sobrenadante

com cuidado, ndo tocando no precipitado e adiciona-se 1 mL de etanol a 70% (v/v).
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Centrifuga-se a 13000rpm numa microcentrifuga durante trés minutos e ressuspende-se em

agua bi-destilada ou Tampéo TE.

2.2.5 - Digestdo de ADN plasmidico com endonuclease de restricao

A quantidade de enzima usada depende da quantidade de ADN que se pretende
digerir. Normalmente usaram-se 10U de enzima de restrigdo por cada 1pg de ADN a digerir,
segundo indicacfes do fabricante, tal era necessario para garantir que a restricdo decorria
normalmente. Menores quantidades de enzima levavam demasiado tempo a digerir
completamente a amostra. Sabendo que a mistura de digestdo ndo pode ter mais do que 10%
em solucdo da enzima de restricdo, decide-se entdo qual seria o volume final da mistura de
digestdo. Adiciona-se 1/10 desse volume em tampao de restricdo 10X (especifico da enzima),
segundo indicacdo do fabricante. O resto volume é completo com adi¢do de 4gua desionizada.

Figura 24 — Resultado de uma electroforese a 0,9% de agarose do resultado da digestdo com Sfil de ADN de pZ/EG-DII4 (cerca de 13,4kb);
a) Kilobase ADN Marker; b) pZ/EG-DII4 digerido com Sfil; ¢) pZ/EG-DII4 n&o digerido.

2.2.6 - Material biologico:

2.2.6.1 - Estirpes bacterianas usadas:

- Escherichia coli, estirpe DH5a. Esta estirpe tem os seguintes marcadores genéticos:
F, ¢80d, lacZAM15, deoR, recAl, endAl, hsdR17 (rymy’), SUPE44, thi-1, gyrA96, relA,
A(lacZY A-argF), U169, phoA, L.
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Destes marcadores ha a assinalar:

- deoR, uma muta¢do num gene regulatorio que permite a expressao constitutiva de
genes do metabolismo da desoxiribose. Possibilita a replicagdo de plasmideos de grande
dimenséo.

- recAl, uma mutacdo que evita a ocorréncia de recombinacdo homologa do ADN
plasmidico com o ADN genomico.

- endAl, uma deleccdo da desoxirriboendonuclease I, permite uma maior estabilidade
do ADN plasmidico estranho.

- hsdR17 (rymy"), ndo possui o sistema de restricio codificado por este alelo. Tal
permite que o0 ADN exdgeno que entre na célula ndo seja degradado, antes de ser metilado.

2.2.6.2 - Material de origem animal:

- Células estaminais embrionarias da linha R1: A cultura primaria de CEE da linha
R1 foi estabelecida em Agosto de 1991 no laboratorio do Doutor Andras Nagy em Toronto,
no Mount Sinai Hospital. As CEE da linha R1 sdo derivadas de um cruzamento F1 entre sub-
estirpes consaguineas 129/Sv e 129/Sv-CP. A cultura primaria foi isolada do epiblasto de um
blastocisto com 3,5dpc, de sexo masculino. A pluripoténcia das células R1 foi testada por
agregacao com embrides tetraploides (o embrido resultante € completamente derivado das
células R1; (Nagy, et al., 1993)), agregacdo com embrides dipldides (o embrido resultante é
uma quimera; (Wood, et al., 1993)) e por injeccdo de células R1 no blastocélio de
blastocistos. Os embrides gerados por estes métodos, que completavam o ciclo de
desenvolvimento embrionario, davam origem a ratinhos que atingiam a idade adulta e eram
ferteis. Este facto foi, no entanto, ajudado pelo baixo nUmero de passagem da linha R1 a data,
especialmente nos resultados das agregacdes com embrides tetraploides.

As CEE da linha R1 sdo derivadas de ratinhos com pelagem agouti. O gene que
condiciona a ocorréncia de pelagem agouti tem dois alelos, o dominante é responsavel por
uma cor preta na pelagem enguanto o recessivo é responsavel por uma cor castanha escura. A
presenca de alelos de outros genes, que também controlam a cor da pelagem, pode conduzir a
outros tons de pelagem, que sdo no entanto facilmente distinguiveis da pelagem albina.
Quando se fazem agregacdes de células R1 com morulas de ratinhos CD1, as crias que
nascem podem ter zonas com pelo de duas cores possiveis, que reflectem o seu genoétipo e a

contribuicdo da linha R1 para o referido organismo:
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-Branco = CD1
-Agouti=R1

Figura 25 — Comparagao de cor de pelagem. a) Fémeas CD1 com ninhada; b) ninhada
com pelagem Agouti, note-se a variedade de tons.

A percentagem do corpo que estiver coberta por pelagem agouti numa quimera
reflecte geralmente a percentagem de contribuicdo da linha R1 para esse organismo. Obtém-se
desde quimeras s6 com uma mancha agouti em todo o corpo até animais com pelagem
totalmente agouti. Esta combinacdo R1-CD1 permite a determinagdo da ocorréncia de
contribuicdo das CEE para a formacéo do organismo logo no dia de nascimento, pois os olhos
escuros sao Vvisiveis através das palpebras fechadas. Uma quimera, por mais fraca que seja a
contribuicdo das CEE, tem sempre olhos escuros.

As colonias de CEE costumam ter um aspecto brilhante e contornos regulares,
crescem normalmente em aderéncia a uma camada de células “feeders” (cultura primaria de
fibroblastos embrionarios) ou a uma camada de gelatina. A partir de uma suspensado de células
individualizadas, plaqueada, as células crescem como colonias de origem clonal. Estas
colénias tém uma forma de clpula e aspecto brilhante no microscépio invertido. Quando uma
cultura (ou colénia) comeca a diferenciar-se, tal é visivel no facto de as colénias ficarem

achatadas e escuras, com rebordos irregulares e opacos.

Figura 26 - a) aspecto normal de uma colénia de CEE a crescer sobre PEFs, rebordo definido e aspecto brilhante; b) aspecto de uma colénia

de CEE diferenciada. Note-se o centro necrético, rebordos ndo definido e aspecto opaco.
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2.2.7 — Cultura, manutencédo e manuseamento de fibroblastos

2.2.7.1 - Preparacao de stocks de culturas primarias de fibroblastos
embrionarios

Faz-se a disseccao de embrides de 14 a 15 dpc, em PBS. Remove-se a cabeca e 6rgaos
internos. Em seguida colocam-se os embrides em tubos de polipropileno estéreis com 50mL
de PBS para remover as células sanguineas. Repete-se este processo 2 vezes. Em seguida
trituram-se muito finamente as carcassas num pequeno volume de PBS, com o auxilio de dois
bisturis, até o embrido ficar homogenizado. Faz-se passar 0 embrido triturado por uma peneira
metélica de poro fino, de modo a ficar com uma suspenséo de celulas e agregados de pequena
dimensdo, e transfere-se essa suspensdao para um erlenmeyer com pérolas de vidro
esterilizadas. Forca-se a desagregacdo do resto dos agregados, fazendo passar 50mL de uma
solucéo 0,05% de Tripsina/EDTA (Gibco BRL 25200-056) pela peneira. No caso de a solucéo
ficar viscosa, devido a libertacdo de ADN de células lisados pelo proceso, adiciona-se 50ul de
uma solucdo de ADNase (Sigma D4138) com 10mg/mL, e deixa-se actuar durante um
minuto. Incuba-se a 37°C, com agitacdo, durante 30 minutos. Em seguida adiciona-se mais
50mL de uma solucédo 0,05% de Tripsina/EDTA e agita-se por mais 30 minutos. Este passo €
repetido duas vezes. No fim deste tempo decanta-se a suspensdo celular para tubos de
centrifugacdo e centrifuga-se a 200g durante 5 minutos. Lava-se o pellet celular duas vezes,
com 5mL de PBS de cada vez. Se a solucdo se encontrar viscosa deve-se adicionar 50ul de
uma solucdo com 10mg/mL de ADNase. Ressuspendem-se as células em 4mL de meio de
cultura de fibroblastos (ver Anexo 1) e avalia-se a concentracdo de células viaveis nucleadas.
A concentracdo normal que se obteve foi de cerca de 5x10’ células/mL. Plagueia-se 5x10°

células por frasco de cultura T75 com 20mL de meio para fibroblastos.

2.2.7.2 - Tratamento das culturas primarias de fibroblastos
embrionarios com mitomicina-C

A mitomicina-C é um inibidor mitético, a sua funcdo € impedir que a cultura de
fibroblastos cresca, ndo competindo assim com a cultura de CEE pelos nutrientes. Deste modo
a cultura permanece activa metabOlicamente, continuando a produzir os factores de
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crescimento auxiliares ao crescimento e manutencdo do estado indiferenciado das CEE, mas
ndo ocorre multiplicacdo celular de fibroblastos. A cultura primaria de fibroblastos
embrionarios mitdticamente inactivados da-se o nome de “feeders”.

Comeca-se por aspirar o0 meio de fibroblastos do frasco T75. Adiciona-se 100uL de
mitomicina-C (Sigma MO0503) a 10mL de meio de fibroblastos e coloca-se essa solugdo no
frasco. Deixa-se incubar durante 2:30h. Em seguida remove-se 0 meio com mitomicina e
lavam-se as células, trés vezes, com 10mL de PBS. Em seguida tripsiniza-se a cultura (2mL
de tripsina/EDTA 0,1%, cinco minutos na estufa a 37°C), adiciona-se meio de cultura de
fibroblastos para inactivar a tripsina, e centrifuga-se a 200g durante cinco minutos.
Ressuspende-se o pellet de células em 5mL de meio de fibroblastos e passam-se as células
1:5. No dia seguinte muda-se o meio de cultura e ao fim de dois a trés dias passam-se as
células 1:5, para placas de 10cm. Quando estas placas se encontrarem confluentes sdo
congeladas. Cada placa de 10cm contém células para um criotubo, que é guardado a -180°C.
O processo de congelamento é idéntico ao referido para as culturas de CEE (Capitulo 2.2.9.6).

2.2.7.3 - Descongelacao e passagem das ampolas de fibroblastos
embrionarios tratados com mitomicina.

Descongela-se o criotubo em banho-maria a 37°C, € importante que a descongelagéo
seja efectuada rapidamente, para evitar a formacao de cristais de gelo durante a passagem por
temperaturas criticas. Aspira-se 0 conteudo com uma pipeta com 5mL de meio de cultura de
fibroblastos e coloca-se o contetido num tubo de centrifugacdo. Adiciona-se 1mL de meio ao
mesmo criotubo, para ressuspender as células que sobrem, e pipeta-se esse 1mL para o
mesmo tubo de centrifugacdo. Centrifuga-se o criotubo a 200g durante cinco minutos e
ressuspende-se 0 pellet em 30mL de meio de fibroblastos. Este volume € entdo distribuido por
placas conforme a necessidade:

- cada placa de 10cm leva 5mL da suspensdo + 5mL de meio de PEFs.

- cada placa de 60mm leva 2,5mL da suspensédo + 2,5mL de meio de PEFs.

2.2.8 - Preparacao de placas gelatinizadas

Para preparar placas cobertas por gelatina cobre-se a superficie da placa com uma

solugédo de gelatina a 0,1% (p/v), (Sigma #G1890), (aproximadamente 100uL por pogo de
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placa de 96 pocos, 3mL por placa de 60mm e 5mL por placa de 10cm). Deixam-se as placas
na posicao horizontal por dois minutos. Em seguida aspira-se 0 excesso a colocam-se as
placas numa posicao inclinada para que escorra o excesso. Deixam-se as placas secar durante

dois a quatro minutos. Adiciona-se meio fresco as placas e estas sdo colocadas na estufa.

2.2.9 — Cultura, manutencdo e manuseamento de Células
Estaminais Embrionarias

As CEE podem ser mantidas num estado indiferenciado se forem colocadas em cultura
em placas cobertas por uma camada de células feeders (cultura priméaria de fibroblastos
embrionarios mitticamente inactivados) ou em placas gelatinizadas, desde que se adicione ao
meio (ver Anexo I) o factor inibitério da leucemia (LIF) (Smith, et al., 1988, Williams, et al.,
1988).

2.2.9.1 - Descongelacgéo de células estaminais embrionérias

E importante que as células descongelem o mais rapidamente possivel. Imediatamente
apos o criotubo (ou placa de 96 pocos) ser removido do congelador, é colocado num banho—
maria a 37°C. Permanece ai durante um a trés minutos, até que descongele completamente.

- Placa de 96 pogos: comeca-se removendo o 6leo mineral de cima da cultura celular.
Tal trem de ser feito com cuidado para evitar percas importantes de contetdo celular nos
pocos. Usando um pipetador multicanal ressuspendem-se as células no meio que as cobre. Em
seguida pipeta-se o conteudo de cada poco, na caixa de 96 pocos, para um po¢o numa caixa
de 24 pocos com feeders e meio fresco aquecido. Depois coloca-se 200uL de meio em cada
poco da caixa de 96 pocos e lava-se bem o poco de modo a recuperar quaisquer células que ai
tenham permanecido. Em seguida transferem-se esses 200uL de cada pogo para os respectivos
pOCcos na caixa de 24 pocos. As caixas de 24 poc¢os sdo entdo colocadas na incubadora a 37°C
e 5%CO0..

-Criotubo: transfere-se o contetdo de um criotubo para uma pipeta de 5mL com 5mL
de meio de cultura pré-aquecido. Despeja-se o conteddo num tubo de centrifugacdo. Em
seguida pipetam-se 1mL de meio para o criotubo e tenta-se ressuspender as células que nao
tenham sido removidas ainda. Despeja-se 0 conteldo da pipeta no mesmo tubo de
centrifugacdo. Centrifugam-se as células a 200g durante cinco minutos & temperatura
ambiente. Finda a centrifugacdo remove-se 0 meio e ressuspendem-se as células em meio

fresco, pipetando gentilmente até as células se dissociarem. Em seguida plagueia-se essa
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suspensdo numa placa de 60mm com feeders e coloca-se na incubadora a 37°C, 5% de CO2.
Ao fim de oito horas, ou na manha seguinte (se o descongelamento for feito ao fim da tarde)
muda-se 0 meio e verifica-se se as células estdo a aderir a camada de feeders e se a sua
morfologia é a correcta. Esta mudanca de meio serve também para remover células mortas,
que ndo tenham sobrevivido ao processo de descongelamento e que por isso se mantenham
em solucdo (ndo aderem a camada de feeders). Quando as células atingirem aproximadamente
70% de confluéncia, cerca de dois dias depois do descongelamento, devem de ser passadas
1:5 ou 1:7 consoante o estado de confluéncia.

2.2.9.2 - Passagem de células estaminais embrionarias

Optimamente deve-se mudar o meio de cultura todos os dias e efectuar passagens das
células de dois em dois dias (quando se atinge cerca de 70% de confluéncia). E importante
ndo deixa-las crescer demasiado pois tal pode induzir a sua diferenciagéo.

Primeiro aspira-se 0 meio e fazem-se duas lavagens com PBS. Aspira-se todo o PBS e
adiciona-se quantidade suficiente de tripsina 0,1% (tripsina-EDTA: Gibco BRL #25200-056)
que dé para cobrir o fundo da respectiva placa. Para placas de 10cm usam-se 2,5mL de
tripsina 0,1%. Coloca-se a placa na incubadora a 37°C durante trés a seis minutos, para que a
tripsina actue. A tripsina é uma protease e a sua accdo sobre as proteinas extracelulares de
adesd@o e componentes da matriz sdo responsaveis pela individualizacdo celular que se procura
com este tratamento. Esta individualizagdo celular € muito importante pois se ficarem
agregados celulares, estes vdo crescer como agregados em que comecam a haver centros
necroticos e zonas de diferenciacdo a periferia (notam-se pelo facto de os rebordos do
agregado perderem o brilho). Ao longo desse tempo vai-se observando as células num
microscopio invertido, de modo a que se va verificando 0 momento em que as células se véao
soltando do fundo e entre si. Nesse momento adiciona-se 5ml de meio de cultura para parar a
reaccdo. O soro fetal bovino € o principal responsavel da inibicdo da actividade da tripsina,
actuando quer por inibicdo pelo produto final como por diluicdo da enzima. Em seguida as
células sdo ressuspendidas e transferidas para um tubo de centrifugacdo. As células sdo
centrifugadas a 200g durante cinco minutos a temperatura ambiente e depois remove-se 0
sobrenadante (meio) e ressuspendem-se as células em 5mL de meio de cultura, pipetando
gentilmente. Este passo € complementar da ac¢do da tripsina pois também tem por objectivo

separar 0s poucos agregados celulares que restem. Em seguida a suspensao celular é dividida
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1:5 ou 1:7 e plagueada em novas placas preparadas previamente com feeders ou gelatina e ja

com meio fresco pré-aquecido.

Figura 27 - Fotografia de uma cultura de CEE, a crescer em PEFs, com cerca de 40% de confluéncia. Ampliacéo 40x.

2.2.9.3 - Electroporacéao de células estaminais embrionarias

O método mais comum de criar CEE geneticamente modificadas é introduzir ADN
exégeno nas células por electroporacdo e subsequentemente seleccionar a integracdo no
genoma. Usualmente a seleccdo é baseada num gene de resisténcia a um antibiotico, que esta
presente no vector usado. Os marcadores de seleccdo mais comuns sdo a fosfotransferase de
neomicina, puromicina e higromicina. No caso deste estudo o marcador usado foi a
fosfotransferase de neomicina (que confere resisténcia a G-418) e o tempo de selec¢édo
necessario para este é de sete a oito dias.

O vector de transfeccdo tem de ser linearizado antes da electroporacdo, tal facilita a
entrada do mesmo nas células e sua subsequente integracdo no genoma.

O ADN ¢ obtido por protocolo de midi-preparacfes e em seguida é estimada a
quantidade de ADN recolhido, por espectrofotometria. O ADN € digerido com uma enzima de
restricdo com local Unico de reconhecimento no vector. Em seguida o ADN € precipitado por
etanol e o precipitado é ressuspendido em TE estéril. A quantidade de TE usado deve ser
ajustada de modo a dar uma solugdo de cerca de 1pg/ul de ADN.

As células sdo passadas dois dias antes da electroporacdo e estdo prontas para o
processo quando a sua confluéncia for de cerca de 80%. Uma placa de 10cm neste estado de
confluéncia deve providenciar células suficientes para uma a duas electroporagdes. As células

sdo tripsinizadas e em seguida centrifugadas a 200g durante cinco minutos. O pellet de células
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é ressuspendido em 3,5mL de PBS frio. Neste momento determina-se a densidade celular
através do uso de um hemacitometro. Para tal adiciona-se SuL de suspensdo celular a 95uL de
PBS e coloca-se a suspensdo na zona de contagem do hemacitometro (cdmara de Neubauer).
Conta-se o numero de células nos quatro grandes quadrados dos cantos. Faz-se a média de
células por quadrado e multiplica-se esse nimero por 20, que é o factor de diluicéo, e por 10*.
O valor 10* provém do facto de cada quadrado em que se fez contagem ter 1mm? e 0,1mm de
altura, tal equivale a 0,1mm?®, o que é equivalente a 0,1pL. Este valor é equivalente a 10 mL,

que € a unidade de volume usada. A férmula usada é a seguinte:

numero de particulas contadas

particulas por mL= >
superficie contada (mm “) X profundidade da camara(mm)x diluicao

Para se obter o valor pretendido multiplica-se a média de células por quadrado pelo
inverso do factor de volume (10%) e pelo inverso do factor de diluicdo (20). O valor resultante
é a concentracdo celular da suspenséo original em células/mL. Em seguida ajusta-se o volume
de PBS de modo a que se obtenha uma concentragdo de cerca de 7x10° células/mL (se
possivel).

Para cada mistura de electroporacdo adiciona-se entre 10 a 30ug de ADN (para um
vector de cerca de 10kb) para um volume final de 800uL de suspensdo de electroporacao
numa cuvete de electroporacdo (BioRad, #165-2088). Ajustam-se as condi¢des do
electroporador (BioRad GenePulser) a 250uV e 500uF. Em seguida colocam-se as cuvetes no
suporte apropriado e faz-se a descarga eléctrica. As cuvetes sdo imediatamente colocadas no
gelo, onde permanecem durante 30 minutos. No fim desse tempo o contetdo de cada cuvete é
plaqueado numa placa de 10 cm com gelatina. Nestas situacGes o meio deve ser mudado todos
os dias e a seleccdo comeca dois dias apds a electroporagdo. A partir desse momento o meio
de cultura passa a ser suplementado com G-418 (150ug/mL final) (Gibco BRL #11811-031).
O processo de seleccdo dura entre sete a oito dias, até que as coldnias tenham um tamanho

suficiente para serem picadas.
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2.2.9.4 — Seleccao de coldnias

Este procedimento é efectuado colocando uma lupa de disseccdo dentro da cdmara de
fluxo laminar. As coldnias de CEE estdo prontas para serem picadas se forem grandes e bem
isoladas (ndo diferenciadas e com morfologia tipica). Comeca-se por aspirar 0 meio e
adicionar 10mL de PBS. No fim da lavagem deixa-se ficar um pouco de PBS no fundo (cerca
de 1mm), de modo a ficar o fundo himido.

Usando uma micropipeta Gilson P20 com 20uL de PBS, descarrega-se cerca de
metade desse volume sobre uma coldnia, lavando-a, e usa-se o resto para aspirar a colonia
para a ponta da pipeta. A pipeta deve ser colocada com uma inclinagdo de 45° em relagdo a
superficie da placa, para facilitar o levantar da coldnia. O contetdo da ponta da pipeta € entéo
transferido para um po¢o de uma placa de 96 pocos com fundo em V, contendo 50uL de
tripsina. Neste passo convem pipetar a solugdo do pogo com cuidado, com o objectivo de
facilitar a dissolucdo da colonia. Este processo é repetido para todas as colonias que estejam
em condicdes de serem picadas nesse dia. Quando todas as colonias tiverem sido picadas e
transferidas para a tripsina, a placa de 96 pogos em V ¢é colocada na incubadora a 37°C, 5% de
CO; durante cinco a dez minutos. No fim desse tempo usa-se um pipetador multicanal para
transferir as suspensdes celulares com tripsina para uma nova placa de 96 pocos com fundo
gelatinizado e 150ul. de meio de cultura pré-aquecido. Neste passo também é importante
pipetar varias vezes a suspensdo de modo a promover a formacdo de uma suspensdo de
células isoladas. Em seguida a placa € colocada na incubadora a 37°C, 5% de CO,. O meio é
mudado diariamente e as células passadas para novas placas quando houver 80% de

confluéncia na maioria dos pogos.

2.2.9.5 - Passagem das CEE em placas de 96 pocos.

Em condi¢des Optimas, trés ou quatro dias apds a picagem das colonias as células
devem encontrar-se a densidade Optima para serem passadas. Como as células em diferentes
pocos podem exibir um diferente potencial de crescimento, normalmente o crescimento dos
diferentes clones sera assincrono. A melhor opcdo devera ser determinar o momento de
passagem quando a maioria dos po¢os se encontrar com cerca de 80 a 90% de confluéncia.
Uma alternativa é ir passando os clones individualmente quando estes atingirem o nivel

Optimo para passagem.
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Comeca-se aspirando o meio dos pocos, usando um aspirador multicanal. Em seguida
lavam-se as células com 200uL de PBS em cada pogo. Remove-se todo o PBS e adiciona-se
50uL de tripsina por pogo. A placa ¢ colocada na incubadora a 37°C e ao fim de cinco
minutos sdo dadas pancadinhas laterais na placa para promover o soltar das células. Para parar
a accao da tripsina adiciona-se 50ulL de meio de cultura a cada pogo ¢ pipeta-Se Cinco vezes
para garantir que as células ficam totalmente ressuspendidas. Neste momento as células séo
passadas 1:2 ou 1:3, uma placa permanece em cultura e a(s) outra(s) sdo congelada(s) para
stock, a extraccdo de ADN ou genotipificagdo por coloragdo com X-Gal. No fim do processo

as placas (ou a placa) regressam a incubadora a 37°C, 5% de CO..

2.2.9.6 - Congelacao de células estaminais embrionarias

Normalmente as CEE s@o congeladas em criotubos com uma densidade de 5-
10x10°células/mL de meio de congelamento. Uma placa de 10cm com cerca de 70% de
confluéncia da normalmente células suficientes para trés criotubos, cada um com 1 mL de
células, e uma placa de 60mm nas mesmas condi¢cdes da origem a um criotubo com 1 mL de
celulas.

E importante que as células sejam congeladas gradualmente (dentro de uma caixa de
esferovite) e ndo devem de ser guardadas a -70°C durante muito tempo. Os criotubos devem
de ser guardados em azoto liquido para armazenamento a longo prazo. Como as placas de 96
pocos nao podem ser guardadas em azoto liquido, ndo é recomendado guarda-las a -70°C por
mais de dois meses.

- congelacdo em criotubos (exemplo de uma placa de 10cm a 70% de confluéncia):
entre duas a trés horas antes do congelamento, muda-se 0 meio de cultura. Apds este tempo as
células sdo tripsinizadas e para-se a ac¢do da tripsina com a adicdo de 2mL de meio de cultura
fresco. As células sdo ressuspendidas nesse meio e pipetam-se as células para um tubo de
centrifugacdo com 8mL de meio. Centrifuga-se a 200g durante cinco minutos a temperatura
ambiente e em seguida remove-se 0 sobrenadante e ressuspende-se o pellet de células em
1,5mL de meio de cultura. Neste passo é importante deixar a suspensdo celular bem
individualizada. Em seguida adiciona-se 1,5mL de meio de congelamento 2x concentrado (ver
anexo 1), feito fresco no dia, e mistura-se bem, pipetando. Aliquota-se a suspensao
rapidamente, pipetando 1mL para cada um de trés criotubos. Os criotubos sdo colocados no

congelador a -80°C, dentro de uma caixa de esferovite, para congelarem rapidamente. No caso
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de objectivo ser a congelacdo a longo prazo, ao fim de dois dias os criotubos devem ser
transferidos para um contentor de azoto liquido.

- congelagdo de placas de 96 pocos: entre duas a trés horas antes do congelamento,
muda-se 0 meio de cultura. Em seguida aspira-se 0 meio e lavam-se as células com 200uL de
PBS. Remove-se 0 PBS e adiciona-se 50uL de tripsina a cada pogo. Coloca-se a placa na
incubadora a 37°C, 5% de CO, durante cinco minutos. Em seguida adiciona-se 50uL. de meio
de cultura a cada poco, para parar a reac¢do, pipeta-se varias vezes até se obter uma suspensdo
homogénea. Depois adiciona-se 100uL de meio de congelagdo 2x concentrado (ver Anexo ),
feito fresco no dia a cada poco e pipeta-se vérias vezes para misturar bem. Neste momento
adiciona-se 100uL de 6leo mineral (Sigma #M-8410) de modo a cobrir a suspensdo de
células. As placas sdo envoltas em parafilme e colocadas num congelador a -80°C, dentro de
uma caixa de esferovite até que os clones desejados, que ja haviam sido seleccionados,

precisem de ser recuperados.

2.2.9.7 - Preparacao de células estaminais embrionarias para a
agregacao

As linhas de CEE a serem usadas para formarem quimeras por agregacao devem ser
mantidas em condicdes Optimas de crescimento. As células devem ser passadas pelo menos
uma vez depois de descongeladas (de preferéncia para placas gelatinizadas), antes de serem
usadas em agregacdes. O objectivo é produzir agregados de oito a quinze celulas, ndo muito
compactas, mesmo antes das agregacoes.

Quatro dias antes das agregacdes descongelam-se CEE para placas de feeders. Dois
dias depois tripsiniza-se a placa, de modo a obter-se uma suspensdo de células isoladas. Para-
se a ac¢do da tripsina adicionando 5mL de meio de cultura, transfere-se o contetdo da placa
para um tubo de centrifuga e centrifuga-se a 200g durante cinco minutos. Em seguida
ressuspende-se as células em meio fresco e passam-se as células 1:50, 1:25, 1:20 e 1:5. No dia
da agregacdo, apds a preparacdo dos embribes, escolhe-se qual das diferentes diluicGes
produziu placas com as condicBes acima descritas. A essas placas, remove-se 0 meio e lava-se
com PBS. Adiciona-se o volume necessario de tripsina (0,3mL em placas de 3,5cm e 0,5mL
em placas de 6¢cm) as placas de CEE. Deixa-se actuar a tripsina durante trés minutos e vai-se
agitando a placa enquanto se observa os agregados a soltarem-se do fundo. Nesse momento

adiciona-se 5mL de meio (placa de 6cm) ou 3mL de meio (placa de 3,5¢cm) e néo se pipeta. O
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objectivo é manter os agregados coesos. As placas sdo guardadas a temperatura ambiente, na
camara de fluxo laminar e ndo na incubadora (pois sendo ficavam pegajosas e impossiveis de

agregar) e sdo usadas até uma ou duas horas ap0s este passo.

2.2.10 - Superovulacao de fémeas CD1

Para se obterem grandes nimeros de embriGes em fase de pré-implantacdo, as fémeas
sdo injectadas com gonadatrofinas antes do acasalamento. O sucesso da inducdo da
superovulacdo depende de multiplas variaveis, incluindo a idade, peso, estirpe da fémea e as
horas a que se dao as injeccdes.

A melhor idade para serem superovuladas € entre as cinco e as sete semanas, 0 que
corresponde a um peso entre 20 a 30g.

O momento da administragcdo das gonadatrofinas é relativo ao ciclo de luz do biotério.

Cinco dias antes da recolha dos embrides, injectam-se as fémeas CD1 com 5 a 10U de
PSMG (pregnant mare serum gonadotrophin — que tem fung&o de hormona estimuladora do
foliculo - FSH) (Sigma G4877). A injeccdo é administrada intraperitonealmente entre as 11 e
as 12h. E importante que todas as fémeas sejam injectadas o mais rapidamente possivel de
modo a deixa-las com o ciclo éstrico sincronizado.

Dois dias depois, portanto 3 dias antes da recolha, as fémeas CD1 séo injectadas com
5-10U de hCG (human chorionic gonadotrophin — que tem actividade de hormona
luteinizante) (Sigma CG10-1VL). A injeccdo é administrada intraperitonealmente por volta
das 10h. Neste passo a escolha da hora é essencial, a injeccdo de hCG deve ser feita antes do
pico de libertacdo de LH, que ocorre cerca de 15 a 20 horas ap6s o meio do segundo periodo
nocturno que se segue a injeccdo de PMSG.

No nosso biotério o ciclo nocturno vai das 17.00h até as 05.00h, logo o meio da noite é
as 23.00h. Assim o pico de libertacdo de LH deve ocorrer entre as 14.00 e as 19.00h deste dia.
A ovulacdo ocorre cerca de 10 a 13h apoés a injeccdo de hCG.

A seguir a injeccdo de hCG as fémeas sdo colocadas com machos CD1, normalmente
uma fémea por macho. Na manha seguinte verifica-se a presenca de um rolhdo vaginal nas
fémeas cruzadas. Este € resultado da coagulacdo dos fluidos seminais na vagina, sendo por
isso sinal da ocorréncia de copula. A cépula ocorre normalmente a meio do periodo nocturno.
As fémeas positivas sdo isoladas e devidamente etiquetadas, até ao dia da recolha dos

embribes, dois dias depois.
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O historial reprodutivo dos machos reprodutores deve ser anotado, machos que néo
copulem em trés sessdes consecutivas devem ser substituidos por machos mais jovens.

O objectivo deste passo €, além da obtencdo de um maior nimero de embribes, a
sincronizagdo do ciclo éstrico das fémeas. As fémeas ratinho tém um ciclo éstrico que dura
quatro dias. Se ndo se executasse este passo s6 se obteriam, em média, 25% de fémeas com
rolhdes vaginais. Ou seja, s6 ¥ das fémeas cruzadas ficariam gestantes. Deste modo
conseguem-se obter frequéncias mais elevadas de sucesso.

As fémeas superovuladas que ndo copularem s&o isoladas durante cerca de trés meses,
até voltarem a ter o ciclo éstrico regularizado. No entanto, ja ndo podem voltar a ser

superovuladas. Estas sdo normalmente usadas como receptoras a partir do fim deste periodo.

2.2.11 - Obtencao de fémeas pseudo-gestantes, receptoras de
embrides agregados.

As fémeas de ratinho sdo ovuladoras espontaneas e podem tornar-se pseudo-gestantes
se forem cruzadas com machos estéreis, vasectomizados, durante o estro. Nessas condicoes
elas apresentam o perfil hormonal de uma fémea gestante. A transferéncia de embrides no
momento apropriado vai providenciar o sinal embrionario que leva a manutencdo do corpo
luteo, prevenindo o retorno ao ciclo éstrico e permitindo a implantacdo dos embribes. Trés
dias antes das transferéncias, cruzam-se fémeas CD1 com machos vasectomizados. Colocam-
se normalmente trés fémeas por macho em caixa individualizada. Como as fémeas nao foram
sincronizadas, 0 numero de fémeas usadas vai ser de cinco a dez vezes o numero de fémeas
receptoras que se pretende obter. Em teoria ¥ das fémeas deveria ter rolh&o vaginal na manha
seguinte, no entanto na realidade verifica-se que este valor € muito mais baixo. Por vezes
chegaram a ser colocadas até 15 vezes mais fémeas com machos vasectomizados que o
namero de fémeas receptoras que se pretendia obter.

Na manha seguinte procura-se a presenca do rolhdo vaginal, sinal da ocorréncia de
cépula. Neste caso ndo podem haver duvidas, s sdo consideradas positivas as fémeas com
rolhdo evidente. Isto é muito importante pois a transferéncia de embrides para uma fémea que
ndo esteja num estado de pseudo-gestacdo resulta em perda total dos embrides. As fémeas

positivas sdo isoladas e guardadas até ao dia das transferéncias (dois dias depois).
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2.2.12 - Recolha de embrides no estadio de oito células

As recolhas de embrides, por lavagem de oviduto, sdo executadas na manha do dia em
que se fazem as agregacOes. Nessa altura tém cerca de 2,5 dpc e encontram-se numa fase
avancada da clivagem, na sua maioria tendo oito células.

As fémeas superovuladas sdo sacrificadas por deslocagéo cervical. Faz-se uma incisao
ventral na pele e em seguida puxa-se a pele para cima, até ao peito. Faz-se um corte
transversal no peritoneu e expde-se a cavidade abdominal. Faz-se a dissec¢cdo do oviduto,
cortando a sua ligacdo ao Utero e ao ovario e coloca-se uma gota de meio M2 (Sigma
#M7167) numa placa de Petri. O meio M2 contém tampdo HEPES, o que permite a
manuseamento dos embrifes fora de uma estufa de CO,, sem que o pH seja alterado por isso.
Repete-se 0 processo para 0 outro oviduto. Com o auxilio da lupa de dissec¢do localiza-se o
infundibulum do oviduto e insere-se uma agulha de 30g com a ponta cortada e ligeiramente
boleada para ndo rasgar o infundibulum, ligada a uma seringa de 1mL com 0,5mL de M2.
Usa-se uma pinca de pontas finas para segurar a agulha dentro do infundibulum. Injecta-se
0,5mL de meio M2 no oviduto. Convém ir confirmando que realmente 0 meio M2 esta a
atravessar o oviduto e que ndo esta a haver uma fuga de meio por um buraco logo a entrada,
por vezes causado pela propria agulha. Vai-se verificando se o oviduto aumenta de volume
quando se injecta nele 0 meio M2. Repete-se 0 processo para o outro oviduto. Em seguida
usa-se a pipeta de boca, (Sigma #A-5177), ligada a uma ponta de pipeta de Pasteur de vidro
que foi alongada a chama, para recolher os embrides e lava-los em sucessivas gotas de meio
M2, de modo a retirar alguns detritos que ainda estejam agarrados aos embrifes. Depois 0s
embrides sdo lavados em meio KSOM (ver Anexo 1) e seguidamente transferidos para gotas
de meio KSOM colocadas em placas de cultura e cobertas por 6leo mineral (Sigma #M-8410).

Estas placas sdo entdo colocadas na incubadora a 37°C, 5% de CO,.

- gordura

agulha de flushing

Figura 28 — Esquema de um oviduto. Representacdo de como se executa uma lavagem de oviduto. Adaptado de (Hogan, et al., 1994).

81



2.2.13 - Agregacao de células estaminais embrionarias com
embrifes no estadio de oito células.

2.2.13.1 - Preparacéo das placas de agregacao

A placa de agregacdo € onde ocorre a formacdo, e cultura durante a noite, dos

agregados.
. Fila de gotas para as CEE
Colocam-se quatro filas de gotas de 30uL. de meio

KSOM numa placa de cultura de 35mm. Colocam-se trés

gotas na primeira e quarta fila e cinco gotas na segunda e Filas de gotas

] ) . 3 . para as
terceira filas. As gotas sdo cobertas com Oleo mineral.  aoregacdes
Antes de ser usada, a agulha de agregacdo é lavada com
etanol a 70% (v/v) e deixada secar ao ar. A agulha de Fila de gotas para as CEE

agregacdo é usada para criar uma série de depressdes Na  Figura 29 - Esquema de uma placa de
. agregagdes. Adaptado de (Dymecki, 2000).

placa de cultura por debaixo das gotas de KSOM da

segunda e terceira linhas. Pressiona-se a agulha contra a placa com forca e fazem-se

movimento circulares para alargar a depresséo. Este movimento cria depressdes com cerca de

300um de didmetro e profundidade com superficie lisa. Fazem-se seis depressdes em cada

gota. Apds este passo, as placas de agregacdo sdo colocadas na incubadora até serem

necessarias, de modo a equilibrar o pH do meio de cultura.

2.2.13.2 - Remocéao da zona pellucida.

Existem duas formas de remover a zona pellucida, que envolve os embries. Uma € a
enzimatica e usa a pronase, a outra ¢ a dissolu¢do com uma solucéo salina acidificada. Ambas
sdo muito efectivas e ndo tém efeitos negativos no desenvolvimento subsequente dos
embrides. A Unica diferenca pratica estd na velocidade das reaccdes. A remocdo da zona
pellucida com pronase demora dez a quinze minutos, enquanto a solucdo salina acida demora
cerca de um minuto. Por isso neste estudo escolheu-se usar o tratamento &cido. Um problema
potencial deste método esta na regulacdo do pH. Se transferir demasiado meio com 0s
embribes para a gota de acido o pH pode subir demasiado e ndo ha dissolugdo da zona
pellucida. Se transportar demasiado acido com os embrides para a gota de meio, 0 meio ja ndo

vai ficar com as condigbes Optimas para o crescimento dos embrides. Para eliminar estes
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problemas transfere-se sempre uma quantidade minima de solugdo com os embrides e fazem-
se multiplas lavagens dos embrides apds a remocéao da zona pellucida. A solugdo salina &cida
mais usada para este objectivo é o Acido de Tyrode.

Colocam-se duas gotas de meio M2 e varias gotas de acido de Tyrode numa placa de
Petri. Transferem-se todos os embrides rapidamente para uma das gotas de M2 com a pipeta
de boca. Em seguida, transferem-se 20 a 30 embriées no minimo
volume possivel, para uma das gotas de &cido de Tyrode.
Depois, transferem-se de novo para outra gota de acido e vao

agitando os embrifes com a pipeta de boca enquanto se observa  Figura 30 - A esquerda, uma

) ) L m_ér_ula com zona pe_lucida e a
a zona pellucida a dissolver-se. Quando ja ndo se consegue ver a  direita sem zona pellucida.
zona pellucida, pipetam-se os embrides para a gota fresca de M2, é importante ndo deixar o
acido actuar tempo demais sendo pode levar a desagregacdo dos blastomeros. Repete-se 0
processo com os restantes embrifes, usando novas gotas de acido de Tyrode para cada grupo
de embribes. Depois disto 0os embribes sdo lavados, passando por duas ou trés gotas de

KSOM antes de serem colocados na placa de agregacao.

2.2.13.3 - Montagem das agregacdes

As agregacdes entre CEE e embriGes diploides sdo feitas juntando um pequeno
agregado de CEE com embrides no estadio de oito células. O ideal é colocarem-se dez a
quinze CEE por agregado, nimeros maiores tendem a interferir com o desenvolvimento
normal e nimeros mais baixos sdo dificeis de manipular. Logo a seguir a remo¢do zona
pellucida, transferem-se grupos de seis embrifes para cada gota com depressdes na placa de
agregacao e coloca-se um dentro de cada depressdo. Coloca-se a placa de agregacdo na
incubadora.

Preparam-se as CEE como descrito anteriormente.
Escolhem-se os agregados de CEE que tenham as condicGes
acima descritas e transferem-se para a primeira e quarta filas da
placa de agregac¢des. Com cuidado, transfere-se um agregado de

dez a quinze células para cada depressdo na segunda e terceira

filas. Os agregados de CEE devem ficar ao lado dos embriGes,

na sua respectiva depressdo. Montam-se todos 0s agregados €  rigyra 31 - Depressio com uma |
) , . morula e um agregado de CEE lado a

em seguida a placa é colocada na incubadora a 37°C, 5% de  lado.

COy, para cultura durante a noite. Na manh& seguinte a maioria

dos agregados deve estar na fase de morula compacta ou jovem blastocisto. Na tarde desse dia
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a maioria (cerca de 80%) dos embrides ja se encontra na fase de blastocisto e é neste altura
que devem de ser transferidos para o Utero de fémeas pseudo-gestantes.

2.2.13.4 - Transferéncia de embrides para fémeas receptoras
pseudo-gestantes.

Como a janela de receptividade uterina a implantacdo de embrides € curta, e porque o
ambiente uterino € hostil aos embribes durante o primeiro dia de gestacdo (em que 0s
embrides ainda deviam estar no oviduto), 0 momento e o local para onde se transferem os
embrides é critico. Em geral os embriGes podem ser transferidos para um hospedeiro sincrono,
mas como a manipulagdo e cultura in vitro tem o efeito de atrasar o desenvolvimento
embrionario, 0 método mais eficiente é a transferéncia de embriGes para hospedeiras que
estdo assincronas um dia. Assim, blastocistos com 4 dpc sdo transferidos para o Utero de
fémeas pseudo-gestantes com 3 dpc. Uma maior assincronia pode ser tolerada, desde que
sejam sempre 0s embrifes que estejam mais avancados. Blastocistos que sejam transferidos
para o0 oviduto de fémeas receptoras com 1 dpc, atrasam o seu desenvolvimento até sairem do
oviduto. Nesse momento continuam com viabilidade para se implantarem. Assim, embrides
em qualquer estadio entre uma célula e blastocisto podem ser transferidos para o oviduto de
fémeas hospedeiras no seu primeiro dia de pseudo-gestacdo, retendo a capacidade de se
implantarem de acordo com a programacdo do hospedeiro. No entanto, a transferéncia de
embrides para o oviduto € uma técnica dificil de executar com sucesso, pois 0 diametro do
oviduto é muito mais pequeno que o do Utero, e tem que ser encontrado o infundibulum para
ai se injectar os embrifes. Assim a técnica escolhida foi a transferéncia para o Utero de fémeas
com 2,5 dias de pseudo-gestacdo.

A fémea pseudo-gestante é pesada e anestesiada, injectando-se intraperitonealmente
0,2mL de avertina por cada 10g de peso (ver Anexo I). Enquanto o anestésico actua, prepara-
se a pipeta de transferéncia. Primeiro os embrifes sdo transferidos para uma placa com meio
M2 pré-aquecido. Em seguida liga-se a pipeta de transferéncia (ponta de pipeta de Pasteur
alongada a chama e boleada na extremidade) a uma pipeta de boca, deixa-se uma bolha de ar,
aspiram-se os embrides e deixa-se outra bolha de ar no fim. A quantidade de embrides a
pipetar é variavel, idealmente serdo entre seis a dez por cada corno uterino. No entanto

podem-se transferir até 24 a 26 embrides por fémea.
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Lava-se a regido dorsal da fémea anestesiada com etanol a 70% e faz-se uma incisao
transversal na pele ao nivel da primeira vértebra lombar, puxa-se a pele para o lado e faz-se
uma inciséo lateral na parede abdominal do peritoneu. A partir dessa incisdo procura-se uma
bolsa de tecido adiposo nessa zona, que esta ligada ao ovario. Puxa-se por esse tecido até
expor o ovario, oviduto e principio do Gtero. Com uma pinca agarra-se a extremidade do Utero
e com uma agulha faz-se um buraco nas camadas musculares, paralelo ao eixo do Utero, de
modo a atingir o lumen. Remove-se a agulha e sem tirar os olhos da lupa insere-se a pipeta de
transferéncia no limen e expelem-se os embrides e as bolhas de ar marcadoras. Em seguida
verifica-se a lupa se os embribes ja& ndo estdo na pipeta, recoloca-se o tracto na cavidade
abdominal e sutura-se a incisdo. Em seguida repete-se 0 processo para 0 outro corno uterino.

No fim do processo sutura-se a inciséo da pele e coloca-se a fémea numa caixa limpa,
sobre uma luz forte de modo a que mantenha a temperatura (um efeito secundario da anestesia

é a perda da regulacdo térmica do organismo).

2.2.14 - Genotipificagdo por coloragdo com X-Gal

O X-Gal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido, € clivado pela enzima
beta-galactosidase. O produto final é galactose e 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindole, que é
depois oxidado em 5,5’-dibromo-4.4’-dicloro-indigo, um produto azul, insoluvel.

A coloracdo com X-Gal e utilizada para fazer a genotipificacdo de ninhadas de
ratinhos e de clones de CEE transfectadas estavelmente. No caso de o objectivo ser a
genotipificacdo de uma ninhada, o material bioldgico que é usado € uma bidpsia da cauda de
ratinho com duas a trés semanas pés parto. Cada ratinho € identificado pela marcacdo das
orelhas com furos correspondentes a nameros. O furador de orelhas e as pingas e tesoura
utilizados neste processo sdo lavados e desinfectadas entre cada ratinho, para evitar infeccdes
e possiveis contaminagcfes das amostras.

Quando se pretende determinar quais clones de CEE que tém expressao constitutiva da
B-galactosidase (reporter primario), efectua-se coloragdo com X-Gal. Consideram-se clones
positivos aqueles que tém expressdo uniforme, em mais de 95% das células, do gene $-geo.
Ha que ter em conta que antes dos clones serem genotipificados ja passaram por um processo
selectivo de sete a oito dias em meio de cultura suplementado com G-418.

Em ambos os casos este protocolo é efectuado em placas de 96 pogos. As amostras sao
fixadas em 100uL de 0,2% (v/v) glutaraldeido em PBS, durante 15 a 20 minutos. Em seguida

remove-se o fixador e fazem-se trés lavagens de cinco minutos em PBS. Apos isto adiciona-se
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solucdo de coloragdo com X-Gal (ver Anexo I) e incuba-se a 37°C no escuro. No caso das
CEE e de caudas com expressdo muito forte da B-galactosidase a marcagéo € visivel ao fim de
duas horas, no entanto as amostras ficaram sempre a incubar durante a noite para garantir que

mesmo a expressdo mais fraca seria detectada.

2.3 - Resultados

2.3.1 - Producéao dalinha de ratinhos Z/EG-DII4

2.3.1.1- Preparacédo do ADN-vector

Para se poder obter CEE geneticamente modificadas € preciso transfectar as CEE, tal
é conseguido através do processo de electroporacdo com o ADN plasmidico do nosso vector
de transgénese, Z/EG-DII4.

Para iniciar o processo é necessario obter ADN do plasmideo pZ/EG-DIl4 em
quantidade. Antes de se usar este ADN vector para electroporar € preciso linearizar o
plasmideo, para aumentar a eficiéncia de transfec¢do. Devem ser removidas as sequéncias de
ADN bacteriano do vector, como origens de replicacdo bacterianas e genes de seleccédo
negativa, para evitar que ocorra silenciamento do locus genético de integracdo. Analisando o
mapa de restricdo do plasmideo base, pZ/EG, e o mapa de sequenciacdo do ADNc do Dll4
(dados ndao mostrados), decidimos fazer restricdo com as enzimas Sfil (NEB R0123S) e Bsal
(NEB R0535S), pois estas cortam o pZ/EG-DII4 s6 uma vez, apenas nas extremidades da
regido bacteriana. Foram feitas duas digestdes com cerca de 70pg de ADN plasmidico e uma
com cerca de 100ug de ADN, para um volume final de 100pL. O resultado da digestdo do
pZ/EG-DII4 foi a obtencdo de duas bandas com cerca de 12,2Kb e de 1,2Kb.
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Figura 32 — Electroforese do resultado da restricdo de Z/EG-DII4 com Sfil e Bsal. Note-se a presenca de bandas com 12,2Kb e 1,2Kbh.

A partir do momento em que se obteve o plasmideo linearizado procedeu-se a sua
migracdo em gel preparativo com 0,7% agarose e posterior extraccdo da banda de 12,2Kb
num transiluminador de radiacdo ultra-violeta (UV). A banda de gel foi entdo processada pelo
sistema Qiagen Qiaquick Gel extraction kit (Qiagen 28704), usando cerca de 400mg de
agarose por coluna e por isso multiplas colunas por cada produto de restricdo, conforme
necessario. Procedeu-se a todos 0s passos de limpeza recomendados pelo fabricante, e no final
0 ADN de cada coluna foi eluido em 30ul de agua bidestilada esteril, na cadmara de fluxo
laminar. Em seguida reuniram-se os produtos de eluicdo de cada amostra e foram precipitados
com 1/10 volume em 3M acetato de sodio (Sigma S7670) e 2,5 volumes em etanol absoluto
(Merck 1.00983.2511) e depois ressuspendidos em 20ul e 50ul para as amostras que
comecaram com 70ug de ADN e em 100ul para a amostra que comecou com 100ug de ADN.
A solucéo de ressuspensédo foi TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH8).

O uso do sistema de colunas Qiaquick teve por objectivo a remocdo de impurezas
que estivessem em solucdo, tais como sais, pequenas proteinas, incluindo a enzima de
restricdo, glicerol, entre outros. Este passo € muito importante, pois a presenca de um
contaminante, poderia revelar-se nefasta para a capacidade das CEE sobreviverem ao
processo de electroporacdo. Além disso, 0 uso do passo de precipitacdo do ADN eluido das
colunas Qiaquick teve por objectivo concentrar o ADN a niveis utilizaveis nesta experiéncia.

Em seguida avaliou-se a quantidade de ADN precipitado, por espectrofotometria. A
concentragdo final foi estimada em cerca de 2ug/ul e 0,8ug/ul para as restricdes de S0ug de

ADN e 0,5pug/pl para a amostra que comegou com 100pug de ADN.
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2.3.2 — Electroporacéao de CEE

2.3.2.1 - Primeira sessao de electroporacéo

O processo de electroporacdo é baseado no facto de a aplicagdo de um campo
eléctrico externo a membranas celulares, levar a formacdo de poros e, consequentemente, a
um aumento na condutividade eléctrica e permeabilidade da membrana. Deste modo, facilita-
se a entrada de substéncias na célula. Neste caso pretende-se que entre nas CEE o ADN
plasmidico do vector de transgénese, Z/EG-DII4.

No inicio da sessdo avaliou-se a densidade celular da cultura de CEE a ser usada.
Para esta sessdo foram usadas CEE de passagem quinze, da linha R1. A suspensdo mae de
CEE tinha uma concentracdo de 5,4x10° células/mL, ligeiramente abaixo do valor pretendido,
7,5x10° células/ml. Escolheu-se ressuspender as células em 3,5ml de PBS pois, por
experiéncia anterior do laboratdrio, havia sido definido que a ressuspensdo neste volume,
normalmente, permite uma boa relacdo entre densidade celular adequada e volume suficiente
para, pelo menos, quatro cuvetes de electroporagdo. Cada cuvete leva 800uL de suspensao
celular, mais o volume de ADN vector.

Na altura decidiu-se experimentar adicionar diferentes quantidades de vector as
suspensdes celulares, de modo a que se pudesse testar qual a concentracdo Optima para a
obtencdo da melhor relacdo entre nimero de copia de vector por célula, que se pretende que

seja um, e numero de células transfectadas, que se pretende que seja 0 maior possivel.

Time constant

Placa ug de ADN uL de ADN n° de células

780x5.4x10°
20 10 780x5.4x10° 6.7
7,5 15 780x5.4x10° 6.9
16 20 780x5.4x10° 6.8

Tabela 1 — Descricdo das caracteristicas especificas de cada mistura de electroporagéo.

A Time Constant é uma medida da quantidade de tempo que leva a voltagem do
pulso eléctrico a decrescer para um valor 1/e do pico real de voltagem do pulso eléctrico,
medido em milisegundos. O seu valor ideal situa-se entre 6 e 7, e varia com a concentragao

de células e quantidade de ADN adicionado.
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Apo6s a electroporacdo, as cuvetes foram colocadas em gelo e em seguida o seu
contetdo foi diluido em placas de 10cm individuais, com 10 mL de meio de cultura de CEE
em cada. As placas foram incubadas a 37°C, 5% CO2.

No dia seguinte observou-se que a maioria das células estavam mortas, tendo perdido
a sua forma caracteristica e encontrando-se em suspensdo no meio. Nesse dia mudou-se o
meio, tal processo removeu os restos celulares das células mortas e retornou as condi¢des
Optimas para o crescimento das células, de modo a que o maior nimero possivel de células
pudesse recuperar do processo de electroporagéo.

No segundo dia apds a electroporacdo comegou 0 processo de seleccdo. Para tal
suplementou-se o meio de cultura de CEE com 150ug/mL de G-418. Este dia é considerado o
dia zero de seleccéo.

No dia +3 pds-seleccdo ja havia muitas células mortas, resultado da sensibilidade das
células ndo transfectadas a accdo do G-418. Nesse dia mudou-se 0 meio. O meio foi trocado
também no dia +6 e no dia +7 pos-seleccdo comecou-se 0 processo de picagem das colonias
sobreviventes. O processo de picagem é feito com o auxilio de uma lupa colocada na camara
de fluxo laminar. As células sio lavadas do meio de cultura e colocadas em PBS. A lupa usa-
se uma micropipeta de 200ul para raspar e aspirar clones individuais de CEE para pogos
individuais em placas de 96 pocos. Nesse dia picaram-se 88 clones a partir das 4 placas

iniciais, para placas de 96 pocos.

Quantidade de ADN usado na

Clones picados Designacéo da placa
electroporacéo
Placa 1 29 10pg/5uL 2ug/ul) H1
Placa 3 3 7,5ug/15uL (0,5 pg/ul)
Placa 2 32 20pg/10uL (2 pg/ul) G1
Placa 4 24 16ng/20uL (0,8 pg/ul)

Tabela 2 — Relagéo entre a quantidade de ADN em cada cuvete e o nimero de clones picados no dia +7, da respectiva placa. Aqui é

demonstrado também a designagéo da placa para onde cada grupo de clones foi picado.

Neste dia, +7, ndo se picaram todas as colonias, deu-se preferéncia as colonias de
maior tamanho, pois quanto mais pequena for a col6nia pior serdo as probabilidades de ela
sobreviver ao processo de picagem e logo de crescer na placa de 96 pocos.

No dia +8 picaram-se as restantes colonias sobreviventes ao processo de selecgéo, que

nesta altura ja apresentavam um tamanho suficiente.
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Clones picados ’ Designacao da placa

Placa 1 29
H2

Placa 3 3

Placa 2 32
G2

16

Tabela 3 — Descricdo do nimero de clones picados no dia +8, de cada placa, e a designacdo da placa de 96 pocos para onde foram
transferidos.

O restante processo de cultura procedeu do seguinte modo:

Dia +9: mudou-se o meio as placas H2 e G2.

Dia +10: passou-se 0 meio 1:2 as placas G1 e H1, dando origem as placas Gla e
G1b, e Hla e H1b.

Dia +11: passaram-se 1:2 as placas G2 e H2, dando origem as placas G2a e G2b, e
H2a e H2b. Mudei 0 meio as placas Glae b, eaHlaeb.

Dia +12: as placas Gla e Hla, que tinha passado no dia +10 foram congeladas e as
G1lb e H1b passadas 1:2, criando as placas G1bl e b2 e H1bl e b2. Mudou-se 0 meio as
placas G2ae b e H2aeb.

Dia +13: mudou-se o0 meio as placas G1bl e b2 e H1bl e b2. As placas G2a e H2a,
que tinham sido passadas no dia +11 foram congeladas e passaram-se as G2b e H2b 1:2,
criando as placas G2bl e b2 e H2b1 e b2.

Dia +14: a placaG1bl foi congelada e fez-se coloracdo com X-Gal das células na
placa G1b2. Mudou-se o meio as placas passadas no dia +13.

Dia +15: a placa G2b1 foi congelada e fez-se coloracdo com X-Gal das células na
placa G2b2.

No total obtivemos 88 clones do primeiro dia de picagens e 80 clones do segundo dia

de picagem.
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Placa | Clones repicados | Placas de origem

H1 Placale3
32
56 Placa2e4
48

Tabela 4 — Namero total de clones repicados, com descricdo da sua placa de origem e placa de destino.

A coloracdo com X-Gal das células nas placas de 96 pocgos permitiria avaliar a
intensidade e uniformidade de expressdo do repdrter primario do vector Z/EG-DIl4 nos
diferentes clones, actuando como complemento do resultado do teste da integracdo estavel,
que é a seleccdo com G-418. O que se procura € uma marcagdo uniforme e forte em mais de

95% das células.

Placa Localizacdo

3A
G1b2 3C
3F
1B*
3B
H1b2 2E
4C
4G
G2h2 2G
2H

H2b2

4B

Tabela 5 — Localizacdo na respectiva placa de 96 pocos dos clones considerados positivos para coloragcdo com X-Gal. *: muito bom aspecto.

Os clones das placas G1b2 e G2b2 foram descartados pois na sua maioria as células
apresentavam-se mais diferenciadas, as coldnias tinham os rebordos mais escuros e o interior

menos brilhante.

91



Crescimento B
Coloracdo com X-

Gal

Nova designacdo depois de

descongelada

+ 95-100%
Nv2 +++ 95-100%
Nv3 +++ 95-100%
Nv4 Ndo cresceu* 95-100%
Nv5 + 100%
Nv6 + 95-100%
Nv7 + 95-100%

Tabela 6 — Resumo das caracteristicas dos diferentes clones considerados positivos para integracdo estavel do vector de transgénese. *:ndo

resistiu a congelacéo, tinha poucas células.

Apos o rastreio dos clones por coloracdo com X-Gal, descongelaram-se as placas de
96 pocos respectivas, gémeas das placas onde se fez a coloracéo, e colocaram-se os clones
considerados positivos a crescer em placas de quatro pogos. Nesta altura avaliou-se a
capacidade de proliferacdo de cada clone e depois estes foram congelados individualmente em
criotubos.

Estes clones positivos, que passaram 0 processo de crescimento em meio selectivo
(suplementado de G-418) e que apresentavam uma coloracdo uniforme em mais de 95% das
células, sdo entdo os seleccionados para serem usados nas agregacdes com embrides de oito
células, de forma a produzir quimeras. Esta combinacdo de caracteristicas s6 pode ocorrer em

clones que tenham uma integracéo estavel do vector de transgénese condicional.

2.3.2.2 - Segunda sesséo de electroporacao.

Comecou-se por avaliar a densidade celular da suspensdo de CEE a ser usada. O
resultado foi uma concentracdo de 5,45x10° células/mL, em 3,5mL de PBS. Fizeram-se quatro
cuvetes de electroporagdo, cada cuvete leva 800uL de suspensdo celular, mais o ADN. Na
altura decidiu-se experimentar adicionar diferentes quantidades de ADN as suspensdes
celulares, de modo a que se pudesse testar qual a concentracdo dptima para a obtencdo da
melhor relacdo entre nimero de copia e numero de células transfectadas. A tabela seguinte

descreve as caracteristicas especificas de cada mistura de electroporagéo:
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pug de ADN | puL de ADN | n°de células | Time constant

780x5.4x10
10 20 780x5.4x10° 6.8
20 40 765x5.4x10° 6.7
25 30 780x5.4x10° 6.8

Tabela 7 — Caracteristicas especificas de cada mistura de electroporagao.

Apo6s a electroporacdo, as cuvetes foram colocadas em gelo e em seguida o seu
contetdo foi diluido em placas de 10cm individuais, com 5 mL de meio de cultura, em cada
placa. As placas foram ent&o incubadas a 37°C, 5% CO2. No dia seguinte observou-se que a
maioria das células estavam mortas, tinham perdido a sua forma caracteristica e estavam em
suspensdo no meio. Nesse dia mudou-se 0 meio, tal processo removeu 0s restos celulares das
células mortas e retornou as condi¢des Optimas para o crescimento das células, de modo a que
0 maior numero possivel de células pudesse recuperar do processo de electroporacao.

No segundo dia ap0s a electroporacdo comecou o processo de seleccdo. Para tal
mudou-se 0 meio para meio de cultura suplementado de 150pg/ml de G-418. Este dia é
considerado o dia zero de selec¢éo.

Mudou-se 0 meio nos dias +1, +2, +4, +6 e no dia +7 iniciou-se o processo de
picagem das colonias sobreviventes ao processo de selec¢cdo, para placas de 96 po¢os. No
total obtiveram-se 48 clones positivos, que por isso ficaram todos na mesma placa de 96

pOCOS.

Quantidade de ADN usada na

electroporacéo

n° de clones repicados

Placa 1 10pg/20uL (0,5ug/ul)
4 20pg/40uLl (0,5ug/ul)
20 16pg/20ul (0,8ug/ul)
0 25pug/30ul (0,8ug/ul)

Tabela 8 — Relagédo entre a quantidade de ADN em cada cuvete com o nimero de clones picados da respectiva placa.

No dia +8 os clones ndo estavam em condic¢des de serem picados.
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Crescimento Coloragdo com

Nova designacgéo

apos seleccdo X-Gal
D1 95-100%

D2 ++ 95-100%
D3 +++ 100%
++ 98-100%
++ 98-100%
++ 95-100%
+++ 100%
+++ 100%
+ 100%

Tabela 9 — Resultado da coloracdo com X-Gal das células na placa de 96 pogos.

Neste caso ndo se congelou a Gltima placa, fez-se logo a passagem dos clones
positivos para placas de quatro pocos, e sO depois se congelou em criotubos, reduzindo em
um o numero de passagens e talvez melhorando a capacidade transmissao a linha germinal.

Obtivemos onze clones positivos em 168 que foram picados, (embora quatro
tivessem sido descartados), da primeira sessdo de transfecgcdo e nove clones positivos em 48
picados, da segunda sessdo de transfeccdo, uma clara melhoria na eficiéncia. Tal pode ter sido
devido a um ganho de experiéncia na manutencdo de CEE electroporadas. Portanto, no total
destas duas sessbes de electroporacdo de CEE resultaram 16 clones utilizaveis para

agregacdes com embriBes no estadio de oito células.

2.3.3 - Sessdes de agregacéao

Realizaram-se quatro sessdes de agregacdo de CEE com embrides receptores.
Para se obterem fémeas dadoras de embrides cruzaram-se fémeas superovuladas com

machos reprodutores.
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N° de fémeas | Peso das fémeas | N° de fémeas com

superovuladas (o) rolhdo vaginal

Primeira sessdo

35 25-30 17
Segunda sesséo
45 25-30 17

Terceira sessao

30 25-30 14
15 20-25 5
5 <20 5
Quarta sessao
30 25-30 20
15 20-25 5
5 <25 3

Tabela 10 — Relagdo entre o peso das fémeas superovuladas e o nimero de fémeas com rolhdo vaginal apés cruzamento com

machos reprodutores.

Para se obterem fémeas receptoras, pseudo-gestantes, colocaram-se 120 fémeas de
peso superior a 30g com 40 machos vasectomizados, portanto trés fémeas por macho em
caixas individuais. Este processo foi igual nas quatro sessdes de agregacdo, tendo-se obtido

entre sete e dezoito fémeas com rolhao vaginal por sesséo.

Na manha do segundo dia de gestacdo recolhem-se os embrides dos ovidutos das
fémeas superovuladas que se encontram gestantes, quando os embrifes se encontram, na sua
maioria, no estadio de oito células. Nas quatro sessdes recolheram-se entre 10 e 17 embrides
por fémea. Em média, 38% a 66% desses embrides estavam no estadio certo e tinham bom

aspecto (blastomeros uniformes e brilhantes quando vistos no microscéopio de dissec¢éo).

Na primeira sessdo de agregacdo usaram-se 0s clones Nv3 e Nv6. Escolheram-se
estes porque tinham potenciais de crescimento muito diferentes, o Nv3 cresce muito depressa
enquanto o Nv6 cresce lentamente. Um dos factores limitantes ao correcto desenvolvimento
embrionario de uma quimera é a agressividade da colonizagdo do embrido pelas CEE, algo
que pode ser correlacionado com a velocidade de crescimento das CEE em cultura. Deste

modo poderiamos testar qual o padrdo de crescimento que fornece os melhores resultados e
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permite a obtengdo de maior nimero de quimeras vidveis e com elevada contribuicdo das
CEE.

Fizeram-se quatro placas de agregacgdes, duas com o clone Nv3 e duas com o clone
Nv6, que permaneceram em cultura até a maioria dos embrides se encontrar no estadio de
blastocisto. Em seguida os embrides agregados séo transferidos para o oviduto de fémeas
pseudo-gestantes. Durante a sessdo de transferéncia dos embrides agregados, as diferentes

fémeas sdo marcadas com buracos nos lébulos das orelhas enquanto ainda estdo anestesiadas.

Peso | Embrides | Clone o N° de N° de Quimeras
# | Marca ] Técnica | Gestante ] ]

g transferidos | usado crias | quimeras macho
0 Nv3 OK Sim 3 2

11: 4 bl
31.02
7 mo
10: 8 bl
1Dta | 30.53 Nv3 OK Sim 3
2 mo
12: 2 bl
2Dta | 28.93 Nv3 OK N&o -
10 mo
13: 7 bl ] Nv6.1 e
3Dta | 32.37 Nv6 OK Sim 3 2
6 mo Nv6.2
11: 8 bl
1Esq | 30.19 Nv6 OK N&o -
3 mo
13: 6 bl ] 1 (muito
2Esq | 31.01 Nv6 OK Sim 3
7 mo fraca)
11: 10 bl
3esq | 31.84 Nv6 OK Nao -
1 mo
1Dta )
32.03 | 10:10 bl Nv3 OK Sim 3 1
1Esq
2Dta 10: 8 bl
30.70 Nv3 OK Né&o -
1Esq 2 mo
3Dta 11: 4 bl )
30.24 Nv3 OK Sim 1
1Esq 7 mo
2Dta 10: 3 bl )
29.17 Nv3 OK Sim 2 1
2Esq 7 mo

Tabela 11 — Descricdo detalhada do primeiro processo de agregacio e transferéncias. bl, blastocistos; mo, mérulas.
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Fémeas gestantes 7 63%
Embrides transferidos 122

Embribes em fémeas gestantes 78 64%
Crias nascidas 18 23%
Quimeras 7 27,7%
Quimeras macho 3 43%

Tabela 12 — Resumo da eficiéncia do primeiro protocolo de agregacéo e transferéncias.

Nesta sessdo obtiveram-se sete quimeras mas s6 quatro chegaram a adultos, os dois
machos obtidos da fémea nimero quatro (Nv6.1 e Nv6.2 a partir de agora) e as duas fémeas
obtidas da fémea nimero 1 (Nv3.1 e Nv3.2 a partir de agora).

Na segunda sessédo foram usados os clones D3 e D5. De novo escolheram-se clones
com capacidades proliferativas diferentes, o D3 tem uma capacidade de crescimento superior
ao D5.

Fizeram-se 4 placas de agregacéo, em que 3 delas tinham CEE do clone D5 e s6 um
tinha CEE do clone D3. Fez-se esta escolha porque mesmo na placa com diluicdo de 1:50 o

crescimento havia sido exagerado, a placa apresentava-se semi-confluente e algumas colonias

ja se haviam comecado a diferenciar.

Embribes ) N° de Quimeras
) Técnica | Gestante )
transferidos quimeras macho
29.9 | Esq:10(5bl) )
1 0 ) D5 OK Sim 2
0 Dir:10(8bl)
31.8 | Esq:10(6bl) )
YA 1Dta ) D5 OK Sim 4
5 Dir:10(5bl)
35.1 | Esq:10(4bl) )
KN 2Dta ) D5 OK Sim 0
8 Dir:10(4bl)
32.1 | Esq:10(1bl)
' 3Dta ) D5 OK Né&o -
4 Dir:10(4bl)
30.6 | Esq:10(2bl) )
5 S ) D5 OK Sim 5 2 D5.2
9 Dir:9bl
28.6 | Esq:10(3bl) o
N 2Esq ] D3 Morreu apds cirurgia.
8 Dir:10(4bl)
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. . 314 T Esq8(@h [ oK o _
6 | Dir:10(5bl)

Tabela 13 — Descricdo detalhada do segundo processo de agregacéo e transferéncias. bl, blastocistos; mo, mérulas.

‘ n° ) ‘
Fémeas gestantes 4 57%
Embrides transferidos 137
EmbriGes em fémeas gestantes 79 58%
Crias nascidas 11 14%
Quimeras 2 18%
Quimeras macho 1 50%

Tabela 14 — Resumo da eficiéncia do segundo protocolo de agregacéo e transferéncias.

Nasceram duas quimeras na segunda sessdo, estas foram designadas de D5.1 (a
fémea) e D5.2 (macho).

N&o se chegou a confirmar o resultado do uso das células da linha D3 em agregaces
pois uma das fémeas para as quais se transferiram embrides agregados com este clone morreu
a seguir a cirurgia, e a outra ndo ficou gestante. Como a fémea que nao ficou gestante tinha

tido um rolhdo vaginal duvidoso ndo se podem tirar conclusdes deste resultado.

Para a terceira sessdo escolheram-se os clones Nv1 e Nv2, de novo um com um
potencial de crescimento maior que o outro (Nv2>Nv1).

Fizeram-se quatro placas de agregacdo, duas com o clone Nv1 e duas com o clone
Nv2.
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Peso | Embrides | Clone N° de N° de Quimeras

# | Marca Técnica | Gestante
transferidos | usado crias | quimeras macho
32.9 16: 10 bl
1 0 Nv1 OK Néo
0 6 mo
29.6 16: 3 bl ; o
A 1Dta Nv1 Morreu apds a cirurgia
0 13 mo
31.1 16: 4 bl
KN 2Dta Nv1 OK Néo
0 12 mo
33.0 16: 5 bl
3 3Dta Nv1 OK Nao
1 9 mo
36.2 16: 3 bl )
S 1Esq Nv1 OK Sim 1
0 13 mo
35.1 16: 4 bl
N 2Esq Nv1 OK Né&o
2 12 mo
32.5 16: 8 bl )
A 3esq Nv2 OK Sim 1 (morreu a nascenca)
0 8 mo
1Dta | 32.5 16: 2 bl
Nv2 OK N&o
1Esq 0 14 mo
2Dta | 334 16: 4 bl
9 Nv2 OK N&o
1Esq 0 12 mo
3Dta | 30.4 12:5bl
10 Nv2 OK Nao
1Esq 0 7 mo
1Dta | 31.9 16: 4 bl
11 Nv2 OK Nao
2Esq 0 12 mo
1Dta | 30.7 16: 8 bl ]
12 Nv2 OK Sim 3 1 Nv2.1
3Esq 0 8 mo

\ v % ]
Fémeas gestantes 3 25%
Embrides transferidos 187
Embrides em fémeas gestantes 48 26%
Crias nascidas 4 8%
Quimeras 1 25%
Quimeras macho 1 100%

Tabela 16 — Resumo da eficiéncia do terceiro protocolo de agregacéo e transferéncias.

99



O ratinho quimérico macho que resultou desta sessdo de agregagdes foi designado Nv2.1.
Na quarta sessdo de agregacOes usaram-se 0s clones Nv5 e Nv7, clones com crescimento
mais lento. Foram escolhidos estes pois o clone Nv6, que até ao momento era o clone que tinha dado

origem a mais quimeras e a melhor quimera, tinha um padrdo de crescimento semelhante aos clones
Nv5 e Nv7.

Embrides Clone ] N° de N° de Quimeras
# | Marca ) Técnica | Gestante ) .
transferidos | usado crias quimeras macho
16: 2 bl . .
1 0 31.03 Nv5 OK Sim 1 (morreu a nascenga)
14 mo
15: 3 bl
pll 1Dta | 34.60 Nv5 OK Né&o
12mo
15: 5 bl
Kl 2Dta | 28.30 Nv5 OK Né&o
10mo
15: 3 bl
' 3Dta | 31.50 Nv5 OK Né&o
12mo
15: 4 bl
Sl 1Esq | 31.20 Nv5 OK N&o
11 mo
15: 4 bl .
M 2Esq | 30.60 Nv7 OK Sim 2 1 Nv7.1
11 mo
Fl 3esq | 28.90 19: 19mo Nv7 Morreu apds a cirurgia
1Dta 15: 2 bl
8 32.28 Nv7 OK Né&o
1Esq 13 mo
2Dta
37.8 15: 15mo Nv7 OK Né&o
1Esq

n° %
Fémeas gestantes 2 22%
Embrides transferidos 140
Embrides em fémeas gestantes 31 22%
Crias nascidas 3 10%
Quimeras 1 33%
Quimeras macho 1 100%

Tabela 18 — Resumo da eficiéncia do quarto protocolo de agregacéo e transferéncias.
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O ratinho quimérico macho que resultou desta sessdo de agregacdes foi designado
Nv7.1.

2.3.4.- Analise das quimeras

Destas quatro sessdes de agregacao resultaram nove quimeras com uma percentagem
de quimerismo da pelagem superior a 10-15%, que é um indicador provavel da percentagem
de contribuicédo das CEE para todo o organismo (Papaioannou ; Johnson, 2000).

Designacao da quimera Percentagem de
macho quimerismo da pelagem
Nv6.1 85%
Nv2.1 75%
Nv6.2 60%
Nv7.1 55%
D5.2 15%

Tabela 19 — Descricdo da medida subjectiva da percentagem de células de foliculos pilosos que descendem da linhagem do clone de CEE
usado na agregacdo com o embrido que deu origem a cada uma das quimeras macho.

Designacéo da Percentagem de quimerismo

quimera fémea da pelagem
D5.1 20%
Nv3.2 15%
Nv3.1 10%

Tabela 20 — Descrigdo da medida subjectiva da percentagem de células de foliculos pilosos que descendem da linhagem do clone de CEE

usado na agregacdo com o embri&o que deu origem a cada uma das quimeras fémea.

Quando estas quimeras atingiram a idade de 5 semanas, altura em que atingem a

maturidade sexual, foram cruzadas com fémeas CD1, ou machos, consoante o caso. O que se
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procura obter neste passo séo crias de geracdo F1 com pelagem agouti. Os ratinhos que tém
esta pelagem tém também olhos escuros, em contraste com os ratinhos CD1, que s&o albinos,
e por isso tém olhos cor-de-rosa. Esta caracteristica permite que se detecte logo a nascenca a
presenca de uma cria agouti, pois apesar de estas nascerem sem pelagem € possivel observar a
pigmentacdo dos olhos das crias atraves das palpebras fechadas.

O facto de uma quimera dar origem a crias com pelagem agouti indica que esta tem
contribuicdo das CEE na linha germinal e que por isso as suas crias agouti tém 50% de
hipGteses de serem heterozigéticas para a alteragdo (ou alteragdes) genética introduzida nas
CEE. A probabilidade de 50% deriva do facto de na meiose se originarem gametas haploides
e este facto em conjungdo com a elevada probabilidade de ocorrer s6 um evento integrativo
por célula, faz com que s6 metade dos gadmetas tenha o complemento cromossémico que
inclui a alteracao.

De todas as quimeras sO as linhas Nv6.1 e Nv2.1 é que revelaram ter uma
contribuicdo das CEE a toda a linha germinal. Todas as suas ninhadas foram integralmente
compostas por animais com pelagem agouti. Para fazer o rastreio das ninhadas, de modo a
saber quais 0s animais transgénicos, fez-se recurso a expresséo do reporter primario do vector,
0 gene S-geo, que codifica para uma proteina de fusdo entre a -galactosidase e transferase de
neomicina. O material bioldégico usado para o teste da actividade da B-galactosidase foi a
ponta da cauda das crias. As crias foram marcadas e amputou-se a extremidade da cauda. O
resultado da coloragdo com X-Gal revelou marcagdo extensa na cauda de 47% (23/49) das
crias da linha Nv6.1 e em 51% (29/58) das crias da linha Nv2.1, seguindo a distribuicéo

mendeliana esperada.
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Figura 33 - Quimera Nv6.1. Coloracdo com X-Gal de bidpsia de cauda da quimera Nv6.1.
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A outra quimera que obteve contribuicdo das CEE na linha germinal foi a fémea
Nv3.2. No entanto, em quatro ninhadas nascidas até ao presente sé na sua segunda ninhada é
que obteve uma cria agouti. A quimera tem cerca de 15% de quimerismo na pelagem, um
valor muito baixo, e apesar de tal ndo ser esperado, revela ter uma pequena contribuicdo das
CEE para a linha germinal. N&o se conhece ainda a verdadeira extensdo desta contribuigéo
mas ndo é de excluir a hipdtese de esta ndo voltar a transmitir. Infelizmente esta cria revelou

ser negativa para a coloracdo com X-Gal, ou seja, ndo era transgénica.

Figura 34 - Quimera Nv3.2 com uma das suas ninhadas.

As outras quimeras ndo tiveram transmissao a linha germinal durante a sua vida,
incluindo quimeras com percentagem de quimerismo da pelagem de até 60%. Ao contrario
das outras, a quimera macho Nv7.1 aparentou ser estéril, nunca tendo tido descendéncia. As
outras quimeras tiveram descendéncia regular mas nunca tiveram crias com pelagem agouti.

Como o alvo principal do estudo proposto por esta tese envolvia a analise em
embrides decidiu-se analisar também a extensdo de marcacdo com X-Gal em embrides com 8
dpc. Os resultados indicaram que a expressdo deste reporter ocorre ao longo de todo o

embrido, sendo considerada constitutiva em ambas as linhas, Nv6.1 e Nv2.1.
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Figura 35 — Marcacdo com X-Gal de embrides Z/EG-DII4 com 8 dpc. A esquerda linha Nv2.1; & direita linha Nv6.1.

Como ambas as linhas apresentavam padrbes semelhantes de marcagdo com X-Gal,
decidiu-se usar apenas uma das linhas para os trabalhos projectados. Como a quimera Nv6.1
tinha uma maior percentagem de quimerismo optou-se por usar essa linha, que passou a
denominar-se Z/EG-DII4(CD1).

2.3.5 - Producéo de linhas de ratinhos transgénicos Z/EG-DII4 por
microinjeccéo pronuclear

Posteriormente a producdo dos ratinhos transgénicos Z/EG-DII4 por agregacéo
dipldide recorreu-se a outra técnica de transgénese, a microinjeccdo pronuclear. Esta
necessidade adveio por se ter revelado muito moroso o processo de agregacao dipldide. Esta
técnica envolve a injeccdo de ADN vector, neste caso o vector pZ/EG-DII4, em pronucleos
masculinos (devido ao facto de estes serem ligeiramente maiores que 0s pronucleos
femininos) de oocitos recém-fertilizados.

Em relacdo ao método da agregacdo dipldide este método tem a vantagem de ser
mais rapido e dar origem directa a animais transgénicos (ndo passa pela fase de quimera).
Como desvantagem temos o facto de ndo ser possivel seleccionar os 6vulos microinjectados
da mesma forma como as células estaminais embrionérias transfectadas.

Partiu-se de 10ug de ADN vector cortado com Sfil e Bsal. Correu-se o resultante em
gel de agarose e separou-se a banda de 12,2Kb, tal como foi descrito anteriormente. A banda
de gel foi entdo processada pelo sistema Qiagen Qiaquick Gel extraction kit, usando cerca de
400mg de agarose por coluna e o ADN foi eluido em 30pl de TE estéril. A concentragdo de

ADN foi medida por espectrofotometria e estimada a 150ng/pl. No dia da microinjecgéo o
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ADN vector foi diluido a 2-3ng/ul em tampéo de injecgdo (10mM Tris PH7,5, 0,1mM EDTA
pH8).

O trabalho de microinjeccdo pronuclear foi realizado na Unidade de transgénicos do
Instituto Gulbenkian de Ciéncia pela Dra. Ana NO6voa, sob supervisdo do Doutor Moises
Mallo.

Deste procedimento nasceram vinte e nove crias da estirpe consaguinea FVB/N, das
quais trés eram transgénicos, duas fémeas e um macho.

A analise do padrdo de expressdo do repdrter primario revelou que os niveis de
expressao eram semelhantes aos obtidos com linhas produzidas por agregacdo diploide. Por
facilidade de cruzamentos seguimos os trabalhos usando principalmente a linha do macho,
que passou a ser designada de Z/EG-DII4(FVB).

2.4 — Discussao

Para produzir linhas de ratinhos transgénicos para Z/EG-DII4 usaram-se dois
métodos diferentes, agregacdes diploides e microinjeccao pronuclear.

O primeiro passo crucial na técnica de agregacOes diploides é o passo de
electroporacdo das CEE. Neste passo testdmos varias concentragcdes e quantidades de ADN
vector, de modo a tentar descobrir os valores ideais para este protocolo. Obtivémos mais
clones com integracdo estavel do vector quando usamos 0 ADN mais concentrado (2ug/pl). A
esta concentracdo, 2ug/ul, a quantidade de ADN ndo parece ser o factor limitante para a
eficiéncia de transfeccdo, pois o dobro da quantidade de ADN, 20ug contra 10ug, s levou a
um aumento de 10% no nimero de clones obtidos com integracdo estavel. Com concentracdes
inferiores surge um problema quando se atingem quantidades elevadas de ADN vector, acima
de 20ug, pois tal obriga a adicdo de volumes elevados de solugcdo de ADN, na casa dos 30 a
40ul. Nestes casos, apesar de se ter usado quantidades elevadas de ADN, obtiveram-se poucos
clones com transfeccdo estavel. Este efeito pode ser motivado pela presenca de elementos
nocivos as CEE nas solucdes de ADN, que a partir de uma determinada concentracdo tornam-
se nocivos ao crescimento das CEE.

A marcacdo com X-Gal dos clones repicados no seguimento do protocolo de
selecgdo por crescimento em meio suplementado com G-418 nas réplicas do protocolo de
electroporagdo revelou que na segunda repeticio o protocolo foi mais eficiente,

provavelmente devido ao acréscimo de experiéncia nesta fase do trabalho, dando origem a

105



nove clones corados por X-Gal em 48, enquanto na primeira repeticdo se obtiveram sete
clones corados por X-Gal em 64.

Depois de se terem obtido os clones, dezasseis no total, avangou-se para o protocolo
de agregacdes diploides. Fizeram-se quatro réplicas deste protocolo.

O primeiro passo do protocolo de agregac¢des diploides é a superovulagdo das fémeas
dadoras. Este passo tem duas funcgdes, primeiro sincronizar o ciclo éstrico das fémeas para
que a maioria esteja na fase de estro e segundo para aumentar o nimero de embrifes para
recolha. As fémeas seguiram o mesmo protocolo de superovulacdo nas quatro réplicas. A
eficiéncia de sincronizacdo e inducdo de ovulagédo variou entre 0os 37,5% na segunda repeticao
e 0s 56% na quarta repeticdo do protocolo. Analisando as quatro experiéncias como uma sé
estes resultados representam um aumento teérico de 92% no nimero de fémeas com rolhdo
vaginal, em relacdo aos valores esperados em fémeas nédo superovuladas (25%). Em relacao
ao numero de embrides recolhidos a partir destas fémeas, obteve-se, em média, entre 9,5
embribes por fémea na primeira experiéncia e 16,8 embribes por fémea na terceira
experiéncia. Em relagdo a frequéncia de embribes com qualidade (com oito células,
blastomeros regulares e contornos definidos e brilhantes), os valores variaram entre 0s 36%
na primeira experiéncia e 0s 65% na terceira experiéncia. Analisando os resultados das quatro
sessOes de agregacdo como uma sO experiéncia obteve-se em média 13,9 embrides por fémea
e em media 57% desses embrides tinham as caracteristicas desejadas. As variacfes obtidas
entre as quatro repeticdes desta experiéncia podem ser resultado de variacdes nas proprias
fémeas, uma vez que para cada experiéncia foram encomendadas fémeas novas a Harlan
Ibérica ou podem simplesmente resultar de melhorias na técnica de recolha de embrides,
resultando numa maior eficiéncia de recolha e em menos embriGes afectados.

Os embrides recolhidos foram agregados com as CEE seleccionadas por serem
resistentes a G-418 e por terem uma elevada percentagem de células positivas a coloracéo
com X-Gal. O propésito do teste com X-Gal é determinar se os clones de CEE sdo mistos, ou
seja se contém células de diferentes clones, em especial se contém células ndo transgenicas
misturadas com células transgénicas. Por isso foram seleccionados s6 os clones em que mais
de 95% das CEE ficam azuis com coloracdo com X-Gal, indicando uma elevada
probabilidade de o clone ndo ser misto ou ter uma contribuicdo minima de CEE ndo
transgénicas. ApOs o procedimento de agregacdo os embribes sdo transferidos para fémeas
pseudo-gestantes.

A obtencdo de fémeas pseudo-gestantes baseia-se no facto de as fémeas de ratinho
assumirem um padrdo hormonal de gestantes ap0s a ocorréncia de copula durante o estro,

independentemente da ocorréncia de fecundagdo. Para tal cruzam-se fémeas com machos
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vasectomizados. A taxa de sincronizacdo de ciclo éstrico e inducdo de ovulagdo nas quatro
repeticdes da experiéncia variou entre 5,83% na segunda experiéncia e 15% na primeira
experiéncia. Analisando as quatro réplicas do protocolo como uma sO experiéncia obteve-se
9,9% de sincronizagdo do ciclo éstrico e inducdo de ovulacdo na fase de estro no dia de
cruzamento. Como estas fémeas ndo séo superovuladas este resultado indica que na realidade,
sem tratamento hormonal, uma grande parte das fémeas tem o ciclo éstrico parado, devendo
ser essa a principal razdo para ndo se obter os 25% de sincronizagéo esperados. A razéo para
esta discrepancia pode estar relacionada com condigdes ambientais ou com condicdes
microbioldgicas dos animais.

Considerando o valor de 9,9% como o valor base de taxa de sincronizagéo do ciclo
éstrico e inducdo de ovulagdo em fémeas sem tratamento hormonal, o valor de 48% obtido
com as fémeas superovuladas representa um aumento real de 485% em relagdo ao valor basal
de sincronizacdo do ciclo éstrico e inducdo de ovulagéo. Este valor de variagdo também pode
ser afectado pela diferenca de pesos das fémeas usadas, sendo que nos cruzamentos com
machos vasectomizados se usaram fémeas com mais de 30g e nos cruzamento em que se
superovularam as fémeas estas tinham maioritariamente 25-30g, embora esta variacdo nédo
deve ser muito significativa devido a pequena variacdo de pesos observada.

Usaram-se oito clones diferentes de CEE transgénicas, Nv1, Nv2, Nv3, Nv5, Nv6,
Nv7, D3 e D5. A frequéncia de quimeras quando se usou cada um dos clones variou entre 0s
18% no clone D5 e 0s 50% no clone Nv6. Com o decorrer das experiéncias, 0 nimero de
fémeas receptoras, pseudo-gestantes, em que ocorreu implantacdo dos embrides transferidos,
foi baixando de 63% na primeira sessao de agregacao, para 57% na segunda, 26% na terceira
e 22% na quarta sessdo de agregacdo. Este resultado fez com que apesar de o nimero de
embrides usados ter aumentado ao longo das experiéncias o nimero de quimeras obtidas por
experiéncia também fosse baixando. Este facto estd reflectido na frequéncia de embriGes
transferidos que nasceram, que também desceu com o decorrer das experiéncias, de 23% na
primeira sessao de agregacdes, a 14% na segunda, 8,33% na terceira e 9,67% na quarta sessdo
de agregacOes. Este resultado indica que a baixa de frequéncia de quimeras ao longo das
experiéncias ndo € sO responsabilidade das fémeas usadas, ao ndo assumirem o padrao
hormonal que permitisse a implantacdo dos embribes transferidos. Como na realidade a
frequéncia de embribes recolhidos com boa qualidade subiu ao longo das experiéncias, ndo
temos uma explicacdo para a baixa na sobrevivéncia dos embribes transferidos para fémeas
que ficaram gestantes, embora ndo se possa eliminar a possibilidade de erro técnico nas

Gltimas experiéncias.
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Nas quatro sessdes de agregacOes obtivemos um total de onze quimeras, em que
quatro quimeras correspondem ao clone Nv3, trés quimeras correspondem ao clone Nv6, duas
quimeras correspondem ao clone D5, uma quimera corresponde ao clone Nv2 e uma quimera
corresponde ao clone Nv7. Com os clones D3, Nv1 e Nv5 ndo obtivémos quimeras devido a
baixo nimero de fémeas que ficaram gestantes, no caso dos clones Nv1 e Nv5, ou mesmo
devido a auséncia de fémeas que ficaram gestantes, no caso do clone D3.

A frequéncia de quimeras obtidas por clone de CEE, para 0s casos em que nasceram
quimeras, foi de 25% para o clone Nv2, 33% para o clone Nv3, 50% para o clone Nv6, 33%
para o0 clone Nv7 e 18,2% para o clone D5. Estes resultados indicam que nenhum destes
clones de CEE transgénicas parece afectar a sobrevivéncia dos animais de si derivados.

Como as CEE da linha R1 tém um complemento genético correspondente ao sexo
masculino existe sempre uma tendéncia para 0 sexo masculino nas quimeras. Nesta
experiéncia obtiveram-se cinco quimeras masculinas em oito quimeras que chegaram a
adulto. Usando CEE masculinas ¢ dificil obter quimeras femininas, tal acontece apenas em
casos em que as CEE tiveram uma contribuicdo baixa para o desenvolvimento do animal e o
embrido receptor seja feminino ou em casos em que o animal apenas aparente ser feminino,
sendo antes hermafrodita. Os nossos resultados confirmam esta observagdo, sendo que as
quatro quimeras mais fortes que obtivemos correspondem a machos e as trés fémeas obtidas
tiveram percentagens de quimerismo da pelagem inferiores a 20%. O facto de as trés quimeras
fémea serem férteis indica que ndo eram hermafroditas.

A obtencdo de animais quiméricos € apenas 0 primeiro passo para o estabelecimento
de uma linha de animais transgénicos. Para se estabelecer uma linha transgénica é necessario
que as CEE transgénicas contribuam para a formacdo da linha germinal da quimera, s6 nesse
caso é que a descendéncia das quimeras vai possuir o transgene. O indicador de contribuicao a
linha germinal é o facto de haver descendéncia com pelagem agouti, pois os embrides
receptores sao de uma linha albina (CD1) e as CEE da linha R1 sdo de uma linha com
pelagem agouti. A presenca de descendéncia com pelagem agouti é sinal de que as células
germinais que Ihe deram origem sdo derivadas das CEE transgénicas, tendo 50% de hipdtese
de serem transgénicos.

As quimeras obtidas foram cruzadas com animais CD1, machos ou fémeas consoante
0 caso, e obtiveram-se crias com pelagem agouti nas linhas Nv6.1 e Nv2.1, que correspondem
as duas linhas com maior percentagem de quimerismo da pelagem. Curiosamente a linha
Nv3.2, uma quimera fémea com 15% de quimerismo da pelagem, também demonstrou
contribuicdo das CEE a linha germinal, tendo dado origem a uma cria agouti feminina em seis

ninhadas. Este facto anormal, devido ao sexo das CEE, pode ter representado um evento
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isolado de perda do cromossoma Y, dando origem a uma pequena contribuicdo das CEE para
a linha germinal com gendtipo XO, que consegue percorrer 0S passos da 00génese, ao
contrério da linhagem XY que normalmente ndo consegue tal diferenciacao.

A andlise do padrdo de expressdo do reporter primario, fgeo, revela se o local de
integracdo do transgene é afectado por modificadores de expressdo, como silenciadores ou
enhancers. A expressdo do repdrter primario em embrides descendentes das linhas Nv6.1 e
Nv2.1 é ubiqua, indicando que provavelmente ndo existem modificadores de expressdo a
afectar os loci de integracdo destas duas linhas. Como os niveis de expressao sdo semelhantes

entre as duas linhas consideraram-se as linhas como equivalentes.

O facto de termos levado cerca de seis meses para produzir apenas duas linhas de
animais transgenicos Z/EG-DII4 fez com que procurassemos um método mais expedito de
producdo de animais transgénicos. Tal levou-nos a usar a técnica de microinjeccdo

pronuclear.

Apo6s o nascimento dos vinte e nove ratinhos resultantes fez-se o rastreio dos animais
por PCR. O resultado indicou que trés deles eram transgénicos, duas fémeas e um macho.

A analise do padréo de expressdo do repdrter primario por coloragdo com X-Gal em
embrides descendentes destas trés linhas, de segunda geracao no caso das fémeas, indicou que
também neste caso todas as linhas possuiam expressao ubiqua com intensidades equivalentes
entre si. Por facilidade de cruzamentos decidimos usar apenas a linha de ratinhos gerada a

partir do macho, a partir daqui designado por Z/EG-DII4(FVB).

109



Capitulo 3 — Analise do efeito da sobre-expressao ubiqua
de Dll4 no desenvolvimento embrionario

3.1 — Objectivos

Apods producéo das linhas Z/EG-DII4, iniciou-se a andlise da fun¢do do gene DIl4
com o cruzamento com a linha pCAGGS-Cre, produzindo assim uma sobre-expressdo ubiqua
de DIl4. Pretendia-se avaliar o funcionamento do transgene Z/EG-DII4 nas linhas Z/EG-
DII4(CD1) e Z/EG-DII4(FVB), e seleccionar apenas uma linha para os estudos subsequentes.
A andlise do fendtipo resultante deste cruzamento poderia também ajudar a revelar a
importéancia de DII4 para o desenvolvimento embrionario, em geral, e vascular, em particular.
A analise do fenotipo de sobre-expressdo ubiqua de DII4 funciona, em primeira instancia,
como um ponto de comparacdo em relacdo ao objectivo principal da producédo desta linha, a
analise do fenotipo de sobre-expressdo de DII4 especifica ao endotélio. A confirmacdo dos
fendtipos obtidos ao restringir a area de sobre-expressdo, especificamente aos tecidos
afectados, permitiria avaliar se os defeitos seriam autbnomos ou ndo autdbnomos, conforme

descrito no capitulo 4.

3.2 — Materiais e métodos

3.2.1 - Material de origem animal:
- Embrides de ratinho: Analisaram-se embrides resultantes de diversos cruzamentos.

Foram analisados embrides resultantes de varios cruzamentos:

e Cruzamento de fémeas de ratinho (Mus musculus) da estirpe CD1 (Harlan
Ibérica) com machos da linha Z/EG-DII4 (quimeras e heterozigoticos). CD1 é
uma estirpe ndo consaguinea.

e Cruzamento de fémeas de ratinho da linha CAGGS-Cre (Araki, 1996; (Niwa,
et al., 1991), (fundo genético CD1) com machos da linha Z/EG-DII4. A linha
CAGGS-Cre foi gentilmente cedida pelo Doutor Tristan Rodriguez do
Laboratério de Desenvolvimento de Mamiferos, NIMR, Londres. Estes
expressam a recombinase Cre sob o controlo do conjunto enhancer de

citomegalovirus/promotor de p-actina de galinha (Araki, 1996)(Niwa, et al.,
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1991). Tal conduz a uma expressao forte, ubiqua e constitutiva da recombinase

cre.

Os ratinhos foram hospedados no biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria, em
sistema sem barreiras. Toda a manipulacdo foi efectuada de acordo com a legislagéo
Portuguesa, Portaria n°® 1005/92.

3.2.2 - Estabelecimento de cruzamentos entre ratinhos

Para obtencao de embrides colocaram-se machos reprodutores de uma linha, com mais
de cinco semanas, em gaiolas com fémeas da linha pretendida, do mesmo tamanho ou
menores, ao fim da tarde. Em geral, cada macho foi colocado em conjunto com duas a trés
fémeas. Na manha seguinte foram seleccionadas as fémeas com rolhdo vaginal e isoladas. O
rolh&o vaginal é produzido pelas secrec¢des das glandulas vesiculares e coagulantes do macho,
podendo apresentar-se como uma estrutura solida de cor amarela ou branca na superficie da
vagina ou numa posicdo mais profunda. Para a determinagédo do estadio de desenvolvimento
considera-se que a fertilizacdo ocorre cerca da meia-noite, num ciclo de escuriddo entre as
17.00h e as 07.00. Ao meio-dia do dia seguinte, isto €, do dia em que se avalia a presenca do
rolhdo vaginal, os embrides sdo datados como tendo 0,5 dias “post-coitum” (0,5 dpc). Ao
meio-dia do dia seguinte os embribes terdo 1,5dpc e assim sucessivamente. As idades pré-

determinadas sdo confirmadas por contagem de nimero de somitos (Kaufman, 1992).

3.2.2.1 - Colheita e disseccao de embrides

As fémeas gestantes e isoladas foram sacrificadas por deslocacdo cervical ao fim da
manha no dia em que os embrides se encontravam no estadio a estudar, ou a hora
correspondente a porcdo do dia correspondente ao estadio que era objectivo dissecar.
Humedece-se 0 abdomen com etanol a 70% (v/v) e efectua-se uma incisdo transversal no
abdémen. Em seguida procede-se a extrac¢do do Utero para uma placa com PBS. Ai procede-
se a individualizacdo dos embrides, que estdo cada um dentro da sua respectiva cripta uterina,
e depois a remocdo da camada muscular envolvente do Utero, do tecido decidual, da placenta
(ou cone ectoplacentario, no caso de embriGes com 8,5 dpc), do saco vitelinico, do corddo

umbilical e do saco amnidtico.
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3.2.3 - Extraccao de ADN para genotipagem de ratinhos

Os animais nascidos permaneceram com as progenitoras até altura do desmame, que
ocorreu entre as 3 e as 4 semanas. Nesse momento retirou-se a extremidade da cauda dos
ratinhos e estes foram marcados com furos nas orelhas, correspondentes a um ndmero
especifico.

Para obter ADN das bidpsias de cauda, estas sdo colocadas em 750ul de solucdo de
lise de caudas (0,1M Tris-HCI, 5mM EDTA, 0,2% SDS, 200mM NaCl) com 20ul de
proteinase K (20mg/ml) e incubadas a 55°C durante a noite.

No dia seguinte adiciona-se 250l de 5M NaCl e vortexa-se durante cinco segundos.
Centrifugam-se os tubos durante dez minutos a 13000 rpm, numa microcentrifuga de bancada,
e recolhe-se 850ul do sobrenadante para novos tubos. Em seguida adiciona-se 750ul de
isopropanol e agita-se para misturar as solugdes. Centrifugam-se os tubos durante dez minutos
a 13000 rpm, numa microcentrifuga de bancada, para precipitar o0 ADN, e remove-se 0
sobrenadante. Lava-se o precipitado com 500ul de 70% etanol e centrifuga-se durante cinco
minutos a 13000 rpm, numa microcentrifuga de bancada. Remove-se o sobrenadante e deixa-

se secar 0s tubos ao ar. Ressuspende-se 0 ADN em 250pl de TE.

3.2.3.1 - Genotipificacdo por PCR

As reacgdes de PCR foram realizadas criando misturas de reacgdo com 5pmol de cada
oligonucledtido iniciador, 5pmol de dNTPs (Sigma DNTP100A), 2U de Taq GE Healthcare
27-0799-61), 1ul de ADN gendmico ressuspendido em TE, tampdo comercial diluido a sua
concentracdo nativa e agua até perfazer 20ul.

Cada conjunto de misturas de reac¢do que partilham os mesmo oligonucledtidos
iniciadores é colocado num termociclador e seguem um programa de temperaturas especifico.
As sequéncias de oligonucledtidos e programas de termociclador estdo descritos no Anexo 1.

O resultado, o produto da amplificacdo de uma sequéncia de ADN especifica, é

observado em electroforese de gel de agarose (ver 2.2.3).
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3.2.4 - Fixacao e incluséo de tecidos e embrides em gelatina

Apos a recolha de tecidos ou embrides, estes precisam de ser fixados. A fixacdo é o
processo quimico que previne a degradacdo de tecidos biolgicos para armazenamento estavel
e analise. A fixacdo bloqueia as reaccOes bioquimicas celulares em curso, em particular
enzimas proteoliticas que de outra forma degradariam a amostra, aumentando a rigidez
estrutural e a estabilidade dos tecidos e dos diferentes constituintes celulares nas suas posicdes
originais. Os fixadores mais comuns sdo os da classe de fixadores de liga¢fes cruzadas, como
o formaldeido. Estes funcionam por criarem ligacGes covalentes, pontes de metileno, entre
proteinas. Os fixadores desta classe preservam a estrutura secundéria das proteinas e grande
parte da estrutura terciaria também, sendo esta a razdo pela qual é benéfico fazer uma fixagédo
curta quando o objectivo € a utilizacdo do tecido para deteccdo de proteinas por anticorpos.
Neste trabalho usou-se sempre uma variante do formaldeido, o paraformaldeido. A grande
vantagem do paraformaldeido face ao formaldeido é que forma uma matriz celular menos
fechada, promovendo a fixacao eficiente das proteinas e a retengdo dos acidos nucleicos, mas
permitindo a0 mesmo tempo que anticorpos e sondas relativamente grandes consigam entrar
nessa matriz celular , tornando possivel a sua deteccdo. O paraformaldeido tem ainda a
vantagem de ter autofluorescéncia baixa, ao contrario de outros membros desta classe de
fixadores, como o glutaraldeido (Lawrence ; Singer, 1985).

O paraformaldeido apresenta-se na forma de um p6 branco, sendo uma molécula
polimérica grande, insollivel a temperatura ambiente. E necessario despolimerizar o
paraformaldeido para que este entre em solucéo, para isso é necessario hidrolisar o polimero.
Para isso é preciso agua, tampao fosfato como fonte de ibes hidroxido, que actuam como
catalisadores da reaccdo, e calor, cerca de 60°C.

O tempo de fixacdo varia consoante o objectivo para o qual as amostras vao ser
usadas. No caso do objectivo ser o uso para imunohistoquimica ou imunofluorescéncia, a
fixacdo é feita colocando o material biol6gico numa solucdo de 4% de paraformaldeido
(Sigma P6148) em PBS, a 4°C, durante uma a duas horas, com agitacdo. No caso do objectivo
ser 0 uso para hibridacdo in situ, a fixacdo é feita colocando o material bioldgico numa
solucdo de 4% de paraformaldeido em PBS, a 4°C, durante a noite ou durante cerca de 16
horas, com agitacéo.

Os tecidos fixados podem ser analisados de duas formas, in toto ou seccionados. In
toto corresponde a uma andlise ao tecido, ou embrido, inteiro, em que se observam

caracteristicas morfoldgicas externas ou superficiais. O seccionamento permite observar
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caracteristicas morfoldgicas internas e externas na perspectiva de uma lamina transversal
muito fina. Quando a estrutura a analisar é complexa, que ocorre na maioria dos casos, é
vantajoso analisar sec¢des do tecido face a anélise in toto.

Quando os tecidos sdo processados para analise in toto, ap6s o periodo de fixagdo
fazem-se duas lavagens em PBS, a 4°C, para remover o fixador em excesso, e de seguida 0s
tecidos sdo desidratados numa série de solugdes, com concentracdo crescente de metanol
diluido em PBS, a 4°C, até se encontrarem em metanol puro. Nesse momento os tecidos
podem ser armazenados a -20°C, até um ano.

Quando os tecidos sdo processados para analise por seccles, estes sdo incluidos em
matriz de gelatina. Esta matriz serve como suporte estrutural ao tecido durante a congelacéo e
facilita o processo de corte, ao criar uma superficie geométrica. Apoés a fixagdo, os tecidos sdo
lavados em PBS, a 4°C, para remover 0 excesso de fixador e de seguida sdo desidratados
numa solucdo com 4% de sacarose (Sigma S0389) em PBS até o tecido perder flutuabilidade.
Em seguida os tecidos séo colocados numa solu¢do com 15% de sacarose em PBS até o tecido
perder flutuabilidade. Depois o tecido é colocado numa solu¢do com 15% de sacarose e 7,5%
de gelatina (Sigma G2500) em PBS a 37°C, para que a solucdo se mantenha no estado liquido,
durante uma a duas horas consoante se tratem de embrides ou tecidos adultos. Apds este
tempo colocam-se os tecidos numa placa com uma base de solucdo de 15% de sacarose e
7,5% de gelatina em PBS solidificada, cobertos por uma gota de solucéo de gelatina, e deixa-
se solidificar. Em seguida cobrem-se as gotas que contém os tecidos com solucéo de 15% de
sacarose e 7,5% de gelatina em PBS e deixa-se solidificar, durante cerca de 45 minutos. Apds
este tempo cortam-se paralelepipedos de gelatina contendo uma amostra isolada, com a
orientacdo pretendida. Pretende-se que estes blocos de gelatina ultrapassem a superficie da
amostra apenas 0 necessario para que se consiga manipular as sec¢fes sem tocar na amostra,
quando se estiver na fase de corte. Quanto maiores forem os blocos mais dificil sera conseguir
uma congelacdo uniforme, eficiente e rapida do interior do bloco, e por isso do tecido. Os
blocos sdo entdo colados a um quadrado de cartdo que serve a0 mesmo tempo como
identificador do bloco e como face de orientacdo do bloco, que apos a fase de congelacdo
passa a ser opaco. Em seguida os blocos sdo congelados ao serem imersos em isopentano
(Merck 1.06056.1000) arrefecido a -80°C com azoto liquido, durante 20 segundo a um
minuto, conforme o tamanho do bloco. Os blocos congelados sdo armazenados a -80°C até

serem cortados em criéstato.
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3.2.5 - Crioseccdes

As amostras incluidas em matriz de gelatina congeladas foram crioseccionadas num
criostato Leica CM3050S, a -29°C. A espessura de seccdo foi 12um, excepto onde notado. As
laminas onde se recolheram as criosec¢des tém de secar durante uma hora a temperatura

ambiente antes de serem guardadas a -20°C em caixa de armazenamento com silica.

3.2.6 — Producéo de sondas de ARN

3.2.6.1 - Preparacdo de ADN molde paratranscri¢cao in vitro

As sondas de ARN complementar usadas em técnicas de hibridagdo in situ, sdo
produzidas por transcricdo in vitro de ADNc clonados em vectores de expressao.
Normalmente esses vectores de expressdo tém um local maltiplo de clonagem flanqueado por
dois promotores virais, normalmente os promotores de bacteriéfago T3, T7 ou SP6, em
sentidos opostos.

Para cada plasmideo, selecciona-se uma enzima de restricdo que corte o vector, mas
ndo o ADNc, no lado oposto ao promotor viral a usar para transcrever a sonda de ARN
complementar. A execucao desta restricdo é essencial para que a sonda produzida contenha

apenas a sequéncia de interesse ou muito pouco do vector em que foi clonada.

Apos a restricdo do plasmideo, o ADN ¢ extraido com fenol/cloroférmio e em
seguida precipitado com acetato de sodio e etanol absoluto e lavado com 70% etanol. O ADN

é entdo ressuspendido em &gua bidestilada, livre de ARNases.

3.2.6.2 - Transcrigao in vitro

Uma reaccdo tipica de transcricdo in vitro contém 400ng de ADN linearizado, 20U
de inibidor de ribonucleases (Promega N2111), 200nmol de DTT (Sigma D9760), 10nmol de
dNTPs (Roche 11 277 073 910), 25U de polimerase de ARN T3 (Roche 11 031 163 001), T7
(Roche 10 881 767 001) ou SP6 (Roche 10 810 274 001), tampdo comercial especifico
diluido a sua concentracdo nativa, e agua bidestilada livre de ARNases. Esta mistura é
colocada a 37°C durante duas horas. Apos este tempo adiciona-se 5 pl de uma solugdo com
10% SDS (Merck 1.13760.0100) e incuba-se a amostra a 80°C durante cinco minutos. Em
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seguida adiciona-se 1/3 do volume final em 8M NiCl (Sigma N5756) e duas vezes e meia em
etanol absoluto, e coloca-se a amostra a -80°C durante uma hora. Em seguida a amostra e
centrifugada a 13000rpm durante 30 minutos numa microcentrifuga de bancada, a 4°C. Apo6s
a centrifugacdo descarta-se 0 sobrenadante e lava-se 0 precipitado com 70% etanol,
centrifugando a 13000rpm durante cinco minutos. Em seguida remove-se o0 sobrenadante e
deixa-se o precipitado secar ao ar durante 20 minutos, protegido de contaminagdes. Apés este
tempo ressuspende-se 0 ARNc em 10mM EDTA (Sigma E5134) pH8 e armazena-se a -20°C.

Sonda Plasmidio com o ADNc . .
Enzima de restrigéo e
parao Fragmento clonado Lo
. . polimerizacéo
gene ntilmente cedido por:

. . 0,7Kb do ADNc, inclui 0 dominio DSL e as 2 EcoRV
dil1 Dr Domingos Henrique primeiras repeticdes do dominio EGF Polimerase de ARN T3
. . Lo EcoRV
dl4 Dr. Domingos Henrique ADNC inteiro Polimerase de ARN T3
notchi Dr. Dominaos Henriaue 1,4kb do ADNCc, inclui o dominio NLR e parte dos EcoRlI
) 9 q motivos cdc10 Polimerase de ARN SP6
. . - . Smal
notch4 Dra. Janet Rossant 1Kb do ADNg, inclui 9 repeticoes do dominio EGF Polimerase de ARN T3
ephrin-B2 Dra. Janet Rossant 700pb - Xbal
] Polimerase de ARN T7
1kb do ADNGC, inclui o dominio de cinase de Sall
ephba Dra. Janet Rossant tirosinas Polimerase de ARN T7
. . EcoRV
heyl Dr. Deepak Srivastava ADNCc inteiro Polimerase de ARN SP6
. . EcoRV
hey2 Dr. Deepak Srivastava ADNCc inteiro Polimerase de ARN SP6
Spel
cx37 Dra. Janet Rossant 978pb Polimerase de ARN T7
Sall
alkl Dra. Janet Rossant 1,9Kb Polimerase de ARN T7
. HindlIl1
endoglin Dra. Janet Rossant 1,1Kb Polimerase de ARN T7
veafr2 Dr. Dominaos Henriaue 800pb do ADNCc, inclui o dominio transmembranar Xbal
9 ) 9 q e parte do dominio extracelular Polimerase de ARN SP6

Tabela 21 — Descricdo da origem e contetido dos plasmideos usados para produzir sondas de ARNc para hibridagéo in situ.

3.2.7 - Hibridacao in situ

A técnica de hibridacdo in situ € uma forma de hibridacdo, um processo de
combinacdo de duas cadeias complementares de acidos nucleicos em cadeia simples numa
Gnica molécula de cadeia dupla. Esta técnica usa uma molécula de ARN complementar
marcada, uma sonda, para detectar a localizacdo de moléculas de ARN mensageiro num
tecido. As sondas usadas sdo moléculas de ARN marcadas com uracilos acoplados a
digoxigenina, um esteroide apenas presente naturalmente como um metabolito secundario em
plantas do género Digitalis. Por isso, 0s anticorpos anti-digoxigenina nao apresentam ruido
quando usados em tecidos com outras origens (Chevalier, et al., 1997). Por ser uma molécula

muito pequena, os nucleotidos acoplados a esta molécula ndo apresentam problemas ao serem

116



integrados na fase de transcricdo in vitro. O sistema de hibridacdo in situ com nucleétidos
acoplados a digoxigenina ¢ muito sensivel e permite que ndo se recorra a tecnologias de
hibridacdo in situ radioactivas. Esta técnica tem por objectivo observar o padrdo de expressdo

de um determinado gene.

3.2.7.1 - Hibridagao in situ de criosecc¢des

As laminas com as criosec¢des sdo retiradas do congelador a -20°C e colocadas a
temperatura ambiente, protegidas do po, a descongelar durante uma hora. Ao fim de 50
minutos retira-se a solucdo de hibridacdo do congelador a -20°C e separa-se em aliquotas para
cada sonda a usar. Adiciona-se a sonda de ARN respectiva a cada aliquota (diluida de 75 a
200 vezes consoante a aliquota de sonda, tem de ser testado para cada aliquota de sonda
nova), vortexa-se e colocam-se as aliquotas a 80°C para desnaturar as sondas. Adiciona-se
100 a 120ul de solucdo de hibridacdo com sonda a cada ldamina e cobre-se com uma lamela. A
hibridacdo ocorre a 62-65°C, durante a noite, em caixa selada com o fundo coberto por papel
3MM (Whatman) humedecido com uma solucdo de 1x sais/50% formamida (formamida -
Sigma F7503), pré-aquecida.

Apos a fase de hibridacdo efectuam-se as lavagens da sonda nao hibridada. As
lavagens sdo feitas com 1xSSC pH7/50% formamida, em frascos Coplin de vidro, pré
aquecida a 65°C. Efectuam-se trés lavagens, a primeira de 15 minutos, onde se deve garantir
que as lamelas caem, e as duas seguintes de 30 minutos cada. Em seguida as laminas séo
lavadas com TBST, a temperatura ambiente, duas vezes 15 minutos.

O blogueio de ligac6es inespecificas é feito colocando a solugdo de TBST + 2%BBR +
20% de soro de ovelha inactivado (BBR — Roche 11 096 176 001/ Soro de ovelha — Sigma
S3772) sobre as laminas, sem lamela, em camara himida. A fase de blogueio dura duas horas.
Ap0s esta fase adiciona-se o anticorpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatase alcalina (Roche
11 093 274 910), diluido 1:2000 em solucdo de incubacdo, TBST + 2%BBR + 1% de soro de
ovelha inactivado, as laminas (100ul em cada) e cobrem-se com lamelas. As laminas séo
colocadas em cAmara humida e ficam a 4°C durante a noite.

Apos a fase de incubagdo com o anticorpo anti-DIG as laminas sdo colocadas em
frascos Coplin com TBST, a temperatura ambiente, para lavagem do anticorpo em excesso.
Séo efectuadas cinco lavagens consecutivas, durando uma hora cada. A lamela deve cair na
primeira lavagem. Em seguida as laminas sdo lavadas duas vezes em NTMT, durante 15
minutos cada. As laminas sdo reveladas colocando 120 ul de BMpurple (Roche 11 442 074

117



001) nas laminas e cobrindo-as com lamela. As laminas s&o entdo colocadas em cémara
hamida a 32°C, no escuro, até se observar marcacdo. Em seguida as laminas séo lavadas duas
vezes em PBS + 0,1% Tween20 (PBSW), durante dez minutos cada e depois lavadas com
agua destilada, para remover restos de sais de fosfato. Para preservacdo a longo termo as
laminas sdo montadas com Aquatex, um meio de montagem aquoso. Todas as solugdes estdo

descritas no Anexo |.

3.2.8 - Imunohistoquimica e imunofluorescéncia de criosecc¢des

Estas duas técnicas baseiam-se no uso de anticorpos especificos para uma determinada
proteina, para detectar a localizagdo dessa proteina num tecido.

As laminas com as crioseccOes sdo retiradas do congelador a -20°C e colocadas a
temperatura ambiente, protegidas do pd, a descongelar durante uma hora. Colocam-se as
laminas num frasco Coplin com PBS, em banho-maria a 37°C, durante 15 minutos, para
remover a gelatina das criosec¢6es. Em seguida as ldminas séo lavadas duas vezes com PBS,
durante cinco minutos cada. Apos esse tempo as laminas sdo colocadas em 3% H,0, (Merck
1.07298.0250) em PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente para inibir a ac¢do das
peroxidases endogenas, reduzindo assim o ruido de fundo na fase de revelacdo. Este passo sO
é efectuado no caso de se o protocolo ser relativo a imunohistoquimica com anticorpos
secundarios acoplados a HRP (peroxidase de rabano) (BD Pharmingen 554017). Depois as
laminas sdo lavadas duas vezes com PBS +0,1% Tween-20 (PBSW), durante dez minutos
cada e em seguida sdo colocadas a bloquear em 2% albumina de soro bovino (Sigma A3311)
e 5% de soro inactivado da espécie em que ¢é produzido o anticorpo secundario a usar, em
PBS. As laminas ficam em camara humida, sem lamela, durante uma hora a temperatura
ambiente. Apds este tempo escorre-se a solucdo de bloqueio das laminas e adiciona-se 0
anticorpo primario diluido em solucédo de bloqueio, sendo que o valor de diluicdo ¢ especifico
para cada anticorpo [anti-PECAML1 (Parmingen #557355) — 1:200; anti-SMA (Sigma A5228)
— 1:100; anti-fibronectina (Sigma F3648) — 1:50; anti-laminina (Sigma L9393) — 1:50].
Cobrem-se as 1aminas com lamelas e colocam-se as laminas em cAmara humida a 4°C durante
a noite.

No dia seguinte as laminas sdo lavadas cinco vezes em PBSW, durante dez minutos
cada, sendo que na primeira lavagem as lamelas tém de cair. Em seguida adiciona-se o
anticorpo secundario especifico para a espécie em que 0 anticorpo primario correspondente
foi produzido, diluido em solucdo de blogueio, sendo que o valor de dilui¢do ¢ especifico para
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cada anticorpo [anti-rat 1gG conjugada com HRP (Pharmingen #554017) — 1:100; anticorpos
secundarios fluorescentes (Molecular Probes, Invitrogen) — 1:400]. Cobrem-se as laminas
com lamelas e colocam-se as ldminas em cdmara humida a temperatura ambiente durante uma
hora. No caso de ser imunofluorescéncia, a partir deste momento todos 0s passos tém de ser
efectuados abrigando as laminas da luz directa.

Apos o fim do tempo de incubacdo com o anticorpo secundério as laminas sao lavadas
trés vezes com PBSW, durante cinco minutos cada.

No caso de ser imunohistoquimica usou-se o Vector Peroxidase Substrate Kit DAB
(SK-4100), segundo as instrucOes do fabricante, para revelar as laminas. As laminas foram
lavadas com &gua destilada, desidratadas em série de etandis e em xileno. Em seguida foram
montadas com o0 meio de montagem Entellan.

No caso de ser imunofluorescéncia as laminas s&o colocadas em 0,15ug/ml DAPI
dilactato diluido em PBS, durante trés minutos, no escuro. DAPI é um agente intercalador,
que vai funcionar como marcador nuclear e por isso como agente de contraste e indicador da
estrutura dos tecidos. Em seguida as laminas sdo lavadas duas vezes com PBSW, durante
cinco minutos cada, e depois montadas com o meio de montagem Mowiol. Todas as solucdes

estdo descritas no Anexo |I.

3.2.9 - Marcacao de nucleos mitéticos com BrdU

O BrdU (5-bromo-2’-deoxiuridina) € um analogo de timidina, capaz de ser
incorporado no ADN na fase S do ciclo mitdtico. A utilidade do BrdU como marcador de
células proliferativas reside na disponibilidade de anticorpos especificos para este nucleotido,
capazes de marcar as células que o incorporaram.

Para que haja incorporacao de BrdU nas células em proliferacdo dos embribes é
necessario administrar, intraperitonealmente, uma solucdo de BrdU (Sigma B5002) a fémea
gestante, para que este entre em circulacdo e esteja em contacto com as células embrionarias
em proliferacdo. As fémeas gestantes sdo eutanasiadas algum tempo depois da injeccdo. A
duracdo desse intervalo de tempo determina a quantidade de células que incorporam o BrdU,
facto que depende da frequéncia de proliferacdo do tecido em estudo. No caso do endotélio
embrionario, determindmos que um intervalo de duas horas entre a injecgéo e a eutanasia das
fémeas gestantes era suficiente para que se obtivessem cerca de 25% das células endoteliais

em proliferagdo. Injectou-se 100ug de BrdU por grama de peso da fémea gestante.
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Este método detecta ndo s6 as células que estdo em proliferacdo no momento da
eutandsia, mas também as células que durante o intervalo de tempo completaram o ciclo

mitdtico e no momento de eutandsia ja ndo se encontram em mitose.

O protocolo inicia-se com a descongelagdo das laminas, colocando-as a temperatura
ambiente durante uma hora. Em seguida as laminas sdo colocadas em PBS a 37°C, em banho-
maria, para remover a gelatina. As laminas sdo depois lavadas duas vezes em PBS, a
temperatura ambiente, durante cinco minutos cada e duas vezes em PBSW, durante dez
minutos cada. Em seguida as laminas séo bloqueadas numa solugdo com 2% de albumina de
soro bovino e 5% de soro de cabra em PBSW, durante uma hora a temperatura ambiente, em
camara hiimida. Apds este tempo escorre-se a solucdo de bloqueio das laminas e adiciona-se 0
anticorpo primario anti-PECAM (BD Pharmingen 557355) diluido 1:100 em solugdo de
bloqueio. Cobrem-se as laminas com lamelas e colocam-se as laminas em camara himida a
4°C durante a noite.

No dia seguinte as laminas sdo lavadas cinco vezes em PBSW, durante dez minutos
cada, sendo que na primeira lavagem as lamelas tém de cair. Em seguida adiciona-se 0
anticorpo secundério anti-rato, feito em cabra, acoplado ao fluorocromo Alexa 555
(Molecular Probes A21434), diluido 1:400 em solucdo de bloqueio. Cobrem-se as laminas
com lamelas e colocam-se as laminas em camara humida a temperatura ambiente durante uma
hora. No caso de ser imunofluorescéncia, a partir deste momento todos os passos tém de ser
efectuados abrigando as laminas da luz directa.

Apos o fim do tempo de incubagdo com o anticorpo secundario as laminas sao lavadas
trés vezes com PBSW, durante cinco minutos cada. As laminas sdo colocadas em 0,15ug/ml
DAPI dilactato diluido em PBS, durante trés minutos, no escuro. DAPI é um agente
intercalador, que vai funcionar como marcador nuclear e por isso como agente de contraste e
indicador da estrutura dos tecidos. Em seguida as laminas sdo lavadas duas vezes com PBSW,
durante cinco minutos cada. As laminas sdo fotografadas, montadas apenas em PBS,
indexando cada foto a uma coordenada na lamina correspondente. Com estas fotos fazem-se
as contagens do namero de nicleos endoteliais por seccdo de aorta.

Apos se terem fotografado as laminas, estas sdo fixadas em 4% paraformaldeido em
PBS, durante cinco minutos e em seguida sdo lavadas duas vezes em PBS, durante cinco
minutos cada.

Para expor os epitopos do BrdU é necessario proceder & desnaturacdo do ADN
cromossomico. Tal é conseguido colocando as laminas numa solu¢do com 50% formamida

em SSC pH7, em frasco Coplin a 65°C, durante duas vezes 30 minutos. Apds este tempo as
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laminas sdo lavadas em PBS a temperatura ambiente, durante cinco minutos. Em seguida
efectua-se a hidrdlise acida do ADN cromossémico, colocando as laminas numa solucdo de
HCI 2N, a 37°C, durante 30 minutos. Apos este tempo as laminas séo lavadas trés vezes numa
solucdo de 0,1M Tris-HCI pH8,3, para neutralizar o &cido, durante cinco minutos cada e
depois séo lavadas duas vezes em PBS, durante cinco minutos cada. Em seguida as l1aminas
séo bloqueadas com uma solugéo de 2% albumina de soro bovino e 10% de soro de cabra em
PBS, durante uma hora a temperatura ambiente, em cdmara hiimida. Apos o fim do tempo de
blogueio, as laminas sdo incubadas com uma diluicdo de 1:1000 de anticorpo anti-BrdU
(Sigma B2531), feito em ratinho, em solucdo de bloqueio, durante a noite a 4°C, em camara
hdmida.

No dia seguintes as laminas sdo lavadas cinco vezes em PBSW, durante cinco minutos
cada e em seguida sdo incubadas com uma diluicdo de 1:400 de anticorpo anti-ratinho e
anticorpo anti-cabra, feitos em coelho e burro respectivamente, acoplados aos fluorocromos
Alexa 488 (Molecular Probes A21210) e 594 (Molecular Probes A11058) respectivamente,
durante uma hora a temperatura ambiente, em camara himida. Apés esta incubacdo as
laminas sdo lavadas trés vezes com PBS, durante dez minutos cada e em seguida sdo
incubadas com uma dilui¢do de 1:400 de anticorpo anti-coelho, feito em cabra, acoplado ao
fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes A11008), durante uma hora a temperatura
ambiente, em camara hdamida. No fim da incubacdo as laminas sdo lavadas trés vezes com
PBS, durante dez minutos cada e em seguida sdo montadas com o meio de montagem
Mowiol.

As laminas sdo de novo fotografadas, tendo em atencdo a correspondéncia com as
imagens tiradas anteriormente e contam-se 0s nucleos de células endoteliais positivos para
marcacdo com BrdU.

As contagens do numero de células (nucleos) endoteliais ndo pode ser feita ao mesmo
tempo que a contagem do namero de células (nicleos) com marcacdo positiva para BrdU pois
o tratamento efectuado ao tecido para detectar o BrdU desnatura o ADN, impossibilitando que
o DAPI, que é um agente intercalador de ADN, possa ligar-se eficientemente ao ADN do

nacleo. Todas as solugdes estdo descritas no Anexo |.

3.2.10 — Deteccéo de células apoptéticas — Método TUNEL

A apoptose consiste num processo fisioldgico de morte celular, necessaria e totalmente

regulada para a manutencdo da homeostasia de todo o organismo. A apoptose pode ser
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activada por véarios factores como a remocdo de sinais quimicos da célula (factores de
crescimento ou de sobrevivéncia), o ignorar de mensagens quimicas por alguns receptores
internos e externos, ou pela presenca de sinais com informacéo contraditoria.

A célula em apoptose encolhe-se, destaca-se das células vizinhas e comeca a
apresentar bolhas na sua superficie (zeiose). A membrana, 0s organelos e o citoplasma nédo
mostram alteracGes evidentes, ao contrario do que acontece no processo de necrose. No
entanto, no nicleo observa-se uma fragmentacdo da cromatina, formando-se um ou mais
aglomerados nas bordas internas da membrana nuclear, o que é suficiente para levar as células
a morte. Os corpos apoptoticos formados sdo posteriormente fagocitados pelos linfécitos |,
podendo o material celular ser reciclado

O método TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Fluorescein-dUTP Nick
End Labeling) € usado para detectar a fragmentacdo internucleosomal de uma ou ambas as
cadeias de ADN, induzida por endonucleases dependentes de Ca/Mg nos estadios iniciais de
apoptose.

O protocolo inicia-se com a descongelacdo das laminas, colocando-as a temperatura
ambiente durante uma hora. Em seguida as laminas sdao colocadas em PBS a 37°C, em banho-
maria, para remover a gelatina. As laminas sdo depois lavadas duas vezes em PBS, a
temperatura ambiente, durante cinco minutos cada e de seguida executa-se o protocolo de
imunofluorescéncia para PECAM, como descrito acima. Depois, as células séo
permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 (Fluka 93426) e 0,1% citrato de sddio (Sigma
C8532) em PBS durante dois minutos a 4°C, e incubadas em mistura de reaccdo TUNEL
(Roche Applied Science 11684795910), que contém a TdT (Transferase terminal de
deoxinucledtidos) e fluorosceina-dUTP, durante 60 minutos a 37°C no escuro. Durante a
incubacdo, a TdT catalisa a adicdo de fluoresceina-dUTP a grupos 3’OH livres nas moléculas
de ADN. Apds esta incubacdo, as secces sdo lavadas trés vezes com PBS, durante cinco
minutos cada e em seguida marcadas com DAPI e montadas em Mowiol.

A avaliacdo dos niveis de apoptose € feita por contagem do numero de células, que
sejam, a0 mesmo tempo, positivas para PECAM e para TUNEL, células endoteliais em
apoptose, e contando também o nimero de células positivas para PECAM e DAPI, nUmero

total de células endoteliais.
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3.2.11 - Coloracéao de embrides com X-Gal

Os embrides pequenos (<10,5 dpc) séo fixados em LacZ fix, no gelo e com ligeira
agitacdo, durante 15 a 30 minutos, consoante o tamanho.

Os embriGes com mais do que 10,5 dpc de idade sdo fixados numa solucéo de 2% de
paraformaldeido, 0,2% de glutaraldeido em PBS, num agitador de cilindros em camara fria a
4°C, durante 30 minutos. Em seguida usa-se um bisturi para fazer um corte longitudinal no
embrido para permitir a entrada do segundo fixador e posteriormente da solugéo de coloracéo.
Os embrides sdo entdo colocados em LacZ fix, no agitador de cilindros em camara fria, a 4°C,
durante 30 a 60 minutos, consoante o tamanho.

A funcdo dos fixadores paraformaldeido e glutaraldeido é formarem ligacGes cruzadas
entre grupos amina de moléculas adjacentes. Estabelecem assim pontes entre proteinas e entre
proteinas, o que estabiliza o material biologico e faz com que a B-galactosidase fique s6 nos
tecidos em que é expressa.

Em seguida, para ambos os casos, fazem-se trés lavagens de dez minutos, no agitador
de cilindros a temperatura ambiente, com tampéo de lavagem. Este contém dois detergentes
anidnicos e vai ser responsavel pela remocdo dos agentes fixadores. Este passo revela-se
muito importante pois o glutaraldeido ¢ um inibidor da ac¢do da B-galactosidase. No caso de
embrides de 8,5 dpc as lavagens séo feitas em gelo com suave agitacéo.

Os embrides sdo entdo colocados numa solucdo de coloracdo que contém X-Gal (um
galactosido que ao ser clivado pela B-galactosidase d& origem ao um cromogéneo de cor
azul), e sdo colocados numa incubadora a 37°C (no escuro, pois 0 X-Gal degrada-se
rapidamente quando exposto a luz) durante a noite.

No dia seguinte fazem-se trés lavagens de dez minutos em PBS no agitador de
cilindros e os embriGes podem ser guardados em tampéo de lavagem (por curtos periodos de
tempo) ou PBS com 0,1% Azida de Sédio (Fluka 71289) (para longos periodos de tempo), no

frigorifico.

3.2.12 - Hibridacgao in situ de embrides in toto

Inicia-se o protocolo rehidratando os embrides. Para isso os embrides sdo colocados
sucessivamente em solugdes com concentracdo decrescente de metanol em PBSW, 75%, 50%

e 25%, durante cinco minutos cada. Os embrides sdo lavados duas vezes em PBSW, durante
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cinco minutos cada. Apds as lavagens em PBSW o0s embrifes sdo colocados numa solugéo
com 10pg/ml de proteinase K (Roche 03 115 879 001) em PBSW durante cinco a quinze
minutos, conforme o tamanho dos embrides (nove minutos para embrides com 9 dpc). Este
passo tem por objectivo abrir poros nas membranas celulares e desestabilizar a matriz
extracelular, de forma a permitir a penetracdo da sonda em profundidade no embrido. Apds o
tempo de incubacdo remove-se a solucdo de proteinase K e faz-se uma lavagem rapida com
PBSW e em seguida os embrides sdo re-fixados, durante 20 minutos, numa solugdo de 4%
paraformaldeido e 0,1% de glutaraldeido em PBSW. Apos o tempo de fixacdo faz-se uma
lavagem rapida dos embrifes e em seguida uma lavagem de cinco minutos com PBSW. Em
seguida os embrides sdo colocados em tubos de vidro com uma solugéo de 50% PBSW em
Mistura de hibridacdo, que é depois substituida por Mistura de hibridacdo duas vezes. Os
tubos sdo entdo colocados numa estufa a 65°C durante uma hora. Apds este tempo
substitui-se a Mistura de hibridacdo por uma solugédo de Mistura de hibridacdo com sonda de
ARN marcada com digoxigenina a uma concentracdo de 1upg/ml, previamente aquecida, e
colocam-se os tubos em estufa a 65°C durante a noite.

ApoOs o tempo de incubacdo fazem-se duas lavagens rapidas com Mistura de
hibridacdo pré-aquecida a 65°C e em seguida 0s embrides séo lavados duas vezes com mistura
de hibridacéo pré-aquecida a 65°C, durante 30 minutos cada. Apoés estas lavagens os embrides
sdo colocados numa solucdo de 50% TBST em Mistura de hibridacdo, pré-aquecida a 65°C,
durante dez minutos. Em seguida os embrifes sdo lavados duas vezes em TBST, a
temperatura ambiente, durante 15 minutos cada e depois substitui-se por uma solugdo com 2%
BBR e 20% soro de ovelha em TBST, ficando a incubar durante duas horas a temperatura
ambiente. Apds a fase de bloqueio remove-se a solucdo de bloqueio e substitui-se por uma
solucdo com 2% BBR e 1% soro de ovelha em TBST e em seguida por 2% BBR e 20% soro
de ovelha em TBST com uma diluicdo de 1:2000 de anticorpo anti-digoxigenina acoplado a
fosfatase alcalina e coloca-se a incubar durante a noite a 4°C.

Ap0s a incubacdo com anticorpo os embrides sdo lavados trés vezes rapidamente com
TBST e transferidos para tubos de vidro de 20ml. Fazem-se quatro lavagens com TBST,
durante uma hora cada e em seguida duas lavagens com NTMT, durante dez minutos cada. Os
embrides sdo entdo colocados em BM purple, protegidos da luz, para revelar o sinal, a 32°C.
Quando se atinge a revelacdo pretendida os embrides sdo lavados trés vezes com PBSW e re-
fixados com 4% paraformaldeido e 0,2% glutaraldeido em PBSW, durante a noite a 4°C, e
armazenados em 0,1% azida de sdédio em PBSW. Todas as solucGes estdo descritas no Anexo
l.
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3.2.13 - Imunohistoquimica de embrides in toto

Os embrides desidratados sdo colocados numa solucdo de 0,3% de peroxido de
hidrogénio em metanol durante 30 minutos a temperatura ambiente, para bloquear a
actividade das peroxidases endogenas. Em seguida os embrides sdo colocados sucessivamente
em solugdes com concentracdo decrescente de metanol em PBSW, 75%, 50% e 25%, durante
trinta minutos cada e depois, duas vezes em PBS durante trinta minutos cada. As lavagens de
re-hidratacdo séo efectuadas a 4°C.

Para fazer o bloqueio das ligacGes inespecificas, colocam-se os embrides duas vezes
numa solugdo com 2% de leite em p6 e 0,2% de triton X-100 em PBS, durante uma hora cada
vez, a temperatura ambiente. Apds este tempo substitui-se a solucdo de bloqueio por solugéo
de bloqueio contendo o anticorpo primario, Pharmingen rat anti-mouse PECAM1 —CD31-
monoclonal MEC13.3, numa dilui¢cdo de 1:200 e incubam-se os embrides durante a noite a
4°C,

Apo6s a incubagdo com o anticorpo primario os embrifes sdo lavados uma vez,
rapidamente, com solucdo de bloqueio, seguido de trés vezes com solucéo de blogueio a 4°C,
durante uma hora cada vez, seguido de duas vezes com solucdo de bloqueio a temperatura
ambientem, durante uma hora cada. No fim destas lavagens retira-se a solucdo de bloqueio e
substitui-se por solucdo de bloqueio contendo o anticorpo secundario, Pharmingen goat anti-
rat HRP conjugated (BD Pharmingen 554017), numa diluicdo de 1:100, e incubam-se os
embribes durante a noite a 4°C.

No dia seguinte lavam-se os embrides trés vezes, durante uma hora cada, em solugédo
de bloqueio a 4°C e duas vezes, durante uma hora cada, a temperatura ambiente, com solugédo
de bloqueio.

Apos as lavagens lavam-se os embrides trés vezes, durante 20 minutos cada, em 0,2%
Triton X-100 em PBS. Em seguida os embrides sdo colocados em solucdo DAB (kit Vector
DAB SK-4100), 5ml 0,2% Triton X-100 em PBS + 4 gotas de DAB + 2 gotas de NiCly,
durante 20 minutos, seguindo instrucdes do fabricante. Para iniciar a revelacdo adiciona-se
duas gotas de perdxido de hidrogénio, seguindo instrucbes do fabricante, e espera-se pelo
aparecimento do sinal, colocando os embrides abrigados da luz. Quando se obtém a revelacédo
pretendida lavam-se os embrides com 0,2% triton X-100 em PBS durante dez minutos e
re-fixam-se os embrides em 4% paraformaldeido e 0,2% glutaraldeido em PBS durante a
noite, a 4°C. Apos a fixagdo os embribes sdo lavados com PBS e armazenados em 0,1% azida
de sddio em PBS a 4°C.
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3.2.14 — Microscopia

Todas as imagens obtidas no espectro de luz visivel foram captadas pela cdmara Olympus C-
4040 acoplada a um microscopio Olympus CX40 ou a uma lupa Olympus SZX12.

A imagens de fluorescéncia em secc¢des foram captadas por uma camara digital Leica DC
350F acoplada a um microscopio de fluorescéncia Leica DM5000B, existente na Unidade de
Biologia do desenvolvimento do Instituto de Medicina Molecular, Universidade de Lisboa.

Todas as imagens foram processadas no programa Adobe Photoshop 9.0 CS.

3.3 — Resultados
3.3.1 - Cruzamento das linhas pCAGGS-Cre com a linha Z/EG-DII4

Cruzaram-se fémeas da linha Z/EG-DII4(CD1) e Z/EG-DII4(FVB) com machos da
linha pCAGGS-Cre e sacrificaram-se as fémeas gestantes entre os 8.5 e 0s 14.5 dias post
coitum (dpc). Os embrides recolhidos foram separados com base no facto de emitirem ou ndo
luz verde quando expostos a luz azul, com comprimento de onda de 495nm, que corresponde
ao pico de excitacdo do reporter EGFP. A EGFP é co-expressa com dll4 nas células em que
tenha ocorrido recombinacdo pela recombinase Cre. Assim embribes com fluorescéncia em
todo o organismo sdo considerados duplos transgénicos (DT) (Z/EG-deltad*” + pCAGGS-
Cre*"), sobre-expressando DII4 de forma generalizada, e embrides ndo fluorescentes sdo

considerados controlos negativos para as actividades experimentais subsequentes.

Figura 36 — Expressdo generalizada de EGFP nos embrifes DT aos 8 dpc (esq.), 8,5 dpc (meio) e 9,5 dpc (dir.).
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Figura 37 — Imunofluorescéncia para PECAM (vermelho) em embrides DT com 9,25 dpc, demonstrando que todas as células expressam
EGFP, incluindo as células endoteliais, que aparecem a amarelo por sobreposi¢do dos dois canais de fluorescéncia. DAPI a azul. ao, aorta

dorsal; vca, veia cardinal anterior; avm, malformacéo artério-venosa.

Os niveis de fluorescéncia obtidos com as linhas Z/EG-DII4(CD1) e Z/EG-
DII4(FVB) foram equivalentes e o fenotipo obtido com ambas as linhas foi idéntico.
Problemas com os cruzamentos em fundo genetico FVB (muito baixa fertilidade, alta
frequéncia de abortos espontaneos) levaram a que as experiéncias seguintes fossem feitas com

animais em fundo genético CD1.

A anélise no microscépio de disseccdo Olympus ZX-12 de embrides duplos
transgénicos (DT), fluorescentes, sem marcacdo histologica revelou que estes tém varios
defeitos morfoldgicos, quando comparados com embrides controlo. Nos embrides DT néo
ocorre fusdo do tubo neural nas trés regibes encefalicas, proencéfalo, diencéfalo e
metaencéfalo, representando um grave defeito craniofacial com exencefalia e divisdo facial.
Existem também defeitos ao nivel da somitogénese, 18% dos embrides DT apresentam
somitos com formas irregulares e 85% dos embribes DT ndo completam o processo de

enrolamento embrionario.
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Figura 38 — Defeitos na somitogénese dos embrides DT. Embrides controlo (esq.) e DT (dir.) com 8,5 dpc. O embrido DT revela a presenca

de formas irregulares de sémitos, comparando com as formas regulares encontradas nos sémitos do embrido controlo.

Estes embriGes apresentam atrasos de crescimento, aparentes a partir dos 8,5 dpc, em
que dois tercos dos embrides analisados apresentam onze somitos e um terco apresenta doze
somitos, contrastando com o0s embrides controlo, em que trés sétimos apresentam onze
somitos e quatro sétimos apresentam doze somitos. Este atraso no crescimento torna-se mais
aparente aos 9,5 dpc, em que os embrides DT apresentam em média dezassete soOmitos e 0s
embrides controlo apresentam em média vinte e seis SOMitos.

Aos 8,5 dpc os embrides DT distinguem-se pelo atraso no inicio do enrolamento
embrionario, apresentando-se tipicamente numa forma linear. Na regido ventral posterior
nota-se a ocorréncia de hemorragias.

Aos 9,0 dpc os embribes DT distinguem-se por serem mais pequenos que 0S
embrides controlo, por ndo completarem o fecho do tubo neural na regido cefalica e por
apresentarem enrolamento incompleto e bidirecional, sendo que ndo se verifica a tendéncia
natural da regido posterior enrolar pelo lado direito do embrido. O coracdo dos embrides DT
também apresenta um defeito de rotacdo embrionaria, em que existe igual probabilidade do
ventriculo ficar virado para a esquerda ou para a direita, quando o normal € ele apontar para a
direita. Nestes embrifes encontram-se hemorragias ao longo do corpo, em especial na regido
cefalica, regido dos arcos adrticos e na regido ventral, e edema na regido dorsal e no
pericardio. A membrana vitelina dos embriGes DT apresenta-se palida e sem a arvore vascular

tipica desta estrutura extra-embrionaria.
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Figura 39 — Embrides DT com 9,0 dpc revelando ambiguidade na direc¢do de rotagdo corporal e cardiaca. Setas apontam orientacdo do

ventriculo.

Aos 9,5 dpc os embrides DT apresentam um atraso no desenvolvimento ainda mais
pronunciado, com hemorragias mais extensas e edema mais pronunciado. A regido posterior
destes embriGes esta atrofiada.

Aos 10 dpc os embrides DT apresentam edemas grandes na regido cefalica e um
atrofiamento pronunciado da regido posterior.

Aos 10,5 dpc s6 18% dos embrides DT apresentam batimento cardiaco.

Aos 11,5 dpc nédo se encontram embrides DT vivos.

Figura 40 — Embrides DT com 9 dpc. Observa-se o tubo neural aberto na regido ceféalica (seta verde), turning incompleto, dilacdo do

pericardio (seta azul) e hemorragias extensas ao longo dos embrides (setas vermelhas).
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3.4.3 - Anélise imunohistoquimica de embrides inteiros e
crioseccoes
Para analisar o impacto da sobre-expressdo de DIl4 no desenvolvimento vascular

embrionario fizemos uma andlise imunohistoquimica dos embrides DT e controlo com um
anticorpo anti-PECAM (Pharmingen), cuja molécula alvo, PECAM1 est4 presente em todas

as células endoteliais (Jackson, 2003).
Os embrides DT apresentam hipertrofia das aortas dorsais (AD) a partir dos 8,75 dpc.
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Figura 41 — CrioseccBes de embrides controlo (esq.) e DT (dir.) aos 8,75 dpc com imunohistoquimica para PECAM. Nos embrides DT as

AD sdo maiores que nos embrides controlo (setas vermelhas). Note-se também a forma linear do tubo cardiaco (setas azuis) a este estadio,

quando os embrides controlo equivalentes ja iniciaram o turning cardiaco.
A hipertrofia das AD continua a manifestar-se enguanto os embrides se

desenvolvem, tornando-se progressivamente mais evidente.

Pecam|ES.0

Figura 42 - Embrides controlo (A) e DT (B) aos 9 dpc com imunohistoquimica para PECAM. No embrido DT nota-se a AD aumentada

(setas vermelhas), VCA ramificada (setas azuis), tubo cardiaco dilatado (setas verdes) e diminuigdo da segunda e terceira artéria dos arcos

branquiais (setas laranjas).
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Figura 43 - Embrides controlo (esq.) e DT (dir.) aos 9,5 dpc com imunohistoquimica para PECAM. Note-se a forte hipertrofia da AD (seta

vermelha) e auséncia de VCA discreta no embrido DT (seta azul).

Os embriGes DT s6 apresentam a artéria do primeiro arco branquial funcional. Os
embribes DT chegam a formar a segunda e terceira artérias dos arcos branquiais mas estas sdo
muito atrofiadas, quando comparadas com os embrides controlo.

Os embribes DT demonstram uma auséncia de organizacdo hierarquica da
vasculatura vitelinica, com manutencdo do plexo vascular primario. Nos embrides controlo
nota-se que a vasculatura primaria foi reorganizada numa rede vascular hierarquica, com
vasos de menor calibre a afluirem em vasos de maior calibre e uma clara distincdo entre

vasculatura arterial e venosa.

Figura 44 — Membranas vitelinas de embrides controlo (esqg.) e DT (dir.) aos 9 dpc com imunohistoquimica para PECAM. Note-se a auséncia

de organizagdo vascular na membrana vitelina DT, que ndo chega a formar o padrdo hierarquico patente na membrana vitelina do embrido

controlo.
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As VCA dos embribes DT ndo aparentam formar um vaso discreto, mesmo aos 9,5
dpc, quando os embrides controlo ja tém VCA bem desenvolvidas e com lumen apreciavel.
Os embriGes DT apresentam também defeitos na organizacdo da vasculatura da

regido cefélica, que se apresenta desorganizada e com menos ramificacdes vasculares.

Figura 45 — Vasculatura ceféalica de embrides controlo (esq.) e DT (dir.) aos 9,5 dpc com imunohistoquimica para PECAM. A regido

cefalica dos embrides DT apresenta uma vasculatura desorganizada (setas pretas).

A andlise do resultado de imunohistoquimica anti-PECAM em crioseccdes de
embrides revelou que as aortas dorsais dos embrides DT contactam com as VCA, na regido do
tracto de entrada do tubo cardiaco e assim estabelecem uma ligacdo directa entre as AD e o
atrio cardiaco, atraves do seio venoso. Este tipo de malformacoes foram entretanto descritas
em mutantes de perda de funcdo em dll4 (Duarte, et al., 2004, Krebs, et al., 2004) e em
mutantes de perda de funcdo em endoglina e Alk1 (Sorensen, et al., 2003).

Na figura 46 pode ver-se a estrutura capilar da VCA em regibes anteriores ao seio
Venoso, que se re-estrutura para formar um vaso discreto com limen antes de fundir com a

AD e com 0 seio venoso.
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Figura 46 — Malformagdes artério-venosas em embrides DT. Criosec¢des de embrides DT aos 9,5 dpc com imunohistoquimica para PECAM.
Note-se a auséncia de um vaso discreto na posicdo das VCA em regides mais anteriores (seta verde). A VCA forma um vaso discreto apenas
junto ao seio venoso (seta azul), quando se funde com a AD (seta vermelha) e depois com o seio venoso (seta laranja), estabelecendo assim
uma ligagéo directa entre as AD e o atrio cardiaco.

Quando os embrides DT atingem os 10 dpc, comecam a formar estruturas vasculares
dilatadas ao longo de todo o embrido. Em alguns casos a regido cefalica dos embrides DT é

apenas composta por neuroepitélio e uma cavidade forrada de células endoteliais.

Figura 47 — Criosecgdes de embrides controlo (esq.) e DT (dir.) aos 10 dpc com imunohistoquimica para PECAM. Note-se a hipertrofia
generalizada de estruturas vasculares ao longo da seccéo transversal do embrido DT feita ao nivel da base da regido cefalica/primeiro arco

branquial. Note-se o surgimento de regides acelularizadas no embri&o DT.
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Figura 48 - Criosecgdes de embrides DT aos 10,5 dpc com imunohistoquimica para PECAM. Note-se a presenca de extensas estruturas
tubulares revestidas a endotélio na regido cefalica (esqg.) e AD hipertrofiadas ao nivel do tronco do embrido (dir.).

3.4.4. - Microangiografia em embrides

Para analisar a funcionalidade das fusdes entre as AD e as VCA recorremos a técnica
de microangiografia com tinta-da-china. Este protocolo envolve a injeccdo de uma solucao
com 20% de tinta-da-china (Pelikan) em PBS no ventriculo do coracdo de embrides com 9.0
dpc.

Para executar esta técnica € necessario criar agulhas de injeccéo de vidro muito finas.
Este processo é feito aquecendo e esticando as pontas de pipetas de Pasteur feitas em vidro.

Apos a injeccdo, o batimento cardiaco encarrega-se de fazer a tinta-da-china seguir o
percurso natural do sangue, marcando efectivamente o percurso de circulacdo sanguinea.

Nos embrides controlo a tinta-da-china sai do coracdo pelas artérias dos arcos
branquiais e entra nas AD, seguindo para a regido cefalica e para a regido posterior, acabando
por escoar nas VCA e voltar ao coracgdo pelo seio venoso.

Nos embrides DT o sangue sai do coracdo pelas artérias dos arcos branquiais e segue
para a regido cefalica e para a regido posterior pelas AD. Nestes embrifes, quando a tinta
chega a regido do seio venoso ela passa para as VCA e entra no coracdo pelo seio venoso,
devido a existéncia de uma fusédo entre as AD e as VCA. A maior parte do fluxo de tinta corre
de volta ao coragdo pelo ponto de fusdo e muito pouca tinta acaba por seguir em direccao as
regibes mais posteriores do embrido. Tal ja havia sido evidenciado nos resultados com as
marcagOes com o anticorpo anti-PECAM pois em regies posteriores & ocorréncia das fusdes
artéria-veia as AD, que anteriormente estavam hipertrofiadas, ficam muito reduzidas. Na

altura langou-se a ideia que provavelmente tal seria devido a ndo passar muito sangue por
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aquela regido devido a pressdo negativa exercida pelo batimento cardiaco sobre o sangue
arterial através da fusdo artéria-veia, o que parece verificar-se com este resultado. Tal também
pode explicar a razdo pela qual a regido posterior vai ficando mais curta com o passar do
tempo apesar de ndo acontecer 0 mesmo com outras partes dos embrides DT.

Esta técnica confirmou que a fusdo artério-venosa observada por marcagdo
histoquimica é funcional, sendo responsavel pelo estabelecimento de uma microcirculagdo em

que pouco sangue chega as regides posteriores do embrido.

Figura 49 - Microangiografia em embrides controlo (A) e DT (B) aos 9 dpc. Os embrides DT desenvolvem fusdes entre as AD (seta
vermelha) e as VCA cedo no desenvolvimento embrionario, sendo que esta ligacdo (seta verde) se revela completamente funcional em

termos de circulagdo sanguinea.

3.4.5 - Estudo da expresséo de marcadores moleculares do
endotélio arterial e/ou venoso

Para avaliar o impacto da sobre-expressao de dll4 no padrdo de expressdo de genes
especificos dos endotélios arterial e venoso recorreu-se essencialmente a técnica de hibridacéo
in situ. Esta técnica permite marcar histoquimicamente as células em que haja expressdo de
um determinado gene, através do uso de sondas de ARN antisense marcadas com uracilos
acoplados a um hapteno, a digoxigenina. Esta técnica foi aplicada a embriées com 9.0 dpc
pois com embrifes mais velhos a deterioracdo destes torna dificil a execugdo da técnica e com

embrides mais novos torna-se dificil ter sinal suficiente para se ter a certeza de um resultado.

3.4.5.1 - Producéao de sondas de ARN antisense

Os plasmideos contendo os ADNc necessarios para a producdo das sondas para a
maioria dos genes estudados foram-nos enviados de outros laboratérios, tendo funcionado em
hibridacéo in situ como esperado. Contudo verificAmos que existem casos em que 0os ADNc

que sdo distribuidos pela comunidade cientifica ndo sdo de qualidade suficiente para a
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obtencdo de sondas com uma boa relacdo sinal/ruido em hibridacdo in situ. Os casos mais
importantes foram os de Eph-B4 e Notchl, para estes foram estudadas novas sequéncias de
ADNCc para serem usadas como molde para a producéo de sondas especificas para estes genes.

H& vérios pormenores a ter em conta no processo de escolha de uma sequéncia
apropriada para ser usada como molde para produgdo de sondas. Deve-se por exemplo
escolher uma regido do gene que ndo seja muito conservada, para evitar o cruzamento de sinal
com o de outros genes que partilhem uma sequéncia muito homdloga.

Para Eph-B4 foi escolhido um fragmento Sall-EcoRI do clone de ADNc N°4188592
do consorcio IMAGE, correspondendo a uma sequéncia de 1466pb (inicio ao nucleétido
1055, fim a 2521), (entre os aminoécidos (aa) 204 e 693) que abarca os dominios FN3
(dominio de fibronectina tipo 3), transmembranar e o principio do dominio cinase de tirosinas
(78aa). Este fragmento foi clonado em pKS e para produzir sonda de ARN antissense a partir
dele cliva-se o ADN plasmidico com Sall e transcreve-se com polimerase de ARN de fago
T7. Foi dado 0 nome de Eph-B4 A1.5 a esta sonda.

Para Notchl foi escolhido um fragmento BamHI-EcoRV do clone de ADNCc
NM_008714, correspondendo a uma sequéncia de 2168pb (inicio ao nuclettido 4205, fim a
6373), (entre os aa 1375 e 2097) que abarca os dominios NL (repeticbes de Notch/lin-12),
transmembranar e parte das repeticdes de dominios de ankirina (CDC10). Este fragmento foi
clonado em pKS e para produzir sonda a partir dele cliva-se 0 ADN plasmidico com BamHI e
transcreve-se com polimerase de ARN de fago T3. Foi dado o nome de Notchl Al.1.2 esta
sonda.

Por hibridacéo in situ confirmou-se que ambas estas sondas ddao uma melhor relacao
entre sinal e ruido, em relacdo as sondas que tinhamos anteriormente, a0 mesmo tempo que

mantém a identidade de sinal.
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Figura 50 - Esquema dos ADNc de notchl e eph-B4 com referéncia aos dominios proteicos codificados por estes. As linhas horizontais por
debaixo de cada esquema referem-se as regides escolhidas para servirem de molde para a producéo de sondas de ARN antissense especificas.
A) ADNCc de notchl, a regido escolhida engloba 2168pb que codificam os dominios NLR, TM e parte dos dominios CDC10 (ankirina). B)
ADNCc de eph-B4, a regido escolhida engloba 1466pb que codificam os dominios FN3, TM e inicio do dominio de TyrKc (cinase de

tirosinas). Esquemas néo estdo a escala. Adaptado de (Conlon, et al., 1995).
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3.4.5.2 - Resultados de hibridacéao in situ

Existem pelo menos dois tipos de causas possiveis para a origem do fenétipo de
fusbes arterio-venosas observadas nos embrides DT, causas originadas por alteracdo nas
forcas hemodinamicas ou causas originadas na expressao ectopica de genes responsaveis pela
diferenciacdo ou separagdo de identidade endotelial. Como o fendtipo de fusdes arterio-
venosas foi observado também em embrifes com 8,25 dpc, antes do inicio do batimento
cardiaco decidimos analisar o padrdo de expressdo de genes reconhecidos por serem
marcadores especificos do endotélio arterial e/ou venoso. Analisaram-se padrfes de expressao
de alguns genes da via Notch, Ephrin, VEGF e TGF-p, para além de Connexina-37. Apesar de
alguns destes genes ndo terem expressdo unicamente no endotélio, neste momento apenas se
vai referir esta parte do seu padrdo de expresséo.

Os marcadores endoteliais arteriais estudados foram Connexina-37 (van Kempen ;
Jongsma, 1999) e Ephrin-B2 (Wang, et al., 1998). Em ambos os casos, nos embrides DT estes
marcadores apareceram a marcar o endotélio arterial e o venoso, ao contrario dos embrides
WT em que s6 se detectou a expressao destes genes no endotélio arterial.

O marcador endotelial venoso estudado foi Eph-B4 (Wang, et al., 1998). Os
resultados das hibridagdes in situ para Eph-B4, o receptor transmembranar do ligando ephrin-
B2, indicaram que nos embrides DT nédo se detecta expressdo deste gene no endotelio venoso,
ao contrario do que é verificado nos embrifes controlo. Este resultado indica a ocorréncia de
uma diminuicdo na intensidade de expressdo deste gene nos embrifes DT.

Para estudar qual a influéncia da sobre-expressao de DI14 no padrdo de expresséo de
outros genes da Via Notch fizeram-se hibridac6es in situ para Notchl (Villa, et al., 2001), o
principal receptor Notch no endotélio e Heyl (Leimeister, et al., 1999), um dos factores de
transcricdo da familia de enhancer of split cuja expressdo no endotélio ja foi confirmada como
sendo directamente correlacionada com a actividade da via Notch (Tsunematsu, et al., 2003).
Notchl é expresso nas AD e VCA até aos 8,75 dpc e a partir desse estadio passa a ser

expresso sO nas AD. Notch4 é expresso sempre especificamente no endotélio arterial.
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Figura 51 — Expressdo de notchl, heyl e notch4 em embrides controlo com 8 dpc. Notchl é expresso nas AD (seta vermelha) e VCA (seta
verde), hey1 e notch4 sdo expressos s6 nas AD.

Figura 52 — Expressao de notchl, heyl e notch4 em embrides controlo com 8,5 dpc. Notchl é expresso nas AD (seta vermelha) e VCA (seta

verde), heyl e notch4 sdo expressos sé nas AD.

Figura 53 — Expressdo de notchl, heyl e notch4 em embrides controlo com 9,5 dpc. Notchl, heyl e notch4 séo expressos s6 nas AD (seta
vermelha).
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No estadio em que analisimos os embries DT, quer Notchl como Heyl séo
expressos especificamente no endotélio arterial dos embrides WT, no entanto nos embrides
DT estes genes sdo expressos também no endotélio venoso, indicando que nos embriées DT a
expressao de Notchl ndo é desligada nas VCA. Tal facto é provavelmente resultado de nos
embriGes DT existir expressao ectdpica de DIl4 nas VCA, que ao activar a sinalizacdo Notch
ai, indicado por haver expressdo ectopica de heyl nas VCA, impede o desligar da sua
expressao.

A expressdo de Flk1, que codifica VEGF-R2, um gene com expressao generalizada
forte no endotélio, apresenta-se reduzida nos embrides DT em relagdo aos embrides controlo.
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Figura 54 - Hibridago in situ de criosec¢des de embrides controlo e DT com 9.0 dpc. (A,D) ARNm de heyl, (B,E) ARNm de notchl.
Notchl e heyl séo expressos nas AD e VCA dos embrides DT. Nos embrides controlo (D,E) notchl e heyl sdo apenas expressos nas AD.
(C,F) ARNm de flk1 esta diminuido nos embrides DT em relagdo aos WT. (G,J) ARNm de ephrin-b2, (H,K) ARNm de connexin37. Ephrin-
B2 e connexion-37 sdo expressos nas AD e VCA dos embrides DT. Embrides controlo (J,K) expressam estes genes apenas no endotélio das
AD. (1,L) ARNm de eph-B4 néo é detectado nas VCA dos embrides DT apesar de estar presente nas VCA de embrides controlo (L).

Uma pergunta que também se tentou responder foi se haveria uma ligagédo entre a via
Notch e a via de TGF-p. Esta pergunta € relevante pois mutantes de perda de fungdo em genes
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que codificam receptores e co-receptores de TGF-, Alk-1 (Urness, et al., 2000) e Endoglina
(Sorensen, et al., 2003) respectivamente, também tém um fenotipo composto por um bloqueio
generalizado da angiogénese e existéncia de malformacgdes arterio-venosas. Ambos estes
genes tém expressao generalizada no endotélio dos embrifes WT e a sua expressao mantém-
se quer nas artérias como nas veias dos embrides DT, indicando que a especificidade da
expressdo de genes da via TGF- ndo aparenta ser afectada por mutantes da via Notch.
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Figura 55 — Expresséo de endoglin e alk1 permanece nas AD e nas VCA dos embrides DT. Hibridacéo in situ em crioseccOes de embrides
DT com 9 dpc.

Para testar se a sobre-expressdo de dll4 afectava a expressdao de outros genes delta
executaram-se hibridacdes in situ com ribosondas para DII1. Os resultados indicam que nos
embrides DT deixa de haver expressdo de DII1 na porcdo posterior dos sémitos e no tubo
neural ou esta fica muito mais fraca nesses locais, no entanto na mesoderme pré-somitica

mantém-se a expresséao forte de DII1.

Figura 56 - Hibridagdo in situ com ribosonda para dll1 em embrides com 9,5 dpc. A esquerda: embri&o controlo com marcagio na
mesoderme presomitica (seta preta), tubo neural (seta amarela) e parte posterior de cada somito (seta verde). Nas 3 fotos a direita: embrides
DT com marcagdo na mesoderme presomitica. Note-se a auséncia de marcagdo nos somitos e no tubo neural dos embrides DT.
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3.4.6 — Estudo da estrutura cardiaca

Sabendo que existem defeitos circulatérios nos embrides DT, analisou-se o coracéo
destes embribes, para detectar possiveis defeitos estruturais.

Os embries DT apresentam trabeculacdo miocardial reduzida nos ventriculos,
distencdo do atrio e auséncia de células nas almofadas do tracto de saida do coracdo. Nos
embrides DT acumulam-se cardiomidcitos na periferia do ventriculo, que ndo entram nas
trabeculacdes.

O tracto de saida do coracdo dos embrides DT também apresenta-se alterado, nestes
apenas se formam as artérias dos primeiros arcos branquiais, que tém um didmetro semelhante
ao das aortas dorsais, estando por isso, hipertrofiadas. As artérias dos segundos arcos

branquiais estdo bastante reduzidas ou ausentes destes embrides até a sua morte.
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Figura 57 — Defeitos cardiacos em embrides DT. Marcacdo de imunohistoquimica com anticorpos especificos para PECAM e SMA em
criosecgdes de embrides WT e DT com 9,5 DPC. (A) Ventriculo cardiaco (v) de embrido WT. (B) Ventriculo cardiaco (v) de embrido DT,
revelando trabeculacdo reduzida. (C) Atrio cardiaco (a) de embrido WT. (D) Atrio cardiaco (a) de embrido DT hipertrofiado, em relagio a
(C). (E) Tracto de saida do coragdo de embrido WT. (F) Tracto de saida de embrido DT demonstrando acelularizacdo das almofadas (*). (G)
Ventriculo cardiaco (v) de embrido WT com imunohistoquimica para SMA. (H) Ventriculo cardiaco (v) de embrido DT revelando a
existéncia de uma agregacdo de cardiomiécitos na periferia do ventriculo e uma distribuigdo irregular de cardiomidcitos pelas trabeculacdes,
em relacdo a (G). Marcagdo de imunohistoquimica com anticorpos especificos para PECAM e SMA em embrides inteiros a 9,5 dpc. (1)
Imagem da regido peri-cardiaca de embrido WT, com aorta dorsal (seta vermelha) e artérias dos primeiros (seta azul) e segundos (seta verde)
arcos branquiais. (J) Imagem da regido peri-cardiaca de embrido DT, revelando a presenca de uma artéria do primeiro arco branquial (seta
azul) de igual calibre a aorta dorsal hipertrofiada (seta vermelha), e uma artéria do segundo arco branquial (seta verde) muito reduzida ou ndo
existente.
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3.4.7 - Estudo da formacéo e recrutamento de células de musculo
liso

Este estudo baseou-se na técnica de imunohistoquimica com anticorpos anti-SMA
(Sigma A2547), um marcador de células de musculo liso. Nos embrides, as células de
musculo liso diferenciam-se a partir do mesénquima e migram para a superficie do endotélio
onde se agregam e formam uma camada de musculo liso que é responsavel, em parte, pela
integridade dos vasos (Hungerford, et al., 1996).

Estudou-se a presenca de células de musculo liso nos embrides controlo aos 9.0 dpc e
sO se encontrou sinal positivo nos cardiomidcitos e a volta da artéria umbilical. Procurou-se
entdo a sua presenca em embriGes com 9.5dpc e nestes ja se encontrou marcacdo nas AD dos
embribes controlo. Nos embriGes DT ndo se detectou a presenca de células de musculo liso
nas AD até aos 9.5dpc, indicando que existe um defeito na diferenciacdo ou na sinalizacdo

para migracdo de células de musculo liso em diferenciacéo.

Figura 58 - Marcagéo de células de musculo liso com anticorpo especifico para actina de mésculo liso (SMA). A) Nos embrides WT a
marcacéo é evidente a volta da AD. B) Nos embrides DT ndo se observa marcacdo com este anticorpo, o que indica que a 9.5dpc ndo existem
células de musculo liso diferenciadas a volta das AD.

3.4.8 - Estudo do efeito da sobre-expresséo de DIl4 na proliferacéo
das células endoteliais

A andlise dos embrides DT revelou que todos eles tinham AD hipertrofiadas em
relagdo aos embrides controlo. Restava saber se tal era devido a uma dilatagdo do vaso em si,
devido a um aumento na pressdo interna do vaso, criada pela existéncia de uma circulacéo

sanguinea mais curta, ou a uma alteracdo na taxa de proliferacdo endotelial. Para discernir
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entre estas hipoteses calculou-se a taxa de proliferagdo endotelial arterial nos embrides
mutantes e nos embrides controlo com nove a dez sémitos. Nesta idade os embrifes ainda ndo
tém uma circulagdo sanguinea forte e por isso ndo ha factores extrinsecos ao endotélio a
afectar o seu desenvolvimento. Nos embriGes DT s6 se analisaram AD nédo fundidas com as
VCA.

Para calcular esta taxa executou-se a técnica de injeccdo intraperitoneal de BrdU
(bromodeoxiuridina), um anéalogo de Timidina, na fémea gravida. Ao serem absorvidos pela
mae, estes nucledtidos chegam aos embrides por via sanguinea e sdo absorvidos e integrados
no ADN gendmico quando ocorre uma mitose (Muskhelishvili, et al., 2003).

Os embrides séo recolhidos 2h ap6s a injeccdo e sdo processados para fazer blocos
de gelatina e criosec¢des. O BrdU é detectado por um anticorpo anti-BrdU (Sigma) mas para
tal acontecer é necessario desnaturar o ADN através de um processo em que se passam as
crioseccbes por formamida e depois por HCI, seguindo-se um protocolo de
imunofluorescéncia tipico. Para conseguir obter resultados com DAPI (marcador nuclear
fluorescente azul) ao mesmo tempo que com BrdU foi necessario fazer primeiro a marcacao
com anticorpo anti-PECAM e com DAPI, fotografar todas as seccfes e sO depois efectuar o
protocolo para a deteccdo de BrdU, pois sendo o DAPI um agente intercalador ndo consegue
ligar-se ao ADN quando este se encontra desnaturado. Assim foi possivel contar o nimero de
células endoteliais por seccdo de aorta (12um) e o numero de celulas endoteliais em
proliferacdo por seccdo de aorta. Combinando estas duas contagens para cada aorta de cada
seccao, para um total de trés embrides controlo e trés embrides DT chegou-se ao resultado
que nos embrides controlo 28% das células endoteliais arteriais entraram em mitose durante
as 2h enquanto nos embribes DT apenas 16% das células endoteliais arteriais entraram em
mitose. Este resultado corresponde a uma diminuicdo de 43% na taxa média de proliferacédo
endotelial arterial nos embrides DT em relacdo aos embriGes controlo. Curiosamente a este

resultado esta associado um aumento de 35% no namero total de células endoteliais por aorta.
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Figura 59 — (A) Gréfico de frequéncia de proliferacdo de células endoteliais arterais. Note-se uma diminuigdo de 43% na frequéncia de
proliferacdo de células endoteliais arteriais em embrides DT, face aos embrides controlo. (B) Grafico do nimero médio de células endoteliais
por sec¢do de aorta. Note-se um aumento de 35% no numero médio de células endoteliais por seccdo de AD nos embrides DT, face aos

embrides controlo. Linhas centrais representam a amplitude de variago, média + desvio padrdo. (A, B) p< 0,001 (Wilcoxon W).
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Analisou-se também a taxa de apoptose endotelial arterial, de modo a tentar perceber
se alteracdes a nivel da sinalizacdo Notch poderiam estar a influenciar os niveis de apoptose
endotelial e assim também o nimero de células endoteliais por seccdo de aorta. Os resultados
indicaram que as células endoteliais das aortas dorsais tém quase o dobro da frequéncia de
apoptose, em relacdo a embrides controlo equivalentes. No entanto, os niveis de apoptose
endotelial arterial dos embrides DT permanecem a 4,7%, um valor relativamente baixo,

quando comparado a descida de 43% na taxa de proliferacdo endotelial.
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Figura 60 — Grafico de frequéncia de apoptose em células endoteliais arteriais. Note-se um aumento de 80% na frequéncia de células
endoteliais em apoptose nos embrides DT, por comparacdo aos embrides controlo. Linhas centrais representam a amplitude de variagéo,
média * desvio padrdo. p< 0,001 (Wilcoxon W).

Como o resultado de menor taxa de proliferacdo endotelial arterial e maior taxa de
apoptose associado a um aumento no nimero de celulas endoteliais arteriais parecia ser
contraditério e como as AD dos embriGes DT apareciam hipertrofiadas voltdmos a observar as
AD com mais detalhe.

Observando a regido nascente dos vasos intersomiticos, vasos que brotam das AD
para a regido dorsal dos embriBes passando pelo espaco que fica entre dois sdmitos vizinhos,
repardmos que nos embriGes DT estes vasos brotam mais tardiamente e crescem mais devagar
no sentido dorsal. A situacdo normal é de os vasos intersomiticos brotarem no sentido
anterior-posterior e sempre com direc¢do dorsal, acompanhando a formacdo de novos
somitos. Por exemplo, aos 9.0 dpc os embrifes controlo s6 ndo tém vasos intersomiticos
formados na regido intersomitica mais posterior (fronteira entre o somito mais recente e o
segundo sémito mais recente), enquanto no resto das regides intersomiticas ja existem vasos.
No caso dos embrides DT ndo existem vasos intersomiticos nas trés a quatro regides

intersomiticas mais recentes (posteriores).
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Analisando os embrides ao longo do tempo percebe-se que este fendtipo corresponde
a um atraso no brotar destes vasos e a um atraso na migragdo das células endoteliais através
do espaco intersomitico, pois em embrides mais velhos mantém-se o atraso nas quatro a cinco
regides intersomiticas mais posteriores, indicando que regides intersomiticas que, em média, a
idades anteriores se apresentam avascularizadas, mais tarde ja estdo vascularizadas. Os vasos
intersomiticos dos embribes DT apresentam-se sempre mais finos que 0s vasos intersomiticos
dos embriGes controlo. Este atraso no brotar de novos vasos, na migracdo de células
endoteliais arteriais e o reduzido namero de células endoteliais por vaso intersomitico pode
explicar o aumento no nimero de células endoteliais arteriais apesar de haver uma diminuicao
na taxa de proliferacdo. Ha uma reducdo na saida de células endoteliais das AD, que ai se vdo
acumulando e formando um vaso hipertrofiado.

A andlise pormenorizada da vasculatura da regido cefalica dos embrides DT e
controlo revelou que nos embrides DT hd uma diminuicdo no nimero de novos brotos
vasculares, dando origem a vasos longos e ndo ramificados, indicando um defeito no

remodelamento vascular.

Figura 61 — Defeitos migratdrio endoteliais e defeitos na ramificacdo vascular. Embrides DT aos 9,5 dpc com imunohistoquimica para
PECAM. (A) Embrido controlo aos 8.5 dpc. (B) Embrido DT aos 8.5 dpc revelando um atraso na migracdo de células endoteliais das AD
para formar os vasos intersomiticos (setas vermelhas), em relagdo ao embrido controlo (A). (C) Embrido controlo aos 9.5 dpc. (D) Embrido
DT aos 9.5 dpc revelando uma continuagdo no atraso na migragdo de células endoteliais das AD para formar os vasos intersomiticos (setas
vermelhas), em relagdo ao embrido controlo (C). (E) Regido ceféalica de embrido control aos 9,5 dpc. (F) Embrido DT aos 9,5 dpc revelando
uma diminui¢do no nimero de novos brotos vasculares na regido cefalica (setas azuis), em relagdo ao embrido control (E).
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3.4.9 - Andlise da estrutura da matriz extracelular

A matriz extracelular € uma estrutura que é regulada pelas células e que por si é
capaz de regular diversas facetas das células. Sabe-se por exemplo que um dos primeiros
passos que uma célula toma quando vai iniciar um processo migratorio é degradar a matriz a
sua volta (Coultas, et al., 2005).

Como nos passos anteriores identificimos um defeito migratério nas células
endoteliais arteriais decidimos fazer uma analise por imunofluorescéncia a deposicdo de
constituintes da matriz extracelular, como fibronectina e laminina.

Nos embrides DT observamos um aumento acentuado na marcacao para fibronectina,
um dos maiores constituintes da matriz extracelular, a volta das AD, em relacdo aos embribes
controlo. Em relacdo a laminina o aumento ja foi mais subtil mas nota-se uma deposicéo
continua a volta das AD enquanto nos embrides controlo encontramos laminina de forma

descontinua a volta das AD.
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Figura 62 - Deposicdo de matriz extracelular a volta das AD. Imunofluorescéncia em criosecgdes de embrides controlo e DT aos 8,5 dpc. (A)
Deposicdo de Fibronectina a volta de uma AD de um embrido controlo. (B) Criosecgdo transversal de um embrido DT mostrando um
aumento na marcacgdo para Fibronectina (Sigma F3648) a volta da AD. (A), Fibronectina (Fbn) a vermelho (C,E), PECAM (Pcm) a verde
(D,F), DAPI a azul. (G) Deposigdo de Laminina (Sigma L9393) a volta de uma AD de um embrido controlo. (H) Criosecgdo de um embrido
DT mostrando um aumento ligeiro na marcagdo para Laminina a volta da AD, formando uma linha mais continua e definida que nos
embrides controlo (G), Laminina (Lmn) a vermelho (I,K), PECAM (Pcm) a vermelho (J,L), DAPI a azul.
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3.4.10 — Localizacdo de DIl4 e possivel importancia para a sua
funcao

Toda a analise feita até ao momento esteve centrada na funcionalidade de DIl4 em
diversos contextos de alteracdo de expresséo deste gene.

Os avancos no estudo da funcdo de DII4 conduziram a tentativa de desenvolvimento
de terapias anti-tumorais, através da producdo de anticorpos neutralizantes para DIl4. Estes
anticorpos monoclonais terdo por fungédo o seu uso em terapias, tal como hoje em dia ja se faz
para VEGF (Panares ; Garcia, 2007).

Este avango na producdo de anticorpos para DII4 criou a oportunidade de estudar a
localizacéo de DII4 no sistema vascular embrionario, em especial nas AD.

A vantagem do uso de anticorpos face aos resultados ja obtidos através de hibridagéo
in situ prende-se com o facto de nem sempre a estas duas técnicas darem origem ao mesmo
tipo de resultados. E conhecido que a via Notch é regulada ao nivel da endocitose, por isso
ndo é dificil imaginar sistemas em que apesar de haver expressédo do ARNmM ndo haja
localizagdo membranar de DIl4 (Le Borgne, 2006). A possibilidade de existirem sistemas de
regulacdo deste tipo, e as possiveis implicagdes para a compreensdo do funcionamento da via
Notch no desenvolvimento vascular, € meritoria de um olhar mais aprofundado.

A andlise da localizacdo da proteina DIl4 também pode ser importante para a
determinac@o do modelo de funcionamento da via Notch no desenvolvimento vascular.

Para realizar este estudo recebemos cinco anticorpos produzidos no Laboratdrio do
Doutor Parkash S. Gill, Norris Cancer Center, LA, USA, com especificidade para DII4. Todos
o0s anticorpos revelaram especificidade para DIl4, marcando as células endoteliais das AD de

embrides com 9,5 dpc.
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PECAM DIl

Figura 63 — Imunofluorescéncia para DIl4 com os anticorpos 1-2, 2-6, 2-33, 2-125 e 2-168, a verde. A vermelho, imunofluorescéncia para
PECAM. A azul, DAPI.
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Apesar de todos os anticorpos testados terem revelado sinal positivo nas células
endoteliais das AD, os anticorpos 2-33 e 2-125 revelaram ser 0S mais promissores pois
permitem a obtencdo do sinal especifico mais forte e menos ruido de fundo. Os resultados

seguintes foram obtidos com o anticorpo 2-33.

PECAM

Figura 64 — Imunofluorescéncia para DIl4 (verde) e PECAM (vermelho) em embrido controlo. Note-se presenga de DII4 nas membranas
celulares de todas as células das AD mas ndo nas VCA. Encontra-se um sinal mais forte de DIl4 na face das AD que esta virada para o tubo
neural.

Dll4 foi detectado nas membranas celulares de todas as células endoteliais das AD,
pois a sua expressao co-localiza com PECAM em todo o perimetro das AD. Segundo 0s
resultados obtidos encontra-se mais D114 membranar na face das AD que esta virada para o
tubo neural.

Analisando os resultados mais detalhadamente detectou-se sinal de DII4 nas células
endoteliais que ndo co-localiza com PECAM, ou seja, ndo associado a membrana celular. Este
sinal, caracterizado como sendo pontos verdes (o facto de ndo serem amarelos indica que ndo
co-localizam com PECAM), que aparenta indicar uma localizacdo vesicular de DII4, surge
especialmente na regido peri-nuclear. Estes pontos surgem em maior namero na face das AD
em que o sinal membranar é mais baixo, a face externa. Este resultado foi observado também

em marcacgOes de imunofluorescéncia feitas com o anticorpo 2-125.
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Figura 65 — A proteina DIl4 ndo tem uma deposicéo constante. Imunofluorescéncia para DII4 (verde) e PECAM (vermelho) em embrido
controlo, a esquerda face da AD virada para o tubo neural, a direita face externa da AD. Note-se que nas células endoteliais da face externa
das AD ha mais pontos positivos para DII4 e negativos para PECAM que nas células endoteliais da face das AD viradas para o tubo neural.
Imagens com alto contraste do canal verde (DIl4) permitem uma maior resolucéo desses pontos.

3.5 = Discussao

3.5.1 - Analise do efeito da sobre-expresséao ubiqua de DIl4 no
desenvolvimento embrionario

O sistema de transgenese usado é baseado no sistema Z/EG (Novak, et al., 2000).
Este sistema é dependente da presenga da recombinase Cre, a qual remove o0 elemento fgeo
seguido de sinal de poliadenilacdo, que se encontra flanqueado por locais loxP, permitindo
assim gue ocorra sobre-expressao de DIl4 acompanhada de expressdo de GFP. Assim sendo, 0
controlo da expressdo da recombinase Cre é a base do controlo da sobre-expressdo de DIl4
neste contexto.

Para iniciar a andlise do efeito de sobre-expressdo de DII4 no desenvolvimento
embrionario decidiu-se analisar o efeito da sobre-expressdo ubiqua e constitutiva. O objectivo

seria fazer uma analise preliminar dos efeitos da sobre-expressdo de DIl4 e assim determinar
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os tecidos embrionarios em que DII4 teria funcdo activa, para depois iniciar experiéncias em
que se cruzasse a linha Z/EG-DII4 com linhas que expressassem a recombinase Cre
especificamente nesses tecidos.

Para atingir o objectivo de expressdo ubiqua da recombinase Cre obtiveram-se
ratinhos da linha pCAGGS-Cre. Inicialmente cruzaram-se as linhas Nv6.1, Nv2.1 e Z/EG-
DII4(FVB) com ratinhos da linha pCAGGS-Cre. Os resultados obtidos com as trés linhas
testadas foram semelhantes, os embrides duplos transgénicos (DT) para Z/EG-DIl4 e
pCAGGS-Cre apresentavam fluorescéncia verde ubiqua e forte.

A andlise dos embribes DT revelou variados defeitos no desenvolvimento
embrionério. Os embribes DT ndo completam o enrolar da placa neural nas trés regibes
encefélicas, proencéfalo, diencéfalo e metaencéfalo, embora o tubo neural esteja fechado nas
regides posteriores. Existem defeitos ao nivel da somitogénese, em que numa pequena
percentagem dos embrides DT se formam somitos com formas irregulares, ndo completando o
enrolamento embrionario. Os embrides DT apresentam hemorragias ao longo do corpo,
pericardio dilatado e membrana vitelina palida e aparentemente avascularizada. Os embrides
DT apresentam atrasos de crescimento consistentes enquanto sobrevivem, morrendo por volta
dos 10,5 dpc. Como em todas as linhas o fenotipo observado foi consistente, decidiu-se
analisar profundamente apenas uma das linhas fundadoras. Preteriu-se a linha Z/EG-
DII4(FVB) pois esta linha (e todas as outras linhas que usamos, ao longo do trabalho,
baseadas em FVB) revelou ter muitos problemas com baixa fertilidade e alta taxa de abortos
espontaneos, ndo associados ao transgene. Entre as linhas Nv6.1 e Nv2.1, apesar de
equivalentes em todos os factores analisados, optou-se pela linha Nv6.1, apenas por, nagquele
momento, ter mais descendéncia disponivel para iniciar um estudo mais aprofundado do
fendtipo.

Os defeitos observados a nivel do tubo neural dos embrides DT, que ndo fecha na
regido cefalica, ao contrario dos embrides controlo, lembram, até certo ponto, os defeitos
observados em embrifes que expressam uma forma activada de Notch3 no tubo neural
(Lardelli, et al., 1996) e em embriées com perda-de-funcdo de numb (Zilian, et al., 2001), que
foi descrito em Drosophila como sendo um inibidor da via Notch. A sobre-expressdo de dll4
da origem a que a superficie luminal do tubo neural permaneca exposta ao exterior, como
duas asas de tecido neural, um defeito conhecido como exencefalia (equivalente as
anencefalias em humanos).

No caso dos embrides com sobre-expressao de DII4 ndo ocorre fusdo do tubo neural
nas 3 regides encefalicas, dando origem a um grave defeito craniofacial com exencefalia e

divisdo facial. A acumulagdo destes dois defeitos é rara pois normalmante nos casos de
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exencefalia s6 ha falha na fusdo das regides do metaencéfalo e/ou diencefalo (Juriloff ; Harris,
2000). Quer no caso de Notch3 activado como de Numb este defeito ndo é tdo grave pois ndo
chega a afectar a regido rostral do embrido. Este defeito aparenta ser resultante da ocorréncia
de uma falha a nivel da diferenciacdo de neurdnios. A funcdo da via Notch na neurogénese é a
de reprimir a diferenciacdo neural de algumas células ectodérmicas (Henrique, et al., 1997),
mantendo-as num estado indiferenciado e em proliferacdo e com a possibilidade de mais tarde
se diferenciarem em células da glia.

No caso dos embrifes DT a via Notch deve estar activa em todas as células que
expressem um receptor Notch, logo, supondo que a recombinase Cre esta activa em todas as
células do organismo, irdo existir menos células neurais nestes embrifes, as quais
provavelmente ndo serdo suficientes para completar o fecho do tubo neural. Este fen6tipo ndo
deve representar uma funcdo enddgena de DIl4, pois a expressdo neural enddgena de DII4 é
bastante restrita e mais tardia que o surgimento destes defeitos (Benedito ; Duarte, 2005), mas
sim da sobre-activagdo da via Notch no tecido neuroepitelial precoce.

Os defeitos na somitdgenese foram pouco caracterizados até ao momento. Observou-
se que ocorrem defeitos na forma de alguns somitos, aparecendo com formas quase
triangulares que distorcem o contorno do embrido. N&o se sabe se os defeitos na somitogénese
sdo responsaveis pelo bloquear do enrolamento embrionario. Sabe-se que a via Notch esta
implicada no estabelecimento do padrdo rostro-caudal dos somitos mas até ao momento ainda
ndo se detectou expressdo endogena de DII4 nos somitos. Os resultados das hibridagdes in situ
com ribosondas para DII1 parecem indicar que a sobre-expressao ectépica de DII4 nos
somitos impede a expressao de DII1 nesses tecidos, possivelmente através de um mecanismo
de retroalimentacdo negativa. Assim sendo, fica apenas DII4 nesses tecidos e ou este ndo
consegue activar os receptores Notch nesses tecidos com a mesma eficiéncia que DII1,
causando assim este fenotipo, ou € a propria sobre-activacdo da via Notch por Delta4 nesses
tecidos que causa o fenotipo.

Os embrides DT apresentam também um defeito morfogenético no estabelecimento
da simetria bilateral, revelado pelo facto de efectuarem o enrolamento corporal e cardiaco
quer para a esquerda como para a direita, com igual probabilidade, quando os embrides
controlo efectuam sempre esses movimentos de enrolamento para a direita. Este defeito deve
reflectir um fenotipo ao nivel do desenvolvimento do N6 de Hensen. Até ao momento ndo se
detectou expressdo de DII4 nessa estrutura, o que indica que este fendtipo também deve
reflectir uma funcdo ectopica da sobre-expressdo de DIl4, provavelmente resultante da sua

actuacdo sobre a expressdo de DII1 no N6 de Hensen (Przemeck, et al., 2003).
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3.5.2 - Defeitos cardio-vasculares dos embrides DT

A caracteristica que tem suscitado um grande interesse a volta do estudo do gene
DIl4 ¢ a sua expressao arterial endotelial. Este facto é sugestivo de uma fungdo deste gene na
regulacdo da identidade vascular e da angiogénese. Nos embrides DT, DIl4 esté presente quer
na vasculatura endotelial arterial como na venosa. A expressdo ectopica de DIl4 nas VCA leva
a que a expressdo de Notchl ndo seja desligada, por volta dos 8,75 dpc, confirmando-se a
activacdo da via Notch no sistema vascular venoso, por DIl4, pela expressdo ectdpica de
Heyl, um efector directo da via Notch no endotélio.

Para avaliar o impacto da sobre-expressdo de DII4 no desenvolvimento vascular
realizou-se uma analise da estrutura vascular dos embriées DT, fazendo recurso a técnica de
imunohistoquimica, em embrides inteiros ou embrides crioseccionados, com anticorpo para
PECAM-1 (Newman, et al., 1990, Schnurch ; Risau, 1993).

O defeito vascular mais obvio nos embrides DT é a hipertrofia das aortas dorsais
(AD). A partir dos 8,75 dpc as AD apresentam-se com um volume superior a encontrada nos
embrides controlo com o mesmo numero de sémitos. A hipertrofia das AD torna-se
progressivamente mais evidente com o evoluir dos embrides DT. E a primeira vez que se
associa uma hipertrofia adrtica com mutantes da via Notch. Ainda no sistema vascular
arterial, nos embrides DT apenas se forma a artéria do primeiro arco branquial. As artérias do
segundo e terceiro arco branquial existem apenas como fios endoteliais que nao se
desenvolvem correctamente. Curiosamente, nos embrides DT a artéria carétida ndo se
apresenta hipertrofiada, sendo que a vasculatura da regido cefalica se encontra imatura nestes
embriGes.

O sistema vascular venoso dos embrides DT também se apresenta afectado pela
sobre-expressdo de DIl4. As VCA surgem como um vaso ramificado, em vez de aparecerem
como um vaso Uunico e integro. Tal é sugestivo de um defeito na agregacdo da rede de
capilares que se forma na posicdo das futuras VCA. Este defeito ja foi descrito para os
mutantes de perda de funcdo em Ephrin-B2 ou EphB4, tendo sido considerado como resultado
da falta de interaccdo entre o sistema vascular arterial e venoso e ndo entre 0 mesénquima e o
endotélio venoso (Adams, et al., 1999, Gerety ; Anderson, 2002, Gerety, et al., 1999). Esta
falta de interaccdo resulta do facto de nos mutantes de perda de funcdo para Ephrin-B2 e
EphB4 s6 haver, respectivamente, identidade venosa e identidade arterial, apenas uma das
identidades possiveis. Nos embrides DT existe apenas a identidade arterial, julgando pelo

padrdo de expressao de Ephrin-B2, EphB4 e Connexin37. Desconhece-se até ao momento 0
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mecanismo exacto responsavel pelo defeito venoso. E possivel que a coalescéncia das VCA
seja dependente de um mecanismo de comunicacdo entre artérias e veias, mediado pelo
sistema Ephrin-Eph ou entdo que seja dependente do estabelecimento de um padréo
circulatorio correcto.

A vasculatura da membrana vitelina dos embrides DT apresenta-se na forma de uma
rede de capilares, representativa do plexo vascular primario. Este plexo € a primeira estrutura
vascular que se forma na membrana vitelina, resultado da agregagdo dos progenitores
endoteliais nessa estrutura. Esta vasculatura da membrana vitelina dos embrides DT néo é
remodelada para formar a rede vascular observada nos embrides controlo, composta por vasos
de grande calibre (artérias e veias), médio calibre (arteriolas e vénulas) e pequenos capilares,
organizados de forma hierdrquica. Este defeito no remodelamento da vasculatura vitelinica é
semelhante ao observado em varios mutantes com defeitos vasculares, incluindo o lado
venoso das membranas vitelinas dos mutantes de perda de fungdo em EphB4 (Gerety, et al.,
1999) e, por exemplo, nos mutantes de perda de funcdo em Notchl e Notch4 (Krebs, et al.,
2000), DII4 (Duarte, et al., 2004), Ephrin-B2 (Wang, et al., 1998), Foxcl e Foxc2 (Kume, et
al., 2001), Heyl e Hey2 (Fischer, et al., 2004), Alk1 (Urness, et al., 2000), Endoglin (Arthur,
et al., 2000), Coup-TF2 (You, et al., 2005) e é sugerido, por exemplo, nos mutantes de perda
de funcdo em Vegf-A (Ferrara, et al., 1996). Defeitos similares também surgiram nos mutantes
de ganho de funcdo em Notch4 (Uyttendaele, et al., 2001). O facto de surgirem defeitos
semelhantes em mutantes de ganho e perda de funcdo pode indicar que o sistema vascular
extra-embrionario é mais susceptivel a flutuacdes homeostaticas ou pode revelar como o
remodelamento vascular extra-embrionario é dependente do estabelecimento de uma correcta
circulacdo sanguinea (le Noble, et al., 2004) e que a circulacdo sanguinea pode estar afectada
em todos estes mutantes. Esta ideia € complementada pelo facto de embrides mutantes em que
ndo existe batimento cardiaco, e que por isso ndo tém circulacdo sanguinea, também terem
defeitos semelhantes ao nivel do remodelamento do plexo vascular primario da membrana
vitelina (Wakimoto, et al., 2000).

Apesar da existéncia de varios defeitos ao nivel de toda a vasculatura embrionaria e
extra-embrionaria é preciso notar que aparentemente a vasculogénese ocorre sem problemas,
pois nos embrifes DT continua a formar-se um vaso na posicdo das AD e um vaso, se bem
que ramificado, na regido das VCA e formam-se 0s varios plexos primarios presentes em
varias regides do embrido em desenvolvimento. Tal facto leva-nos a determinar que a fungédo
do DII4 estd ligada aos eventos morfogenéticos que se seguem a vasculogénese, a
angiogénese, sendo que os fendtipos observados representam defeitos no remodelamento da

vasculatura primaria formada na vasculogénese.
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A andlise imunohistoquimica para PECAM em crioseccBes de embrides DT e
controlo revelou a presenga de fusbes entre as AD e as VCA, também chamadas de
malformacdes artério-venosas. Estas ligacGes representam uma alteracdo ao padrdo normal de
circulacdo sanguinea, e ocorrem principalmente na regido do tracto de entrada do coracao, ao
nivel do seio venoso. Em regifes mais anteriores as VCA encontram-se ramificadas até a zona
em que se encontram muito proximo do seio venoso. Nessa zona 0 vaso coalesce num vaso
Unico, que se encontra, a0 mesmo tempo, proximo do seio venoso e da AD e funde-se com
ambos, em vez de se ligar apenas ao seio venoso, efectivamente fazendo com que as AD
contactem directamente com o tracto de entrada e saida do coracdo. Este defeito estrutural ja
havia sido descrito em mutantes de perda de funcdo para genes membros da via TGF-beta,
como Alkl e Endoglin (Sorensen, et al., 2003, Urness, et al., 2000) e foi entretanto tambem
descrito nos mutantes de perda de funcdo para dll4 (Duarte, et al., 2004, Krebs, et al., 2004).
E possivel que este processo de fusdo ocorra ao nivel do tracto de entrada do coragdo devido
ao facto de as AD e VCA estarem a esse nivel na sua posi¢cdo mais proxima. O sistema
Ephrin-B2 — EphB4 é responsavel pela repulséo entre células endoteliais de identidade
diferente (Fuller, et al., 2003). Como nos embrides DT ambos os vasos expressam Ephrin-B2
e Connexin37 e as VCA ndo expressam o marcador de identidade venosa EphB4, é muito
provavel que a formacao das fusGes entre artérias e veias seja responsabilidade da auséncia de
identidade venosa e generalizacdo da identidade arterial por toda a vasculatura embrionaria
em desenvolvimento. Assim sendo, nos embrides DT ndo existe repulsdo entre o sistema
vascular arterial e 0 venoso e nos sitios onde os vasos se encontrem pode ocorrer fusao.

Para confirmar se este defeito estrutural teria implicagdes funcionais fez-se
microangiografia com tinta-da-china. Esta técnica permite determinar o padrdo de fluxo
sanguineo pelo embrido, mediado pelo proprio batimento cardiaco do embrido. Esta técnica
revelou que nos embriGes DT o sangue sai do coracao pelo tracto de saida e entra nas AD pela
artéria do primeiro arco branquial. A maior parte do sangue segue para regides posteriores,
descendo para a regido do tracto de entrada do coracdo, 0 seio venoso. Nessa zona 0 sangue
passa para as VCA e entra no coracdo pelo seio venoso, havendo muito pouco sangue a passar
para as restantes regides do embrido. Este resultado veio confirmar que as fusbes artério-
venosas produzem um defeito circulatério.

O reconhecimento da existéncia de um defeito circulatorio nos embries DT levantou
a hipdtese de parte dos defeitos observados serem secundarios ao defeito circulatério.
Efectivamente a hipertrofia das AD torna-se mais pronunciada, a partir do momento em que
se inicia o batimento cardiaco, logo pode estar também ligada ao estabelecimento da

circulagdo sanguinea. Nota-se também que aos 9,5 dpc a hipertrofia das AD é mais evidente
156



na regido entre o tracto de entrada e saida do coragdo, a regido onde quase todo o sangue do
embrido se acumula devido a presenca das fusdes arterio-venosas. E possivel que a hipertrofia
das AD represente, pelo menos em parte, uma dilatacdo do vaso devido a acumulacdo de
sangue nessa regido e ndao apenas um defeito hipertréfico intrinseco as células endoteliais.

Para testar esta hipotese determinou-se a frequéncia de células endoteliais em
proliferacdo nas AD. O resultado indicou que existe uma diminuicdo significativa da
frequéncia de células endoteliais em proliferacdo, de cerca de 43% entre os embrides DT e
controlo. Este resultado confirma que a hipertrofia das AD dos embrifes DT ndo pode ser
explicada por um aumento da taxa de proliferacdo endotelial. A analise da frequéncia de
apoptose nas células endoteliais arteriais indicou um aumento nos embrides DT, de cerca de
80%. No entanto, o nimero de células endoteliais por seccdo de AD aumenta 35% nos
embrides DT, em relacdo aos embrides controlo. Estas variagdes foram medidas antes do
inicio da circulacdo sanguinea e apenas em seccfes ndo fundidas, para limitar as contribuictes
extrinsecas. Estes resultados indicam que a hipertrofia das AD ndo pode ser explicada apenas
como sendo resultado de uma dilatacdo resultante do aumento de pressao sanguinea devido a
ocorréncia das fusdes. Por outro lado, o facto de as AD de embribes DT ndo serem tdo
hipertrofiadas em regides posteriores ao tracto de saida pode realmente ser explicada como
sendo resultado da falta de circulagdo sanguinea nessa zona, pois antes do inicio da circulacéo
ndo existe esse diferencial de calibre entre a regido anterior e posterior e como na realidade ha
um aumento no numero de células endoteliais por seccdo de AD, mesmo nessa zona, tal
defeito ndo pode ser considerado como um defeito primario.

O resultado de diminuicédo da frequéncia de células endoteliais em proliferacdo como
resposta a sobre-expressdo de DII4 foi entretanto confirmado em cultura de células HUVEC
(células endoteliais de veia umbilical humana) (Williams, et al., 2006).

Os resultados da microangiografia trouxeram também uma possivel explicacdo para
os defeitos encontrados ao nivel da coalescéncia das VCA e remodelamento da vasculatura da
membrana vitelina. E possivel que estes defeitos sejam também resultantes de defeitos
circulatérios, no entanto, é dificil discernir entre a hipdtese de serem defeitos primarios ou
circulatérios devido ao facto de o inicio dos eventos morfogenéticos que remodelam estes
sistemas vasculares ser mais ou menos coincidente com o estabelecimento da circulacdo
sanguinea no embrido. Como estes defeitos sdo recorrentes em muitos mutantes, com genes
de varias vias de sinalizacdo, tal pode reflectir a existéncia de um ponto comum em que todos
esses mutantes tém defeitos circulatérios resultantes de defeitos endoteliais primarios ou pode
reflectir que todas essas vias se interligam de alguma forma, acabando por influenciar os

mesmos eventos morfogenéticos.
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Detectaram-se defeitos morfogenéticos no coragdo dos embriGes DT a 9,5 dpc. Como
DIl4 ndo é expresso nos cardiomidcitos, é possivel que estes defeitos sejam consequéncia dos
defeitos circulatérios priméarios e do padrdo anormal de circulagdo sanguinea que se
estabelece. No entanto, ndo se pode excluir a hipétese que a sobre-expressdao de DII4 no
endocérdio possa afectar o recrutamento e organizacéo dos cardiomidcitos que o cobrem.

Enquanto o aumento no numero médio de células endoteliais por sec¢do de AD,
associado ao aumento na pressdo sanguinea resultante do estabelecimento de uma
microcirculacdo entre o tracto de saida e o tracto de entrada do coracdo, podem explicar a
hipertrofia das AD que se observa nos embries DT, o aumento no numero de células
endoteliais por seccdo de AD ndo pode ser explicado por uma diminuicdo na taxa de
proliferacdo de células endoteliais e aumento na taxa de apoptose. Para perceber a origem do
aumento do numero de células endoteliais por seccdo de AD decidimos olhar de novo para a
estrutura da vasculatura embrionaria. Detectou-se a existéncia de um atraso na migracao de
células endoteliais das AD para a extremidade dorsal dos embrides DT, mais especificamente,
um atraso na formacdo dos vasos intersomiticos. Este atraso pode explicar o aumento no
numero de celulas endoteliais por seccdo de AD como sendo uma acumulagéo de células ndo
migratorias.

A formacdo dos vasos intersomiticos ocorre como resposta a um gradiente de
factores de crescimento e atractores endoteliais secretados pelos somitos e tubo neural, que
sdo estruturas dorsais. Entre estes factores encontramos, por exemplo, VEGF-A e ligandos
indutivos da familia Slit (Yuan, et al., 1999). A existéncia de este defeito migratorio
endotelial indica que provavelmente a sobre-expressdo de DIl4 leva a uma reducdo na
capacidade das células endoteliais responderem a gradientes atractores.

Os resultados de hibridacao in situ para Vegfr2 indicam que a expressdo do principal
receptor de VEGF esta diminuida no endotélio de embrides DT. Esta ligacdo entre DIl4 e a
funcdo da via VEGF foi entretanto confirmada em estudos feitos em cultura de células
HUVEC (Williams, et al., 2006). Este resultado indica que a interaccdo entre DII4 e a via
VEGF é efectuada ao nivel dos receptores, afectando por isso as varias funcdes celulares
reguladas por VEGF.

A vasculatura da regido cefalica dos embribes DT apresenta-se também com
defeitos, apresentando menos ramificacdo dos vasos. Este defeito pode ser resultado de uma
diminuicdo do numero de células endoteliais migratorias, que iniciem um novo broto
vascular. Defeitos na migracdo de células endoteliais foram entretanto associados & sobre-
expressao de DI14 em cultura de células HUVEC (Williams, et al., 2006).
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Estes defeitos migratorios podem ser defeitos intrinsecos a via Notch ou podem
reflectir interacgdes com o funcionamento de outras vias, como a via VEGF.
Independentemente da origem, estes defeitos podem ser associados a defeitos na maturagao
do endotélio e a defeitos na matriz extracelular.

Para avaliar a maturacdo do endotélio estudou-se a presenca de SMA (actina de
musculo liso) a volta do endotélio arterial. Este marcador de masculo liso pode revelar se o
recrutamento de pericitos esta afectado nos embrides DT. E possivel detectar SMA no
miocardio embrionario a partir dos 8,5 dpc, mas esta proteina s6 comeca a surgir a volta do
endotélio das AD aos 9,5 dpc. Nos embriGes DT ndo se detecta SMA a volta do endotélio das
AD até ao momento da sua morte, no entanto como o surgimento deste marcador s6 ocorre
quando os embribes DT j& comecam a demonstrar deterioracdo e apoptose pode ndo ser
indicativo da existéncia de um defeito no recrutamento de pericitos.

Para avaliar o estado da matriz extracelular estudou-se a presenca de Fibronectina e
de Laminina, dois componentes comuns da matriz extracelular. Nos embrides DT observamos
um aumento acentuado na marcacdo para Fibronectina, um dos maiores constituintes da
matriz extracelular, a volta das AD, em relacdo aos embrifes controlo. Em relagdo a Laminina
0 aumento ja foi mais subtil mas nota-se uma deposicdo continua a volta das AD enquanto
nos embrides controlo encontramos Laminina de forma descontinua a volta das AD. Estes
resultados podem indicar um de dois cenarios possiveis, que as células endoteliais secretam
mais proteinas da matriz extracelular ou menos proteinas degradadoras de matriz. Este
resultado ajusta-se ao resultado obtido anteriormente que referia que as células endoteliais
arteriais tém menor capacidade na migracao celular.

A disponibilidade de anticorpos para DIlI4 permitiu a realizacdo de um estudo a
distribuicdo da proteina DIl4 nas células endoteliais das AD. Este estudo nunca havia sido
feito, sendo que até a0 momento os Unicos dados da expressdo de DII4 séo referentes ao seu
ARNmM e ao reporter lacZ expresso nos mutantes de perda de funcdo para DIl4, sob influéncia
do seu promotor enddgeno. Sabe-se que 0s membros da via Notch sdo sujeitos a varios passos
de regulacdo pos-traducional e regulacdo de disponibilidade a membrana (Le Borgne, 2006).
E por isso bastante provavel que DII4 seja também um alvo de regulacdo e que essa regulaco
seja elucidativa do seu modo de funcionamento no endotélio, algo que ainda ndo foi
elucidado.

Os resultados indicaram que DII4 esta presente na membrana celular de todas as
células endoteliais das AD. No entanto DII4 ndo esta presente de igual modo em todas essas
celulas. Existe uma marcacdo mais forte na face das AD que esta virada para o tubo neural e

regido dorsal do que na face oposta. Esta marcacdo também estd associada a existéncia de
159



menos DIlI4 vesicular na face das AD que est4 virada para o tubo neural e regido dorsal do que
na face oposta.

Estes resultados indicam que ha mais DII4 disponivel para sinalizacdo na face das
AD que esté virada para o tubo neural e regido dorsal, portanto na face que esta sujeita aos
gradientes de factores de crescimento e atractores provenientes do tubo neural e outras
estruturas dorsais (Hogan, et al., 2004). Sendo que os dados apresentados anteriormente
indicam DII4 como sendo um regulador negativo da sinalizagdo derivada desses factores
dorsais, como VEGF e ligandos Slit, por exemplo, faz sentido que DII4 esteja mais disponivel
para sinalizar na face mais exposta a esses factores.

A presenga de DIl4 em todas as células endoteliais das AD indica que a sua fungéo
neste sistema ndo deve estar ligada a segregacdo de uma possivel subpopula¢do, como é o
caso com as células ponta na vasculatura das retinas (Hellstrom, et al., 2007, Lobov, et al.,
2007, Suchting, et al., 2007). Inicialmente a sua funcéo é a de iniciar a identidade arterial nas
células endoteliais das AD, ao activar Notchl e 4 ai, por oposi¢cdo as VCA, onde ndo havendo
expressdo de DII4 a via Notch € desligada por Coup-TF2 (You, et al., 2005). Apos esta fase €
provavel que a sua funcdo seja principalmente regulatoria, provavelmente actuando em todas
as células endoteliais das AD de igual forma. Esta forma de sinalizacdo pode ser classificada

como indutiva, pois ndo esta envolvida na segregacao de uma populacao a partir de outra.

160



Capitulo 4 — Sobre-expresséao endotelial de dll4

4.1 — Objectivos

Apds a confirmacdo da importancia da funcdo de DII4 no desenvolvimento vascular,
com a sobre-expressao ubiqua de DIl4, a proxima fase do estudo seria a analise do efeito da
sobre-expressao de DIl4 especifica ao endotélio. Este estudo permitiria discernir se o fenétipo
descrito no Capitulo 3 reflecte um efeito de DII4 autonomo do endotélio, ou ndo-autbnomo.

A primeira fase deste trabalho seria completa com o cruzamento da linha Z/EG-DIl4
com linhas de murganhos com expressédo endotelial de Cre. A dificuldade de obter uma
frequéncia de recombinacdo endotelial aceitdvel neste sistema, e por isso um fenotipo
endotelial, levou a que procurassemos meios alternativos de atingir este objectivo. Com esse
novo método, a linha tetO+-DII4, seria possivel distinguir entre a possibilidade de a auséncia
de fendtipo ser resultado de um problema no funcionamento das linhas Cre endoteliais ou do
facto de o fenotipo obtido com a sobre-expressdo ubiqua ser ndo-autonomo ao endotélio. Para
isso produziriamos uma nova linha de murganhos transgénicos, baseada no sistema tet-on,
que nos permitiria ter um sistema transgenico regulavel no tempo e espaco e em dose,
manipulando a dose do indutor doxiciclina.

Embriées com sobre-expressdo de DII4 especifica ao endotélio seriam analisados em
relacdo a eventos vasculogénicos e angiogénicos, procurando se os fenotipos vasculares e
celulares observados nos embriGes com sobre-expressdo ubiqua de dll4 se repetiam neste

contexto.

4.2 — Materiais e métodos

4.2.1 - Material de origem animal:
- Embrides de ratinho: Analisaram-se embrides resultantes de diversos cruzamentos.

Foram analisados embrides resultantes de varios cruzamentos:
e Cruzamento de fémeas de ratinho da linha Tiel-Cre (Gustafsson, et al., 2001),

linha consaguinea com fundo genético C57/BL6, com machos da linha Z/EG-
Dll4.
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e Cruzamento de fémeas de ratinho da linha Tie2-Cre (Kisanuki, et al., 2001),
linha ndo consaguinea com fundo genético hibrido entre C57/BL6 e CD1, com
machos da linha ROSA26R (Soriano, 1999), linha consaguinea com fundo
genético C57/BLS.

e Cruzamento de fémeas de ratinho da linha Tie2-Cre (Kisanuki, et al., 2001),
linha ndo consaguinea com fundo genético hibrido entre C57/BL6 e CD1, com
machos da linha Z/EG-DII4.

e Cruzamento de fémeas de ratinho da linha FIk1-Cre (Motoike, et al., 2003),
linha ndo consaguinea com fundo genético hibrido entre C57/BL6 e CD1, com
machos da linha Z/EG-DII4.

e Cruzamentos de fémeas de ratinho da linha Tie2-rtTA-M2, linha consaguinea
com fundo genético C57/BL6, com machos da linha TetO7-DIl4/Tie2-rtTA-
M2, linha com fundo genético hibrido entre C57/BL6 e FVB.

4.2.2 - Estabelecimento de bactérias DH5a competentes.

Para que sejam capazes de ser transformadas, interiorizando os plasmideos de
interesse, ¢ necessario que as bactérias estejam ‘“competentes” a incorporar esse ADN
estranho. A competéncia € o estado fisiologico que leva a que as bactérias possam adsorver
ADN livre, protegé-lo das nucleases e incorpora-lo no seu citoplasma.

Um dos metodos de tornar células competentes é o tratamento com solugdes frias de
catides di- e multi-valentes, especialmente Ca?*, na fase de crescimento exponencial precoce.
O mecanismo de entrada do ADN nas células ndo é ainda bem conhecido, supde-se que 0s
catibes presentes nas solucdes de competéncia formardo complexos com os fosfolipidos
negativamente carregados das biomembranas, neutralizando parte dessas cargas, 0 que
facilitard a entrada da molécula de ADN pois esta, devido ao seu esqueleto fosfatado, tambem
tem uma carga global negativa. Uma hipdtese que tem grande aceitacdo € a de que a presenca
de elevadas concentracdes de Ca?*, no inicio da fase estacionaria de crescimento, activa uma
via que leva a acumulacdo de polihidroxibutirato nas membranas, o que leva ao abrir de
buracos na membrana externa, deixando a membrana interna disponivel.

O grau de competéncia depende bastante das condi¢des de armazenamento antes e

depois de serem tornadas competentes. Para iniciar o protocolo de inducdo de competéncia

faz-se um riscado numa placa de LB agar a partir de um stock de E. coli DH5a e deixa-se a

incubar durante a noite a 37°C. No dia seguinte transferem-se 4 ou 5 coldnias bem isoladas
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(cada uma com 1-2 mm), para 1mL de SOB. Em seguida dispersam-se as coldnias vortexando
a baixa velocidade ou pipetando. Esta suspensdo é entdo diluida em 50mL de SOB num
erlenmeyer de 1L (para garantir o arejamento). Coloca-se o erlenmeyer numa incubadora
orbital a 37°C e 200rpm até a cultura atingir uma Agoo entre 0,4 e 0,6, altura em que a cultura
atingiu o pico da fase exponencial de crescimento.

A partir desse ponto é essencial manter as bactérias, material de vidro e plastico e
solugdes no gelo, para garantir a melhor eficiéncia no processo.

Apds atingirem a fase exponencial de crescimento as bactérias sdo transferidas para
um tubo de polipropileno de 50mL e colocadas no gelo para arrefecerem. Ap6s 10 minutos a
cultura é centrifugada a 4000g durante 10 minutos a 4°C. Remove-se 0 sobrenadante e deixa-
se 0 tubo numa posicao invertida durante um minuto para garantir que todo o meio escorra. O
precipitado é ressuspendido em 20mL de FSB frio e colocam-se as células no gelo durante 10
minutos. Em seguida volta-se a centrifugar a suspensdo celular nas mesmas condi¢des que
anteriormente. Remove-se 0 sobrenadante e deixa-se escorrer os restos de FSB deixando o
tubo numa posicéo invertida durante um minuto. Em seguida ressuspende-se o0 precipitado em
4mL de FSB e adiciona-se 140uL. de DMSO (Sigma #D-5879). Agita-se gentilmente a
suspensdo e guarda-se no gelo durante 15minutos. Adiciona-se 140uL. de DMSO pela
segunda vez e volta-se a agitar gentilmente a suspensdo. Guarda-se a suspensdo no gelo
durante 15 minutos. Em seguida coloca-se aliquotas de 50ulL em tubos eppendorf previamente
arrefecidos. Estes sdo congelados rapidamente por imersdo em azoto liquido e guardados de
seguida no congelador a -80°C.

A eficiéncia deste método foi estimada pela avaliacdo da eficiéncia de transformacéo,
em que se contabiliza o nimero de CFU (unidades formadoras de coldnias) que crescem em
meio selectivo (suplementado de ampicilina) apos um processo de transformac¢ao com Iug de
ADN plasmidico (que contém o gene de resisténcia a ampicilina). Esta metodologia permitiu

a obtencdo de bactérias com uma competéncia da ordem de 10°CFU/ug.

4.2.3 - Transformacao de bactérias

O factor mais limitante para uma transformacdo € o nUmero de bactérias competentes
numa dada suspensdo. A quantidade de ADN usada ndo deve ser excessiva para que ndo
ocorra a entrada de mais do que um plasmideo por bactéria. Para além da competéncia das
bactérias, também o tamanho do plasmideo influi na eficiéncia de transformacéo, sendo que

esta diminui linearmente com o aumento do tamanho do plasmideo.
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Para se obter um méximo de eficiéncia, o ADN transformante devera estar livre de
proteinas, fenol, etanol e detergentes.

A transformacdo de bactérias E. coli DH5a fez-se pelo método do choque térmico a
42°C. Para tal adicionou-se 10ng de ADN plasmidico a aliquotas de 50ul de bactérias
competentes recentemente descongeladas (a descongelacdo deve ser lenta, por isso efectua-se
no gelo). Estas sdo incubadas em gelo durante 30 minutos e em seguida sdo colocadas num
banho-maria a 42°C durante 45 segundos, o que permite a entrada do ADN plasmidico nas
células bacterianas por aumentar a fluidez das membranas. Em seguida estas sdo colocadas no
gelo durante 3 a 5 minutos. Findo este tempo, adiciona-se 950uL. de SOC ¢ incuba-Se com
agitacdo a 37°C e 200rpm durante uma hora. Este periodo tem por objectivo permitir as
bactérias recém transformadas comecarem a expressar 0 gene que confere resisténcia a
ampicilina, que funciona como marca de seleccdo. No final desse periodo plagueiam-se 50 a
100puL da mistura de transformagdo em placas de LB agar suplementado com ampicilina
numa concentragao final de 100ug/mL, de modo a permitir a selec¢do dos transformantes. As

placas sdo incubadas a 37°C durante a noite.

4.2.4 - Clonagem em vectores plasmidicos

Inicia-se este protocolo amplificando em bactérias 0 ADN plasmidico do vector em
que se pretende clonar. Este ADN é depois extraido por MidiPrep, como ja descrito
anteriormente. Em seguida este plasmidio é quantificado por espectrofotometria e faz-se
restricdo de 20ug de ADN com a enzima de restricdo pretendida, ou as enzimas pretendidas,
segundo as instrucdes dos fabricantes. Apos se ter verificado que a restricdo esta completa,
por electroforese de uma aliquota em gel de agarose de 1%. Em seguida o ADN é precipitado
com adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto e 1/10 de volume em acetato de so6dio 3M pH
5,2. Esta mistura € vortexada durante 20 segundos e em seguida € colocada a -20°C durante
duas horas. Apds este tempo a amostra é centrifugada a 13000rpm, durante 30 minutos numa
microcentrifuga refrigerada. Remove-se 0 sobrenadante e adiciona-se 1ml de uma solucéo
com 70% etanol em &gua bidestilada, colocando de seguida a amostra a centrifugar a
13000rpm durante cinco minutos. Apos a centrifugacdo remove-se 0 sobrenadante e deixa-se
a amostra secar ao ar durante 10 a 20 minutos e em seguida ressuspende-se 0 ADN num
volume apropriado de agua bidestilada.

Antes da fase de ligacdo do fragmento de ADN ao vector linearizado € necessario

desfosforilar o plasmidio. Este passo tem por funcdo limitar a capacidade de religagédo
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autobnoma do plasmidio linearizado, facto que limitaria a capacidade das moléculas de
plasmidio se ligarem aos fragmentos de ADN. Este passo é executado de forma diferente
consoante as enzimas de restricio usadas gerem cadeias de ADN com extremidades 5’
protrudentes ou 5’ recedidas ou extremidades cegas. No caso das extremidades 5’
protrudentes incubam-se as amostras com 0,1U de CIAP (fosfatase alcalina de intestino de
vitelo) (Promega M182A) durante duas vezes 30 minutos. No caso das extremidades 3’
protrudentes ou extremidades cegas incubam-se as amostras duas vezes com 0,1U de CIAP a
37°C durante 15 minutos e 56°C durante 15 minutos. Em seguida as amostras séo lavadas em
coluna de Qiagen QIAquick Gel extraction kit, segundo instru¢fes do fabricante para limpeza
de ADN.

O fragmento de ADN a introduzir é preparado por restricdo de ADN com as enzimas
apropriadas de forma a libertar o fragmento pretendido de forma inequivoca. Apés se obter
uma restricdo completa, carrega-se a amostra inteira em gel de agarose, colando 0s pogos
necessarios de forma a poder acomodar o volume de reaccdo. Apos se ter obtido uma
migracao suficiente para que consiga distinguir bem a banda pretendida, coloca-se o gel num
transiluminador de baixa intensidade e remove-se o fragmento de agarose que contém a banda
pretendida. Em seguida os fragmentos de agarose sdo processados pelo Qiagen QIAquick Gel
extraction kit, para obter o fragmento de ADN pretendido.

Apos se ter obtido o fragmento de ADN e o vector de clonagem é preciso estimar a
concentracdo de ADN de ambos, o que é feito por espectrofotometria.

A ligacdo do fragmento de ADN ao vector de clonagem € executada ao colocar ambos
na mesma solucédo e adicionar 1U de Ligase de ADN de bacteriofago T4 (Promega M180B),
em solucdo tamponada especifica, indicada pelo fabricante. Existem dois factores importantes
na preparacdo de uma reaccao de ligacdo, o racio entre moléculas de vector e moléculas de
fragmento de ADN e a temperatura de incubacdo. Estes dois factores sdo alterados consoante
a ligacdo seja efectuada entre moléculas com extremidades coesivas ou cegas e consoante a
dificuldade da ligacao.

A decisdo do racio entre quantidade de fragmento de ADN e vector de clonagem é

feita com recurso a seguinte formula:

ng de vector xteamaenho de fragmento (Kb) frogmento

¥ racio molar de = ng de vector

tamanho do vector (Kb) vector

A temperatura de reaccgdo varia consoante o tipo de extremidades em reacgéo. No caso

de serem extremidades coesivas a reaccdo decorre a 16°C durante a noite e no dia seguinte
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transforma-se o resultado em bactérias competentes. No caso de as extremidades serem cegas
a reaccdo decorre a 22°C durante a noite e no dia seguinte transforma-se o resultado em
bactérias competentes.

Nestas experiéncias faz-se sempre um controlo negativo da reaccdo, que é igual a
reaccao experimental mas em que nédo se adiciona o fragmento de clonagem. Normalmente a
mistura de ligacéo é determinada de L1 e a mistura de controlo é determinada de LO.

Nestas experiéncias usou-se sempre entre 100 e 200ng de ADN vector, e a quantidade
correspondente ao réacio calculado em fragmento de ADN a clonar, num volume final de 10ul.

4.2.4.1 - Teste rapido de recombinacgéo

Apos as misturas de ligacdo terem sido transformadas em bactérias competentes, é
necessario testar as colonias resultantes para a presenga da forma recombinada do vector de
clonagem, que inclui a integracdo do fragmento de ADN, por oposi¢do a presenca da forma
ndo recombinada, correspondente apenas a religacao do vector de clonagem.

Inicialmente prepara-se uma placa de LB agar (Sigma L2897) com 100ug/ml de
ampicilina, que é separada em quadricula, de forma a comportar dezenas de riscados por
placa. Em seguida contam-se as colonias nas placas LO e L1, se 0 nimero de colonias for
semelhante entre as placas entéo a probabilidade é alta para que todas as coldnias na placa L1
ndo sejam recombinantes. Se 0 nimero de coldnias for superior na placa L1 do que na placa
LO entdo é provavel que na placa L1 existam colénias com o vector recombinado. Quanto
maior for a diferenca entre o namero de colonias nas placas LO e L1 e quanto menor for o
namero de colonias na placa LO, menos coldnias precisam ser verificadas pelo seguinte
métodos de rastreio.

Picam-se as coldnias das placas de transformacdo LO, apenas uma coldnia, € 0 nimero
desejado de coldénias L1, uma a uma, com o auxilio de uma ponta de micropipeta de 200pl,
para o fundo de um tubo eppendorf marcado, onde se faz um riscado e de seguida para a
quadricula correspondente na placa de isolamento, que € colocada em estufa a 37°C.

Adiciona-se 25ul de 0,1M EDTA pH8 e vortexam-se o0s tubos até se ressuspenderem
as bactérias dos riscados no tubos. Adiciona-se 25ul de solucdo de cracking (0,2M NaOH,
0,5% SDS, 20% sacarose, em agua bidestilada) e vortexam-se as amostras durante dez
segundos. Colocam-se as amostras durante cinco minutos a 70°C e em seguida adiciona-se

4ul de 4M KCI e 4ul de tampéo de carregamento (40% de sacarose, 2,5mg/ml de azul de
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bromofenol em tampdo TAE — 40mM Tris, 20mM de &cido acético e 1mM de EDTA, em
agua bidestilada) e vortexam-se as amostras. Em seguida as amostras sdo colocadas em gelo
durante cinco minutos e depois sdo centrifugadas a 13000 rpm, em microcentrifuga de
bancada, durante trés minutos. Corre-se 20 a 30pul de sobrenadante em gel de agarose a 1%,
de forma a separar as formas superenroladas dos plasmidios.

A partir dos resultados da electroforese seleccionam-se os clones que tenham uma
banda de ADN plasmidico de tamanho superior ao registado pela amostra retirada da placa
LO, indicando que possivelmente resultam da recombinagdo do vector de clonagem e o
fragmento. Esses clones sdo recuperados da placa de isolamento e colocados em cultura para
realizacdo de minipreps e posterior confirmacdo da integracdo do fragmento no vector de

clonagem por analise de padréo de restricdo e sequenciacdao de ADN.

4.2.5 - Microinjeccao pronuclear

O vector linearizado, e com as sequéncias bacterianas removidas, € diluido a 2-
3ng/ul em tampéo de injeccdo (10mM Tris-HCI pH7,5, 0,1mM EDTA pH8). O ADN vector
foi preparado e purificado de acordo com o mesmo protocolo usado para microinjeccao
pronuclear de Z/EG-DII4.

Para obter grandes quantidades de embrifes, superovulam-se fémeas da estirpe
consaguinea FVB/N, como descrito anteriormente, e cruzam-se com machos reprodutores. A
meio do dia seguinte, recolhem-se zigotos da regido da ampulla do oviduto. Os zigotos sdo
tratados com hialuronidase (Sigma H4272), para remover as células cumulus, depois sédo
lavados duas vezes em meio M2 e armazenados em meio M16 a 37°C em estufa com 5% de
CO..

Removem-se 10 a 20 zigotos de cada vez, da estufa, para a placa de
micromanipulacdo. Os zigotos sdo microinjectados individualmente. Prende-se um zigoto, por
aspiracdo, e usa-se uma pipeta de injeccdo para injectar 1-2pl de ADN vector no prontcleo
masculino. Este processo é repetido para todos os zigotos na placa de microinjeccdo. Em
seguida os zigotos sdo colocados de novo na estufa e transferem-se novos para a placa de
microinjeccdo. No fim deste processo escolhem-se o0s zigotos que sobreviveram ao
procedimento de microinjeccao e sdo transferidos para o oviduto de fémeas pseudo-gestantes

com 0,5 dpc, em grupos de 10-15 zigotos por cada lado.
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4.2.6 — Administracao de doxiciclina

Nos cruzamentos com linhas baseadas no sistema tet, a doxiciclina (Sigma D9891)
foi administrada as fémeas gestantes a partir dos 5,5dpc, na &gua, a 4 mg/ml. As garrafas de

agua foram envoltas em aluminio e a solugdo renovada todos os dias.

4.3 — Resultados

4.3.1 - Cruzamento da linha Z/EG-DII4 com linhas Cre endoteliais

De modo a obter um fenétipo resultante da sobre-expressao de DII4 s6 no endotélio
recorremos a linhas de murganhos com expressao endotelial da recombinase Cre.

Obtivemos trés linhas de murganhos com expressdo endotelial de Cre, Tiel-Cre
(Gustafsson, et al., 2001), Tie2-Cre (Kisanuki, et al., 2001) e FIk1-Cre (Motoike, et al.,
2003).

Testdmos o cruzamento de varias linhas Z/EG-DII4, produzidas por agregacdo de
marulas e por microinjeccao pronuclear, com as varias linhas Cre especificas do endotélio que
possuiamos, quer em heterozigotia como em homozigotia de ambos loci.

Cruzamentos em que sO resultassem duplos heterozigdticos simples (verificado por
PCR) nunca deram origem a embrides com fluorescéncia detectavel no endotélio e logo nunca
surgiram defeitos vasculares.

Os melhores resultados foram obtidos quando se usou a linha Tie2-Cre e em
cruzamentos que dessem origem a embrifes com homozigotia do alelo Cre. Nesses casos
surgiram embrides que, inteiros, tinham uma expressdo endotelial dispersa de EGFP. Quando
se analisava a expressao de EGFP em criosecgdes, por imunofluorescéncia (ver 3.2.8),
confirmava-se que a expressao era restrita apenas a algumas células endoteliais das aortas e

que, dependendo do embrido analisado, poucas ou nenhuma célula endotelial das veias

168



cardinais expressava na realidade EGFP. Tal como anteriormente, ndo se observaram defeitos
vasculares nos embriGes com o endotélio fluorescente.

A analise estatistica feita a seis embrides DT (Tie2-Cre x Z/EG-DII4) revelou que
apenas 21,2% das células endoteliais arteriais apresentavam recombinacdo mediada por Cre, e
por isso sobre-expressdo de DII4. Em relacdo as VCA, apenas 3,6% das células endoteliais

venosas apresentavam recombinacdo mediada por Cre.

Figura 66 - Resultado de imunofluorescéncia para GFP (verde) em embriées DT para Tie2-Cre e Z/EG-DII4 a E8.75. A) Imunofluorescéncia
para GFP indica a presenca de 6/26 células positivas nas aortas dorsais e 0/23 células nas veias cardinais B) Imunofluorescéncia para GFP
indica a presenca de 4/24 células positivas nas aortas dorsais e 4/29 nas veias cardinais. C) Imunofluorescéncia para GFP a indicar a presenca
de 3/24 células positivas nas aortas dorsais e nenhuma nas veias cardinais (0/22). D) Imunofluorescéncia para GFP a marcar 7/11 células
positivas na aorta dorsal mas nenhuma na veia cardinal (0/10). AD, aorta dorsal; VCA, veia cardinal anterior.

Para confirmar a actividade da linha Tie2-Cre, esta foi cruzada com a linha reporter
ROSA26R (Soriano, 1999) e fez-se coloracdo com X-Gal dos embribes DT para este
cruzamento (ver 2.2.14). O resultado serve como reporter de actividade do transgene Cre na
linha Tie2-Cre e indicou que a eficiéncia de recombinacdo ndo é total. Observou-se coloracdo
no endotélio mas com um padrdo incompleto quando comparado com embrifes marcados
para PECAM por imunohistoquimica (ver 3.2.13). As VCA apresentam muito pouco sinal

positivo e 0s vasos arteriais apresentam uma marcacao discontinua e ndo muito forte.
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Figura 67 — EmbriGes DT para Tie2-Cre e Rosa26 reporter com coloragdo com X-Gal e imunohistoquimica para PECAM. A) Coloragédo com
X-Gal revela um padréo vascular incompleto, quando comparado com imunochistoquimica para PECAM em embrides da mesma ninhada (B).
Nota-se, por exemplo a falta de marcagéo nas VCA (setas verdes e um padrdo muito descontinuo nos grandes vasos arteriais do tronco,
aortas dorsais (setas vermelhas) e artérias dos arcos branquiais (setas azuis). B) Imunohistoquimica para PECAM . C) Coloracdo com X-Gal,
aproximacdo da regido cefalica e ao nivel do tracto de entrada do coracéo, confirmando o padréo disperso de marcagédo com X-Gal, quando
comparado com imunohistoquimica para PECAM em embriGes da mesma ninhada (D). D) Imunohistoquimica para PECAM.

A analise dos embries DT para Tie2-cre e Z/IEG-DII4 foi feita até aos 14.5 dpc, em
que se observava claramente EGFP num subgrupo de células endoteliais dos capilares
superficiais, mas nos quais ndo se conseguiu observar qualquer deficiéncia vascular,

alteracdes ao nivel da ramificacdo ou atraso no desenvolvimento dos embrides DT em si.

170



Figura 68 - Resultado de imunofluorescéncia para PECAM (vermelho) e GFP (verde) em membros anteriores de embrides DT para Tie2-Cre
e Z/IEG-DII4 e controlo. A) sinal resultante da marcagdo dos vasos sanguineos superficiais de dedos de embrido controlo com anticorpo para
PECAM. B) composito com o sinal combinado da fluorescéncia de ambos anticorpos mostrando que a expressdo de GFP é especifica do
endotélio mas ndo marca todas as células endoteliais em embrides DT para Tie2-Cre e Z/EG-DII4. C) sinal resultante da marcagédo com o
anticorpo para GFP em dedo do embri&o representado em B). D) sinal resultante da marcagdo com o anticorpo para PECAM em dedo do
embrido representado em B).

A

Figura 69 - Resultado de imunofluorescéncia para PECAM (vermelho) e GFP (verde) em membros posteriores de embrides DT para Tie2-
Cre e ZIEG-DII4 e controlo. A) sinal resultante da marcagdo de dedos de embrides controlo com anticorpo para PECAM. B) compésito com
o sinal combinado da fluorescéncia de ambos anticorpos mostrando que a expressdo de GFP é especifica do endotélio mas ndo marca todas
as células endoteliais em embrides DT para Tie2-Cre e Z/EG-DII4. C) sinal resultante da marcagdo com o anticorpo para GFP em dedo do
embrido representado em B). D) sinal resultante da marcagdo com o anticorpo para PECAM em dedo do embrido representado em B).

Analisou-se 0 nimero de capilares presentes na rede vascular dérmica de dedos de
embrides controlo e DT e os resultados indicaram que ndo existe uma diferencga significativa
entre os dois. A andlise do nimero de vasos positivos para GFP indicou que, em média,

apenas 32% dos vasos capilares apresentam recombinagdo mediada por Cre.
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Figura 70 - Resultado de imunofluorescéncia para PECAM (vermelho) e GFP (verde) em membros anteriores de embrides DT para Tie2-Cre
e ZIEG-DIl4. A) Vasculatura superficial de dedo de embrido controlo, pontos brancos marcam os locais de ramificagdo vascular. B)
Vasculatura superficial de dedo de embrido DT, pontos brancos marcam os locais de ramificagdo vascular. O nimero de pontos de
ramificacdo na area determinada (quadrado branco) é igual a 56 no embrido DT e no controlo. C) Dupla imunofluorescéncia para PECAM e
GFP em dedo de embrido DT. D) Dupla imunofluorescéncia para PECAM e GFP em dedo de embrido, pontos vermelhos representam
capilares positivo apenas para PECAM, pontos verdes representam capilares positivos para PECAM e GFP. Este resultado indica que apenas
32% dos capilares superficiais sdo positivos para GFP.

4.3.2 - Producao de uma linha de ratinhos transgénicos com sobre-
expressao condicional indutivel de Dll4

O facto de as linhas Z/EG-DII4 e/ou as linhas Cre obtidas até a0 momento néo terem
sido capazes de gerar uma boa eficiéncia de recombinagdo nos cruzamento para obtencdo de
sobre-expressdo especifica de DIl4 fez-nos pensar em técnicas alternativas para obter sobre-
expressdo condicional de um gene. O melhor sistema alternativo € possivelmente o sistema
indutivel pela tetraciclina (Belteki, et al., 2005), sendo actualmente, de longe, o sistema mais
usado para obtencdo de linhas de murganhos transgénicos (Mallo, 2006). O facto de este
sistema ndo ser dependente de recombinacdo faz com que seja mais adaptavel para uso em
adultos, por ser reversivel. E bastante sensivel & presenca da doxiciclina, bastando para
variantes mais recentes de rtTA, 10 ng/ml para produzir uma inducgéo robusta. No seu ponto
de saturacdo conseguem aumentar até 100000x o nivel de expressao de um gene (Urlinger, et
al., 2000).

O ADNCc de DIl4 foi excisado com a enzima de restricdo Xhol do vector pBS-DL4 e
as extremidades foram preenchidas para formar extremidades cegas. Este fragmento foi
clonado no local EcoRV do vector p(tetO;)-CMV-bGH, gentilmente cedido pelo Doutor J.A.
Whitsett (Division of Pulmonary Biology, Cincinnati Children’s Hospital Medical Center).

Alternativamente criou-se também um vector de transgénese onde se clonou o
fragmento DIl4-IRES-GFP, encontrado no vector Z/EG-DII4. Este sistema tem a vantagem de
conter um reporter de expressdo, que permite confirmar a ocorréncia de activacdo de

expressao.
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Figura 71 — Esquema do vector tetO7-DIl4. Estéo indicados os locais de restricdo localizados nas fronteiras dos médulos funcionais do

vector.
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Figura 72 — Esquema do vector tetO7-DIl4-IRES-GFP. Estdo indicados os locais de restri¢do localizados nas fronteiras dos médulos
funcionais do vector.
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4.3.2.1 — Microinjeccéao pronuclear de pTetO+-Dll4

Partiu-se de 10ug de ADN vector, que se restringiu com Ascl, de modo a remover as
sequéncias bacterianas. Correu-se o resultante em gel de agarose e separou-se a banda de
3,1Kb, tal como foi descrito anteriormente. A banda de gel foi entdo processada pelo sistema
Qiagen Qiaquick Gel extraction kit, usando cerca de 400mg de agarose por coluna e o ADN
foi eluido em 30pl de TE estéril. A concentracdo de ADN foi medida por espectrofotometria e
estimada a 150ng/ul. No dia da microinjeccdo o ADN vector foi diluido a 2-3ng/pl em
tampdo de injeccao.

O trabalho de microinjec¢do pronuclear foi realizado no Laboratério de manipulacdo
embrionaria da Seccdo de Reproducdo e Obstetricia da Faculdade de Medicina Veterinaria. A
execucdo deste protocolo na Faculdade de Medicina Veterinaria foi possivel devido a
aquisicdo de um novo microscopio invertido associado a um micromanipulador.

Deste procedimento nasceram vinte murganhos, com fundo genético fixo da estirpe
FVB/N, dos quais dois eram transgénicos, uma fémea (2.2) e um macho (1.9).

A linha de murganhos transgénicos TetO7-DII4IRESGFP ainda ndo foi produzida.

4.3.2.2 - Andlise do efeito da sobre-expresséo endotelial de dll4 no
desenvolvimento vascular embrionario

Para atingir o objectivo de sobre-expressar DII4 especificamente no endotélio,
cruzamos as linhas TetO;-Dll4 2.2 e 1.9 com a linha de ratinhos Tie2-rtTA-M2, uma gentil
oferta do Doutor Urban Deutsch, Theodor Kocher Institute, Universidade de Berna. Esta
linha, ja baseada numa versdo com sensibilidade melhorada da rtTA (Urlinger, et al., 2000),
permite que sO ocorra sobre-expressdo de DII4 em células endoteliais, se houver doxiciclina
no organismo.

Para que se obtivessem embriGes com sobre-expressdo endotelial de DII4 (Dll4e)
cruzaram-se machos duplos transgénicos para TetO7-DIl4 e Tie2-rtTA-M2, com fémeas Tie2-
rtTA-M2. Esta decisdo prendeu-se com a alta probabilidade de se obterem defeitos vasculares
placentarios, resultantes da administracdo de doxiciclina a fémeas gestantes, duplas
transgénicas para TetO;-Dll4 e Tie2-rtTA-M2. A estratégia adoptada baixa a frequéncia de
embrides duplos transgénicos para TetO-,-DIl4 e Tie2-rtTA-M2, mas garante que os defeitos

observados seriam apenas derivados da sobre-expressao de DI14 nos embrides e ndo nas maes.
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Para activar a expressdo do transgene TetO,-DII4, administrou-se doxiciclina as fémeas
gestantes desde o dia 5,5 dpc, na &gua de beber, ad libitum. Deste modo, a administracdo de
doxiciclina precede o inicio de expressdo do promotor Tie2 em pouco mais de dois dias,
dando tempo para que 0 organismo esteja saturado no momento em que se inicia a expressao
da rtTA.

Os embrides foram dissecados aos 9,5 dpc e rastreados por PCR, para identificar os
embribes Dll4e. Até ao momento ja se analisaram 15 embrides, tendo sido obtida uma
frequéncia de 13,15% (préximo da frequéncia Mendeliana esperada, de 12,5%).

Na primeira fase de analise realizou-se uma analise histolégica dos embrides Dll4e,
através de imunofluorescéncia em crioseccdes. Imunofluorescéncia para PECAM revelou que
os embrides Dllde tém AD hipertrofiadas e VCA ramificadas. Por sua vez,
imunofluorescéncia para DIl4 confirmou que nos embrides Dll4e, existe DIlI4 em todas as
células endoteliais, ao contrario dos embrides controlo, em que apenas se detecta DII4 nas
celulas endoteliais arteriais. Este resultado confirmou o funcionamento correcto da linha de
ratinhos TetO7-Dll4 1.9.

Figura 73 — Nos embrides Dll4e, dll4 é expresso em todo o endotélio. Imunofluorescéncia para PECAM e DII4 em criosecgOes de embrides
controlo e Dll4e. As AD de embrides DIl4e (B e C) apresentam-se hipertrofiadas, quando comparadas com embrido controlo (A) As VCA de
embrides DIl4e (B e C) apresentam-se ramificadas, enquanto no embrido controlo (A) estes vasos se encontram integros.

A analise do padrdo vascular dos embrides DIll4e em criosec¢fes também revelou a
existéncia de hipertrofia cardiaca e que a hipertrofia das AD revela maiores proporcdes na

regido posterior do embrido.

175



coracao

coragao

Figura 74 — Imunofluorescéncia para PECAM de criosec¢des de embrides Dll4e e controlo. Embrido Dll4e (B) apresentando hipertrofia

cardiaca, comparado com embrido controlo (A).

Figura 75 - Embrido Dll4e apresentando hipertrofia das AD na regido posterior. Imunofluorescéncia para PECAM de crioseccdes de
embrides DlIl4e e controlo.

Estudo de proliferacdo celular com BrdU revelaram que existe uma diminuicdo de
50% na frequéncia de proliferacdo de células endoteliais arteriais nos embriGes Dll4e,
relativamente aos embrides controlo. A contagem do nimero de células endoteliais por sec¢édo
de AD indicou gue existe um aumento de 55% nos embrides DIl4e, em relacdo aos embrides
controlo. Usaram-se trés embriGes controlo e trés embrides DIl4e para as contagens e doze

crioseccOes por embrido.
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Figura 76 — (A) Gréafico de frequéncia de proliferacdo de células endoteliais arterais. Note-se uma diminuicdo de 50% na frequéncia de
proliferagdo de células endoteliais arteriais em embrides DT, face aos embrides controlo. (B) Grafico do nimero médio de células endoteliais
por secgdo de aorta. Note-se um aumento de 55% no nimero médio de células endoteliais por seccdo de AD nos embrides DT, face aos

embrides controlo. Linhas centrais representam a amplitude de variagdo, média + desvio padréo. (A, B) p< 0,001 (Wilcoxon W).

Os embrides Dll4e recapitulam outro defeito dos embrides DT, a formacdo de

malformagdes artério-venosas entre as AD, as VCA, e 0 seio venoso do corag&o.

Figura 77 — Malformagdes artério-venosas em embrides Dll4e. Imunofluorescéncia para PECAM de criosecgdes de embrides controlo e
Dll4e. Note-se a formacdo de uma ligacdo discreta entre as AD e 0 seio venoso (SV), nos embrides Dll4e (B e C), por comparacdo ao
embrido controlo (A), em que a VCA se mantém separada da AD.

O recrutamento de células de masculo liso para a AD esta aumentado nos embriGes
Dll4e, revelando que estes embribes tém uma maturacdo acelerada das células endoteliais

arteriais.
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Figura 78 — Recrutamento de masculo liso nas aortas dorsais. Imunofluorescéncia para PECAM e SMA de criosecgdes de embrides controlo
e Dll4e. As AD dos embrides DIl4e (B) apresentam um aumento no recrutamento de células de misculo liso, por comparagdo aos embrides

controlo (A).

Tal como acontecia nos embrides DT, os embrides DIll4e tém também um aumento

na producéo de matriz extracelular rodeante as AD.

Figura 79 — Imunofluorescéncia para Fibronectina e PECAM em criosec¢des de embrides controlo e DIl4e. Note-se o aumento de producédo
de matriz extracelular ao redor da AD do embrido Dll4e (B), por compara¢do com o embrido controlo (A).
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4.4 — Discussao

Para obter sobre-expressao endotelial de DII4, por oposi¢do a sobre-expressao ubiqua
analisada até agora, decidiu-se cruzar a linha Z/EG-DII4 com uma linha de murganhos
transgénicos com expressao endotelial de Cre.

Testaram-se trés linhas de murganhos, Tiel-Cre (Gustafsson, et al., 2001), Tie2-Cre
(Kisanuki, et al., 2001) e FIk1-Cre (Motoike, et al., 2003). Quando cruzada com a linha
Z/EG-DII4 ou com a linha reporter ROSA26R (Soriano, 1999) nenhuma das linhas produziu
uma expressdo endotelial robusta da recombinase Cre. O melhor resultado foi obtido quando
se analisaram embrides DT, Z/EG-DII4*", Tie2-Cre™*. Estes embrifes revelaram uma
expressdo vascular de EGFP, embora fosse dispersa, avaliada como estando presente em
21,2% das células endoteliais das AD e apenas 3,6% das células endoteliais das VCA aos 9,5
dpc e como 32% dos capilares dérmicos aos 14,5 dpc. Estes embrides foram analisados desde
0s 9,5 dpc até aos 14,5 dpc, nunca apresentando defeitos vasculares visiveis ou mensuraveis.

O facto de ndo se terem detectado defeitos vasculares nos embriGes com sobre-
expressdo endotelial de DII4 pode ser explicado de varias formas. E provavel que seja
resultado da baixa frequéncia de recombinacdo no endotélio e que este facto esteja associado
ao modo de funcionamento de DII4, e da via Notch, no endotélio. O facto de apesar da baixa
frequéncia de células endoteliais a sobre-expressarem DIl4 ndo se ter produzido defeitos
vasculares pode indicar que havendo células endoteliais com expressdo enddgena de Dll4, o
fendtipo a produzir é suprimido ou compensado.

Comparando com os resultados obtidos com a sobre-expressdao ubiqua de DlIl4,
considerando o fendtipo visivel esperado, a falta de hipertrofia das AD pode ser explicada
pelo facto de, praticamente, ndo haver células das VCA a sobre-expressarem DIl4 e que por
isso nestes embrifes ndo existe apenas uma identidade endotelial e logo ndo aparecem fusdes
artério-venosas. O facto de haver células endoteliais arteriais que ndo sobre-expressam DIl4
também levanta a hipdtese de haver células endoteliais que ndo sofrem o efeito da sobre-
activacdo de sinalizacdo Notch e que por isso respondem normalmente aos gradientes
atractores de factores de crescimento, tendo por isso um padrdo de migracdo normal para as
regibes dorsais e compensando o defeito apresentado pelas células que acabem por sofrer 0s
efeitos da sobre-activacao localizada da via Notch.

O problema subjacente a auséncia de fendtipo pode ser intrinseco a actividade das
linhas de murganhos transgénicos com expressao endotelial de cre. Os resultados obtidos com
estas linhas foram sempre fracos e esporadicos. Sabendo que a linha CAG-Cre usada

anteriormente tem a capacidade de produzir recombinacdo em todas as células do embrido
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pode-se especular que o problema esteja na poténcia do promotor usado. Os promotores
endoteliais usados poderdo ter um nivel de expressdo mais baixo que o conjunto
promotor/enhancer, CAG. Nesse caso 0 problema pode também estar associado a capacidade
da recombinase Cre actuar em baixas concentracfes, ou seja, a sua sensibilidade.

O problema pode também estar associado ao tempo de actuacéo da recombinase Cre.
No caso da linha CAG-Cre, a expressdo de cre esta sempre ligada, desde o estadio de évulo
fertilizado. Este facto faz com que estatisticamente seja muito provavel que, por volta dos 7,5
— 8 dpc, quando se comeca a formar o sistema vascular, ja ocorreu recombinacdo na maior
parte das células do embrido, provavelmente ha varias geracdes clonais. No caso das linhas de
murganhos transgénicos com expressdo endotelial de cre a expressdo de cre comeca ao
mesmo tempo que o sistema vascular se comeca a formar e, provavelmente, com um nivel de
expressdo mais baixo que no caso da CAG-Cre. Esta pode ser a razéo para a baixa frequéncia
de células endoteliais recombinadas aos 9,5 dpc, que sobe aos 14,5 dpc, embora mantendo-se
num nivel suficientemente baixo para ndo produzir defeitos vasculares.

O facto de ndo termos conseguido obter uma sobre-expressédo robusta de DIl4 no
endotélio embrionario com o sistema Z/EG e Cre, levou-nos a procurar um método alternativo
de conseguir esse propdsito. Esse método teria de ser bastante sensivel, para que, mesmo
usando um promotor especifico do endotélio, que sendo um tecido de crescimento lento tem
niveis de expressdo basal baixos, consiga obter sobre-expressdao numa proporcao elevada de
células endoteliais, preferencialmente em 100%. O sistema escolhido foi o sistema Tet.

Produziram-se dois vectores de sobre-expressdo que diferem no facto de um deles
incorporar um sistema de repérter. Devido a limitacGes de tempo ndo foi possivel produzir
ambas as linhas de murganhos, sendo que s6 a linha de murganhos TetO7-DIl4 se encontra
produzida.

Os trabalhos de cruzamento das linhas TetO;-DIl4 com a linha Tie2-rtTA-M2
revelaram que o fenotipo de sobre-expressdo de DII4 especifica ao endotélio € idéntico ao
analisado nos embrides com sobre-expressao ubiqua de DIl4. Em ambos 0s casos, resultam
embrides com AD hipertrofiadas e com defeitos no remodelamento das VCA. A hipertrofia
das AD ¢€ causada, ndo por um aumento na taxa de proliferacdo endotelial arterial, mas sim
pela acumulacdo de células endoteliais nas AD, células que ndo iniciam, ou atrasam,
processos migratorios estimulados for factores pré-angiogénicos. Em ambas as linhas, a
sobre-expressdo de DII4 causa um aumento na producdo de matriz extracelular, um fendtipo
associado & indugdo de um estado de quiescéncia e maturacdo vascular. Os resultados da
analise ao recrutamento de pericitos também confirmam esta inducéo de maturacéo endotelial,

sendo curiosamente um fendtipo ndo observado nos embries DT. E provavel que a situacéo
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dos embrides DT seja resultado da sobre-activacdo da via Notch em células de musculo liso
0u nos seus progenitores (Domenga, et al., 2004).

Estes resultados confirmam que o fendtipo vascular analisado com os embrides DT,
revela de facto um ganho-de-funcdo auténomo ao endotélio. A linha TetO7-Dll4 fica
confirmada como sendo funcional, sendo bastante importante para uma futura analise dos
efeitos da sobre-expressdo de DII4 na homeostasia vascular de ratinhos adultos e no
desenvolvimento da vasculatura tumoral e dos tumores em si.

Os trabalhos de microinjeccdo pronuclear do vector TetO7-DI4IRESGFP ainda se

encontram em curso.
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Capitulo 5 - Analise transcriptomica

5.1 — Introducéo

A anélise do fendtipo gerado pela sobre-expressdo de dll4, apresentado nesta tese, e
pela perda de funcdo em DII4 (Duarte, et al., 2004, Gale, et al., 2004, Krebs, et al., 2004)
revelou a importancia deste gene na regulacdo da angiogénese, em que mesmo pequenas
alteracbes no nivel de expressdo deste gene tém consequéncias graves no correcto
desenvolvimento vascular embrionério. Estes factos levaram ao inicio de novas linhas de
investigacdo neste laboratorio, expandindo o interesse neste gene e na sua funcdo na
vasculatura.

O primeiro passo na expansdo da anélise da funcdo de DIlI4 na angiogénese foi a
realizacdo de uma analise transcriptomica nos embrides DT, comparada com embrides
controlo. Esta andlise, fazendo recurso da tecnologia de chips de oligonucledtidos da
Affymetrix, GeneChip, permite analisar a variagdo de nivel de expressdo de praticamente
todos 0s genes expressos em ratinhos, entre amostras. O objectivo desta analise foi determinar
0S genes que sdo activados pela sobre-activacdo da via Notch induzida pela sobre-expressdo
de DII4 no endotelio. Estes resultados tém o potencial de revelar quais os efectores da via
Notch no endotélio, quais 0os genes que sdo activados ou desactivados como resposta a
activacdo da via Notch para produzir uma determinada resposta celular e quais 0s genes que
estabelecem pontos de ligacdo com outras vias de sinalizacdo com funcdo conhecida na
angiogénese. Outro ponto de potencial interesse foi a identificacdo de novos genes que
possam ser potencialmente alvos terapéuticos, tal como DII4 entretanto se revelou (Noguera-
Troise, et al., 2006, Ridgway, et al., 2006, Scehnet, et al., 2007).

Esta andlise seria efectuada em embrides com sobre-expressao ubiqua de DIl4. Esta
escolha foi baseada em limitacbes temporais e de disponibilidade de murganhos de sobre-
expressdo de DII4 especifica ao endotélio. Como os resultados do capitulo anterior indicaram
que os defeitos vasculares observados nos embrides com sobre-expressao ubiqua de DIl4
eram autonomos ao endotélio, decidiu-se usar ARN extraido de células endoteliais isoladas de
embrides com sobre-expressdo ubiqua de DII4, e seus respectivos controlos, para esta

experiéncia.
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5.2 — Materiais e métodos

5.2.1 - Dissociacao e imunomarcacao de embrides para citometria

Recolhem-se os embrifes e separam-se conforme os grupos pretendidos para o estudo
e conforme o gen6tipo. Coloca-se os embribes em DMEM com 5% de soro fetal bovino
(Hyclone SH30070.03), a 4°C, e partem-se os embrides em trés partes, para acelerar o
processo de dissociacdo. Em seguida transferem-se os fragmentos para tubos eppendorf e
centrifuga-se durante cinco minutos a 200g, a 4°C. Remove-se o0 sobrenadante e
ressuspendem-se os fragmentos em 1ml de PBS e em seguida centrifuga-se de novo,
ressuspendendo em 500ul de uma solugdo de colagenaselll (Worthington) com 312,5U/ml.
Colocam-se os tubos a 37°C, em banho-maria durante 15 minutos, passando as células 15
vezes por uma seringa com agulha de 18G de cinco em cinco minutos, para ajudar a
dissociacao.

ApoOs o tempo de incubacdo adiciona-se 10% de soro fetal bovino em DMEM a
suspensdo celular para bloguear a actividade da colagenase. Em seguida centrifugam-se 0s
tubos e ressuspende-se as células em 800ul de HBSS (Gibco BRL 14025-050) e passa-se as
células por um filtro de nylon com poro de 40um (BD Falcon 352340), passando por
gravidade. Em seguida passa-se 400ul de HBSS pelo mesmo filtro, para o lavar, e adiciona-se
100ul de soro fetal bovino a suspensdo celular filtrada e centrifugam-se as células.
Ressuspende-se as células em 50ul de HBSS e adiciona-se 2,5ul de soro de rato (Sigma
R9759) e incubam-se as células em gelo, durante 20 minutos para bloquear as ligacdes
inespecificas. Em seguida adiciona-se anticorpo anti-PECAM acoplado a APC (BD
Pharmingen 551262), de modo a perfazer uma dilui¢do de 1:400 e incubam-se as células em
gelo, durante 30 minutos. No fim desse tempo adiciona-se 1ml de HBSS com 10% de soro
fetal bovino, para diluir o anticorpo ndo acoplado ao antigénio, e centrifugam-se as células.
As células séo resuspendidas em 250ul de PBS com 1% de soro fetal bovino e transferidas

para tubos de citometria.
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5.2.1.1 - Citometria de fluxo

Para esta analise usamos o citémetro Becton Dickinson FACScalibur, um citometro
que permite analisar até quatro marcaces independentes na amostra. Neste caso usamos
apenas trés marcacOes independentes, iodeto de propidio (PI), que marca células mortas e é
lido nos canais FL2 e FL3, EGFP, que marca as células que sobre-expressam DIl4 e é lido no
canal FL1, e anti-CD31-APC (Pharmingen), para marcar as células endoteliais e € lido no
canal FL4.

Apb6s o protocolo de dissociacdo dos embrides e marcacdo com 0 anticorpo
pretendido, as amostras foram analisadas no citometro. Por técnicas correntes de analise
citométrica definimos as caracteristicas de poténcia de cada laser, voltagem dos detectores e
de compensacdo entre os varios lasers de modo a que uma amostra de células ndo marcadas
ndo permitisse a presenca de eventos positivos para nenhum tipo de fluorescéncia. Em
seguida analisam-se as amostras com fluorescéncia, confirmando sempre que surgem eventos
positivos para a fluorescéncia esperada em cada amostra testada, PlI, EGFP e APC no caso de
amostras de embriGes DT e Pl e APC no caso de amostras controlo.

Para as contagens foram consideradas todas as células endoteliais, com fluorescéncia
no canal FL4, no caso dos embrides controlo, e as celulas que fossem duplas positivas para
EGFP, com fluorescéncia no canal FL1, e APC, com fluorescéncia no canal FL4, no caso dos

embrides DT.

5.2.1.2 - Isolamento de células endoteliais por FACS

O isolamento de células endoteliais foi executado no aparelho Cytomation MoFlo, sob
supervisdo do Dr. Alexis Gonzalez, Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras. As células
pretendidas foram determinadas da mesma forma que havia sido feito na fase de citometria de
fluxo e foram recolhidas em 500ul de tampdo RLT + 1% beta-mercaptoetanol, do kit
comercial Qiagen RNeasy (Qiagen 74104), a 4°C.
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5.2.2 - Extraccédo de ARN de células endoteliais isoladas

As células endoteliais isoladas foram lisadas e homogenizadas ao serem vortexadas
durante um minuto. Em seguida seguiu-se o protocolo do kit Qiagen RNeasy segundo as
instrucdes do fabricante, fazendo todos os passos opcionais. No fim do protocolo o ARN foi
eluido em 30pl de &gua bidestilada, fornecida no kit comercial, e congelado a -80°C até ser
usado.

5.2.2.1 - Analise da qualidade do ARN

O ARN extraido foi quantificado inicialmente num espectrofotdmetro Nanodrop.
Neste aparelho usa-se apenas 1ul de amostra para obter a quantificacdo e qualificacdo do
ARN, através da medicéo do racio de absor¢do a 260nm e 280nm, que deve ser superior a 1,8
em amostras de ARN puro, que foi 0 caso em todas as amostras testadas. Em seguida as
amostras foram entregues ao Servico de expressdo génica da Unidade de Gendmica do
Insituto Gulbenkian de Ciéncia para verificacdo da qualidade e integridade dos ARNs e
amplificacdo, marcacéo, hibridacdo com os GeneChips e leitura dos GeneChips hibridados.

As amostras foram analisadas por electroferograma num Agilent 2100 BioAnalyzer.
Os resultados obtidos das diferentes amostras que foram usadas para hibridar com GeneChips
revelaram picos correspondentes ao ARN ribossomal 28s e 18s bem definidos, com récio
superior a 1,2, que por si ndo pode ser considerado como um indicador de boa ou méa
qualidade de ARN. O BioAnalyzer calcula um valor, determinado RIN (numero de
integridade de ARN), que corresponde a uma avalizacdo da integridade da amostra de ARN.
Este valor varia entre 0 e 10, sendo que 10 corresponde a uma amostra em que todas as
moléculas de ARN se encontram intactas. Este valor é o melhor indicador de qualidade de
ARN que se pode usar. As seis amostras usadas para hibridar com GeneChips apresentavam
valores de RIN superiores a 7,5. A analise do electroferograma indica também uma estimativa
de concentracdo de ARN na amostra que se revelou mais precisa que a medi¢ao efectuada no

NanoDrop, sendo este o valor usado para os célculos seguintes.
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5.2.3 - Amplificacdo das amostras de ARN e hibridagao com
GeneChips

Apobs a seleccdo das amostras que cumprissem os critérios de quantidade (mais de
100ng de ARN total), e qualidade pretendidos, as amostras foram amplificadas pelo protocolo
de amplificacdo de amostras de pequena concentracdo da Affymetrix, Genechip two-cycle
target labelling and control reagents. Depois de amplificadas, 100 a 1000 vezes, e marcadas
com biotina as amostras foram fragmentadas, produzindo moléculas com um tamanho
compreendido entre as 35 e as 200 bases. A hibridagdo da amostra fragmentada com os
GeneChips € realizada a 45 °C, durante 16 horas, num forno GeneChip® Hybridization Oven
640 da Affymetrix. Apds a hibridacdo os GeneChips sdo lavados no aparelho GeneChip®
Fluidics Station 400 da Affymetrix e em seguida s&o lidos num GeneChip® Scanner 3000 da
Affymetrix. O trabalho realizado pela Unidade de Genomica incluiu ainda a andlise estatistica
e normalizacéo dos dados, fornecendo-nos uma lista de genes que variavam entre as amostras

de forma considerada como estatisticamente significativa.

5.2.3.1 - Controlo de qualidade dos microarrays

Antes de se proceder a andlise dos resultados, analisam-se 0s resultados dos
controlos, para verificar se a ensaio decorreu como era esperado. O primeiro consiste em
adicionar, ao ARN total, moléculas de ARN, com caudas poly-A. Estes ARN sdo transcritos
de genes bacterianos, ndo presentes em eucariotas e cuja quantidade na amostra é conhecida.
Se os passos de amplificacdo e hibridacdo decorrerem sem incidentes, deve haver uma relacéo
directa entre a quantidade de ARN inicial e a fluorescéncia detectada pelo scanner. Verificou-
se em todas as experiéncias uma relacdo aproximadamente linear, com factores de correlacao
superiores a 0,98.

Os controlos OligoB2, ja marcados com biotina, hibridam em células
alternadas a volta do chip e nos cantos (figura 3.1). O objectivo destes controlos é
simplesmente permitir alinhar a grelha que o software constrdi para analisar as imagens
obtidas.
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Figura 80 - Fotografia ilustrativa do padrdo quadriculado caracteristico formado nos quatro cantos do chip e do padrdo alternado existente ao
longo do bordo exterior, resultantes da hibridacdo do controlo Oligo B2.

Por ultimo, os chips contém conjuntos de sondas para @enes expressos
constitutivamente, como a actina ou 0 GAPDH. Os valores dos sinais medidos para as sondas
3’ ¢ 5’ de cada gene devem ser semelhantes. A razdo 3’/5° deve ser proxima de um e nunca
maior que trés, o que pode revelar a existéncia de cARN degradado, uma ineficiente
transcricdo do ADNc de cadeia dupla, ou mesmo uma ineficiente marcacdo do ARNc com
biotina.

5.2.3.2 - Normalizacao

A intensidade média global pode variar entre dois chips diferentes. Atraves do recurso
ao software dChip v1.3 (Haigh, et al., 2003), € possivel normalizar as intensidades de modo a
se poderem comparar 0s chips. E escolhido um que serve de referéncia e o programa altera os
outros de modo a ficarem com uma intensidade média global semelhante. Para isso compara
iterativamente as células com sondas PM dos dois chips, seleccionando aquelas em que as

diferencas sdo menores, que sdo utilizadas para o tracado de uma curva de normalizacéo.

5.2.3.3 - Analise dos niveis de expresséo

A determinacdo do nivel de expressdo de um gene leva em consideracdo o conjunto
dos 11 pares de sondas diferentes para esse gene. Cada sonda esta presente em quantidades
diferentes das outras, originando um perfil diferente para cada gene. Espera-se, portanto, que
a intensidade de fluorescéncia medida esteja de acordo com esse perfil. Uma célula
completamente desajustada em relacdo ao esperado é eliminada. Quanto maior for o ajuste ao
perfil, menor é o erro da medicéo. Isto permite considerar os erros provocados por hibridacdes

cruzadas.
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Os valores do nivel de expressdao de um gene num chip sdo comparados com os do
chip de controlo (neste caso os mutantes comparados com 0s normais), tendo em conta 0s
erros. Nesta fase da analise estatistica geram-se trés valores diferentes de variacdo para cada
gene, lower bound of Fc (valor minimo de variagdo significativa), upper bound of Fc (valor
maximo de variagdo significativa), average variation (valor médio de variacdo). Estes trés
valores representam uma janela de variacdo na expressdo de um determinado gene entre
amostras, tendo em conta os valores de erro associado as leituras dos diferentes pares de
sondas nas diferentes repeticoes e associado a variacoes de leitura face aos controlos internos,
positivos e negativos. Esse valor de erro é entdo somado (upper bound of Fc) ou subtraido
(lower bound of Fc) do valor de variagdo média, gerando uma janela de confianca de
variacdo. Para as comparacGes dos niveis de expressao utiliza-se o limite inferior do intervalo
(lower bound of confidence), uma vez que se estabelece um valor minimo de variagdo como
critério de seleccdo. Ao valor da variacéo é atribuido o sinal positivo ou negativo, conforme a

expressdo do gene esteja aumentada ou diminuida em relacéo ao controlo.

5.2.4 - Analise de expressao génica por PCR em tempo real semi-
quantitativo

A anélise de variacdo de niveis de expressao génica por PCR em tempo real foi
realizada em amostras de ARN idénticas as usadas para GeneChips. As amostras de ARN
foram sujeitas a0 mesmo processo de amplificacdo, até a fase de ARNCc biotinilado, estando
portanto amplificado a niveis idénticos que os usados na experiéncia de microarrays.

A primeira fase desta experiéncia envolveu o desenho de oligonucle6tidos iniciadores
especificos para os varios genes que se pretendia estudar. Os oligonucleétidos iniciadores

foram desenhados no programa Primer3, acessivel em http:/frodo.wi.mit.edu/cqi-

bin/primer3/primer3_www.cqgi, seleccionando um tamanho de amplicdo pretendido entre 80 e

120 pb, um conteido G+C entre 40 e 80%, uma temperatura de melting entre 62 e 65°C e
deixando as outras opcOes na seleccdo por defeito. Como base de trabalho usaram-se as
sequéncias de ADNCc de referéncia para Mus musculus para cada gene a testar, obtidas em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Gene.

Para produzir ADNCc fez-se recurso a uma reacc¢ao de transcricdo reversa, em que se

usaram oligonucleotidos oligo(dT)2o e oligonuclétidos hexdmeros aleatorios como pontos de
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partida para a reaccdo. Este sistema, parte do kit SuperScript Il First-strand synthesis
supermix for gRT-PCR (Invitrogen 11752-050), permite uma transcricdo reversa fiavel e
consistente de todas as moléculas de ARNc presentes nas amostras. As reac¢des foram
executadas seguindo as instrugdes do fabricante.

As reaccOes de PCR em tempo real semi-quantitativo foram realizadas com o kit
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems 4367659), segundo as instrucoes
do fabricante. O SYBR Green é um agente intercalador, fluorescente quando ligado a dupla
cadeia de DNA (Morrison, et al., 1998). A reaccdo amplificacdo de ADN é acompanhada,
medindo a fluorescéncia ao fim do passo de extensdo. Para cada amostra obtém-se um valor
de Cr, correspondente ao inicio da fase exponencial da emissdo de fluorescéncia. Este valor €
inversamente proporcional a quantidade de ADN deste gene, presente na amostra.

Usou-se o termociclador em tempo real, Applied Biosystems 7300. As condicdes de
reaccdo foram sempre 40 ciclos de 15 segundos de desnaturacdo a 95°C e um minuto de
emparelhamento e extensdo a 60°C, precedidos de um passo de desnaturagédo e activacdo da
polimerase de ADN, AmpliTag. No fim do protocolo seguiu-se um passo de desnaturacao
sucessiva a temperaturas crescentes, até que, no ponto em que as cadeias se separam, verifica-
se uma diminuicdo brusca da fluorescéncia. A temperatura a que isto acontece (Tny) esta
relacionada com o comprimento da molécula de ADN, pelo que moléculas iguais tém T,
iguais. O objectivo da realizacdo desta curva € verificar se em cada reac¢do foi amplificado
apenas um fragmento e se este foi igual em todas as reaccGes de amplificacdo de um

determinado gene.

Para todas as reaccfes usou-se 0 gene beta-actina (Suchting, et al., 2007) como
controlo interno de expressdo e avaliou-se a presenca de mais do que um produto de
amplificacdo em solucdo, indicando inespecificidade da reaccdo. Os resultados apresentados

representam reac¢es em que se formou apenas um produto de amplificacéo.
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5.3 — Resultados

5.3.1 - FACS de células endoteliais de embrides

Para realizar o estudo do padrdo de variacdo transcriptdmica resultante da sobre-
expressédo de dll4 decidiu-se produzir amostras de ARN a partir de células endoteliais isoladas
por FACS (sorteamento de células activado por fluorescéncia) de suspensbes obtidas da
dissociacdo de embrides controlo e DT com 8-10 sémitos (8,5 dpc) marcadas com anticorpo
anti-PECAM acoplado ao fluorocromo APC (Pharmingen). Decidiu-se usar embrides desta
idade pois ainda ndo tém circulagdo sanguinea activa, excluindo-se assim um factor que
poderia influenciar os resultados.

O estudo iniciou-se com a citometria de fluxo de amostras de células extraidas da
dissociacéo de embrides WT, que em média deu origem a 3x10° células por embrido de 8-10
somitos. Este processo serviu para determinar a eficacia do anticorpo no isolamento das
células endoteliais e para determinar a diluicdo de anticorpo a usar. Para tal comparam-se 0s
valores de frequéncia de células endoteliais em amostras marcadas com diferentes
concentragdes de anticorpo. Optou-se pela concentracdo mais baixa antes de comecar a baixar

a frequéncia, neste caso, 1:400.
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Figura 81 — Gréficos de pontos relativos a analise em citometria de fluxo de amostras de células extraidas, por dissociacdo, de embrides
controlo, marcadas com anticorpo anti-PECAM-APC. A esquerda, comparagio de propriedades de forward scatter e side scatter das células
da amostra. As células endoteliais sdo muito diversas em tamanho e forma, revelando uma distribuicdo lata neste grafico. Ao meio,
comparacdo dos canais de fluorescéncia FL2 e FL3. As células positivas em ambos os canais de fluorescéncia correspondem a células
mortas, sendo positivas para lodeto de Propidio, representando cerca de 5% dos eventos totais. A direita, comparagio dos canais de
fluorescéncia FL3 e FL4. As células com fluorescéncia elevada no canal FL4 sdo consideradas células endoteliais. Correspodendo a cerca de
1,66% dos eventos totais.

Os resultados indicaram que a populagdo de celulas endoteliais embrionarias tem

uma grande variabilidade de tamanho e rugosidade, determinado pelo facto de as células
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marcadas pelo anticorpo anti-PECAM terem uma distribuicdo de forward scatter (difraccéo
frontal, é proporcional ao diametro das células) e side scatter (difraccdo lateral, é proporcional
a rugosidade das células) muito lata (esta marcacdo foi confirmada num protocolo em que se
usaram dois anticorpos, anti-PECAM-APC e anti-FIk1-PE ao mesmo tempo). Deste modo
determinou-se que 1,66% dos eventos detectados por citometria de fluxo correspondiam a
células endoteliais.

Passando a fase de sorteamento de células a experiéncia passou a ser feita com
embribes DT e WT. Decidiu-se que seriam seleccionadas as células positivas para PECAM no
caso dos embrides WT e as células que fossem positivas para GFP e PECAM no caso dos
embrides DT. Devido a diferencas entre o aparelho de citometria de fluxo (BD FacsCalibur) e
de FACS (MoFlo), e a uma maior restringéncia na seleccdo das células positivas, a
percentagem de celulas seleccionadas baixou. Para sorting foram seleccionadas, em média,
0,4% dos eventos detectados. Sabendo que conseguiamos extrair entre 150 a 250ng de ARN a
partir de cerca de 4000 células endoteliais decidimos usar trés embrides por amostra. Este
namero permitia também que se normalizassem os resultados face a variabilidade introduzida

pelo facto de se trabalhar com embrides mantidos em cruzamentos ndo consaguineos.
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Figura 82 - Gréficos de pontos relativos a analise em citometria de fluxo de amostras de células extraidas, por dissociacdo, de embrides DT,
marcadas com anticorpo anti-PECAM-APC. A esquerda, foi seleccionado o gate R1, que corresponde a células isoladas. Ao meio,
comparacao de propriedades de forward scatter e side scatter, neste caso seguiu-se o padrdo que se havia determinado anteriormente na fase
de citometria de fluxo. A direita, comparagdo dos canais de fluorescéncia FL1 (GFP) e FL5 (APC). As células endoteliais de embrides DT

sdo deleccionadas por terem fluorescéncia em ambos os canais.
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Figura 83 - Graficos de pontos relativos a anélise em citometria de fluxo de amostras de células extraidas, por dissociagdo, de embrides
controlo, marcadas com anticorpo anti-PECAM-APC. A esquerda, foi seleccionado o gate R1, que corresponde a células isoladas. Ao meio,
comparacao de propriedades de forward scatter e side scatter, neste caso seguiu-se o padrdo que se havia determinado anteriormente na fase
de citometria de fluxo. A direita, comparagéo dos canais de fluorescéncia FL1 (GFP) e FL5 (APC). As células endoteliais de embrides DT

sdo deleccionadas por terem fluorescéncia apenas no canal FL5.
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Figura 84 - Gréaficos de pontos relativos a analise em citometria de fluxo de amostras de células resultantes de sorting de embrides DT. A
esquerda, foi seleccionado o gate R1, que corresponde a células isoladas. A direita, comparagio dos canais de fluorescéncia FL1 (GFP) e
FL4 (APC). As células sorteadas tém as propriedades desejadas, fluorescéncia em ambos canais, FL1 e FL5, indicando um nivel de pureza de
100%.

As células foram recolhidas em tampdo RLT do sistema de extraccdo de ARN,
Qiagen RNeasy. Deste trabalho resultaram varios conjuntos independentes de amostras de

ARN que foram analisadas de modo a determinar a sua qualidade e quantidade.
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5.3.2 — Processamento dos ARN e hibridagcdo com GeneChips

A anélise de qualidade e quantidade de ARN obtido foi efectuada num Agilent 2100
Bioanalyser. E de extrema importancia a identificacdo dos picos 18S e 28S nas amostras de
ARN total. Para amostras de ARN total de elevada qualidade, no electroferograma devem ser
observados dois picos bem definidos, correspondentes as subunidades de ARN ribossémico
18S e 28S com uma razdo de 28S:18S de aproximadamente 2:1. Caso houvesse degradagéo de
ARN, esta seria detectada como um desvio na distribuicdo de tamanhos das moléculas de
ARN na direccdo dos menores fragmentos e por um decréscimo no sinal de fluorescéncia dos
picos correspondentes. O software do Bioanalyser permite ainda a determinacdo do parametro
RIN (ARN integrity number) que permite avaliar a integridade das amostras de ARN total
obtidas. O seu valor varia entre 0 e 10, sendo tanto melhor a integridade das amostras quanto
mais préximo de 10 estiver o valor. Dado a exigéncia pretendida, todas as amostras de ARN
total analisadas possuiam um RIN superior a 8.

Como a quantidade de ARN total por amostra variou entre os 30ng e os 80ng,
consoante a eficiéncia de sorteamento, em especial em relagdo a quantidade de células usadas
para definir a populacdo de interesse, e a eficiéncia de extraccdo de ARN obtida em cada
caso. Decidiu-se usar amostras que tivessem mais de 60ng e usar 60ng como a quantidade
inicial de ARN a processar. Esta quantidade levou a que se usasse 0 protocolo para pequenas
amostras da Affymetrix, que se destina a amostras entre 10 e 100 ng de ARN.

As amostras foram amplificadas num processo em que se converte 0s ARNmM em
ADNCc adicionado de um promotor de fago T7. Em seguida faz-se um passo de transcri¢do in
vitro, que efectivamente amplifica uniformemente todas as moléculas de ARNm originais,
convertendo-as em ARNCc. Segue-se outro passo de transcricdo reversa, seguido de novo de
transcri¢do in vitro, amplificando de novo a amostra. No terceiro passo de amplificacdo os
ARNCc amplificados sdo convertidos de novo em ADNCc e alvo de transcri¢do in vitro usando
nucleotidos marcados com biotina (ddUTP-biotina e ddCTP-biotina), fazendo com que toda a
populacdo de moléculas de ARNc presentes na amostra final, amplificada trés vezes, fique
biotinilada. O ARNc marcado com biotina é fragmentado em moléculas com um tamanho
compreendido entre as 35 e as 200 bases. Estas amostras foram entdo usadas num estudo com
GeneChips da Affymetrix, executado pela Unidade de Gendmica, em colaboracdo com o Dr.
Jorg Becker, no Instituto Gulbenkian de Ciéncia. Para tal hibridaram-se 3 conjuntos
independentes (WT e DT) de amostras de ARNc com microarrays. Os chips utilizados neste

trabalho foram Mouse Genome 430 2.0 Arrays (Affymetrix #900495).
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Apb6s a hibridacdo os chips sdo lavados e em seguida sdo incubados com
estreptavidina-ficoeritrina, que se liga a biotina, fazendo com que s6 nos pogos em que houver
hibridacdo entre a amostra e 0s ADNc alvo é que vai haver fluorescéncia quando, na fase de
leitura, se incide um laser em cada poco. A quantidade de fluorescéncia emitida €
directamente proporcional & quantidade de ARNm presente na amostra inicial. Assim torna-se
possivel comparar niveis de expressdo de praticamente todos 0s genes transcritos entre

amostras.

5.3.3 - Resultados dos GeneChip

No primeiro passo da analise dos resultados obtidos, os arrays sdao normalizados para
que sejam reduzidas varia¢des de origem ndo-bioldgica que possam existir. Depois, utilizando
métodos estatisticos aplicados as intensidades de fluorescéncia obtidas para os pares de
sondas que representam cada gene no array, € calculado um valor que traduz a abundancia
relativa de cada transcrito nas amostras analisadas. Adicionalmente, é determinado o grau de
confiangca com que um determinado transcrito € detectado (presente) ou ndo (ausente). O
unico pré-requisito absoluto para a obtencdo de dados reprodutiveis e de confianca é a elevada
qualidade da amostra de ARN que se pretende analisar (Becker ; Feijo, 2003).

Nas analises comparativas subsequentes compararam-se 0s valores de expressao
obtidos para cada gene entre as diferentes amostras analisadas, sendo assim possivel
identificar 0s genes cuja expressdao aumentou ou diminuiu entre as diferentes condicdes

representadas pelas amostras e quantificar essas mesmas alteracGes (Becker ; Feijo, 2003).

Os resultados da analise da leitura dos seis GeneChip hibridados foram analisados na
Unidade de Genomica do Instituto Gulbenkian de Ciéncia. Essa analise revelou 835 genes
com expressao alterada dentro dos valores considerados como estatisticamente significativos,
1,15x de lower bound of Fc (valor minimo de variacdo com confianga). Fazendo recurso de
bases de dados publicas, como NCBI Gene Database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene) e a Simple Modular Architecture

Research Tool (http://smart.embl-heidelberg.de/) analisou-se a informacdo disponivel para

cada um desses genes, quer a nivel da sequéncia nucleotidica, como proteica (dominios
codificados), como a nivel funcional. Para 161 desses genes ja existem linhas de ratinhos com
perda de funcdo, enquanto para a maioria, 531, ainda ndo existem ratinhos mutantes.

Os genes com expressédo alterada nos embrides DT foram analisados individualmente

quanto & sua funcdo conhecida (se conhecida) e inseridos em conjuntos consoante a sua
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funcéo e/ou via de sinalizacdo em que se inseriam. A tabela seguinte descreve 0s genes que se

determinou serem mais interessantes entre 0s 835 genes.

Média lower

Funcao LocusLink bound EC
Regulacao de progressao no ciclo celular
myeloproliferative leukemia virus oncogene 17480 -1,48
cyclin D1 12443 -1,19
G1 to S phase transition 1 14852 -1,69
cell division cycle 25 homolog A (S. cerevisiae) 12530 -1,2
Via Notch
WD repeat domain 12 57750 -1,37
delta-like 4 (Drosophila) 54485 1,30
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 15213 1,95
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2 15214 1,23
hairy and enhancer of split 1 (Drosophila) 15205 1,51
hairy and enhancer of split 5 (Drosophila) 15208 1,98
forkhead box C2 14234 1,37
deltex 3 homolog (Drosophila) 80904 1,49
Receptores membranares associados a vias angiogénicas
Neuropilin 2 18187 -1,33
FMS-like tyrosine kinase 1 14254 1,6
transforming growth factor, beta receptor Il 21813 1,28
connective tissue growth factor 14219 1,85
transforming growth factor, beta induced 21810 1,53
Via MAPK
regulator of G-protein signaling 4 19736 1,59
sprouty homolog 4 (Drosophila) 24066 1,42
Via Bcl2
BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3-like 12177 1,33
Via PI3K
Pleckstrin 56193 -2,17
Via mTOR
ADN-damage-inducible transcript 4 74747 4,61
Migragao celular
neuron navigator 1 215690 -1,33
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PTK2 protein tyrosine kinase 2 14083 -1,4
fascin homolog 1, actin bundling protein 14086 -1,23
astrotactin 1 11899 -1,57
actinin, alpha 1 109711 1,52
Gelsolin 227753 2,16
Nischarin 64652 1,44
Adesao celular e matriz extracelular
integrin beta 5 16419 1,74
integrin alpha 4 16401 1,22
procollagen, type XIV, alpha 1 12818 2,16
procollagen, type IX, alpha 3 12841 1,3
matrilin 3 17182 1,3
Von Willebrand factor homolog 22371 1,76
a disintegrin-like and metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 7 108153 1,41
fibulin 1 14114 1,39
protocadherin 8 18530 2,4
cadherin 10 320873 1,84
vascular cell adhesion molecule 1 22329 2,41
Gap junction membrane channel protein alpha 7 14615 1,43
sorbin and SH3 domain containing 1 20411 1,21
discoidin domain receptor family, member 1 12305 1,8
Sinalizagao Wnt
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5 399510 -1,62
Lymphoid enhancer binding factor 1 16842 -1,21
secreted frizzled-related protein 2 20319 1,39
wingless-related MMTYV integration site 5A 22418 1,52
wingless-related MMTV integration site 2 22413 2
dickkopf homolog 2 (Xenopus laevis) 56811 1,52

Tabela 22 — Organizagédo dos genes considerados mais interessantes, ap6s andlise da literatura especifica e dominios proteicos codificados

pelo gene, em classes.

5.3.3.1 - Regulacéo de progresséo no ciclo celular

myeloproliferative leukemia virus oncogene, -1,48x, esta envolvido na interaccdo com varias vias

celulares, como PI3K e MAPK. A sua funcdo como activador do ciclo celular é dependente

do estado de activacdo da via PI3K/AKT e MAPK p42/44 (Millot, et al., 2002).
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cyclin D1, -1,19x, diminuicdo de expressdo de ciclina D1 est4 associado a um bloqueio do
ciclo celular na fase G1, sendo considerado um factor limitante & progressdo da fase G1 da
mitose (Quelle, et al., 1993).

G1 to S phase transition 1, -1,69x, diminuicdo da expressdo esta associada a um bloqueio na fase
de separacdo dos cromossomas replicados e assim a um bloqueio na mitose (Valouev et al.
2002).

cell division cycle 25 homolog A, -1,2x, é necessario para a transicdo G1/S, estando associado
a activacdo dos complexos ciclina E-cdk2 e ciclina A-cdk2 (Hoffmann, et al., 1994, Nguyen,
et al., 2002).

5.3.3.2 - Via Notch

WD repeat domain 12, -1,37x, sabe-se que é uma proteina nuclear que interactua com o
dominio intracelular de Notchl (Nal, et al., 2002).

delta-like 4, 1,3x, é 0 gene sobre-expresso nos embrides mutantes.

hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 e 2, 1,95x e 1,23x, alvos directos da
sinalizacdo Notch, sdo repressores transcricionais implicados na determinacdo do destino
celular endotelial arterial (Fischer, et al., 2004). Aumento de expressao de heyl esta associado
a uma diminuicdo na expressdo de vegfr2 e uma inibicdo da proliferacdo, migracdo a

formacdo de redes vasculares (Henderson, et al., 2001).
hairy and enhancer of split 1 e 5, 1,51x e 1,98x, alvos directos da sinalizacdo Notch, sdo
repressores transcricionais implicados em variados sistemas de decisdo celular dependentes de

sinalizacdo Notch (Iso, et al., 2003).

forkhead box C2, 1,37x, factor de transcri¢cdo necessario a expressdao de notchl e dll4 e por

conseguinte a determinacdo do destino celular endotelial arterial (Seo, et al., 2006).
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deltex 3 homolog, 1,49x, funciona como ligase E3 de ubiquitina para Notchl, sendo
responsavel pela reciclagem do receptor, em membranas endociticas, de volta & membrana
celular onde pode contactar com os ligandos (Hori, et al., 2004, Le Borgne, et al., 2005,
Takeyama, et al., 2003). Os membros da familia Deltex sdo considerados reguladores

positivos de sinalizagdo Notch.

5.3.3.3 — Receptores membranares associados a vias angiogénicas

Neuropilin 2, -1,33x, receptor de semaforinas de classe Ill e co-receptor de VEGF. E
expresso no endotélio venoso e é necessario para a formacdo de capilares e vasos linfaticos
(Yuan, et al., 2002).

FMS-like tyrosine kinase 1, 1,6x, receptor 1 de VEGF-A. O facto de os mutantes de perda de
funcdo morrerem aos 8,5 dpc com defeitos vasculares e mutantes com remocao do dominio de
cinase de tirosinas em ambos alelos serem viaveis e fertéis, apenas com defeito na migragéo
de macrdéfagos, levantou a nogdo de que este receptor actua apenas como armadilha para

VEGF no desenvolvimento vascular (Fong, et al., 1995, Hiratsuka, et al., 1998).

transforming growth factor, beta receptor Il, 1,28x, receptor de TGF-beta cuja perda de
funcdo resulta em letalidade aos 10,5 dpc com defeitos angiogénicos e hematopoiéticos
(Oshima, et al., 1996). Sinalizacdo por TGF-beta foi implicada em determinacdo de
identidade endotelial e na regulacdo de angiogénese (Sorensen, et al., 2003). Este receptor
estd normalmente associado a ALK5 e em conjunto inibem a migracédo celular e proliferacao
(Lebrin, et al., 2005).

connective tissue growth factor, 1,85x, tem a capacidade de interactuar directamente com
TGF-beta, potenciando a sua capacidade de interagir com os seus receptores (Abreu, et al.,
2002). Sabe-se que pode interagir com VEGF e pensa-se que ao fazé-lo o sequestra numa
forma inactiva na matriz extracelular, regulando assim a sua libertacdo (Inoki, et al., 2002).
Também esta envolvido na producdo de matriz extracelular devido a sua capacidade de

mediar a deposi¢do de fibras de colagenio (Ivkovic, et al., 2003).
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transforming growth factor, beta induced, 1,53%, € uma proteina da matriz extracelular que
ao interactuar com a integrina alphavbeta3 induz a adeséo celular e inibe a migragcdo (Nam, et
al., 2003).

5.3.3.4 — Via MAPK/ERK

regulator of G-protein signaling 4, 1,59x, inibidor selectivo da activagdo mediada por
pequenas proteinas G da MAPK p38. Como consequéncia ocorre reducdo de proliferagcdo
endotelial, migracéo e reducédo de expressdo de VEGF (Albig ; Schiemann, 2005).

sprouty homolog 4, 1,42x, inibidor da capacidade de FGF2 induzir a activagdo da via ERK
atraves da interacgdo com a cinase Sosl (Ozaki, et al., 2005).

5.3.3.5-ViaBcl2

BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3-like, 1,33%, gene pro-apoptotico que funciona
inibindo a funcédo de Bcl-2 e Bcl-XL (Chen, et al., 1999).

5.3.3.6 — Via PKC/PI3K

Pleckstrin, -2,17, ¢ o maior alvo de fosforilacdo por PKC e estd envolvido na via PI3K
(Tyers, et al., 1989). Pleckstrin fosforilado também interactua com integrinas e induz

migracao celular (Roll, et al., 2000).

5.3.3.7-ViamTOR

ADN-damage-inducible transcript 4, 4,61x, proteina induzida por stress que é um inibidor de
MTOR (Corradetti, et al., 2005).
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5.3.3.8 — Migracéo celular

neuron navigator 1, -1,33x, proteina ligada aos microtibulos necessaria para a migracdo

celular dependente de netrinas (Martinez-Lopez, et al., 2005).

PTK2 protein tyrosine kinase 2, -1,4x, (FAK, cinase de adesfes focais) € um mediador de
sinalizacdo por integrinas e factores de crescimento, como VEGF, necessario para a migracéo
e proliferacdo endotelial (Ilic, et al., 2003, Shen, et al., 2005).

fascin homolog 1, -1,23x, proteina ligada ao citoesqueleto de actina com funcdo de induzir a
formacdo de estruturas filopodiais e lamelipodiais e assim induzir a mobilidade celular
(Yamashiro, et al., 1998).

astrotactin 1, -1,57x, a perda de funcdo estd associada a uma reducdo na migracdo de
neuronios dependente de celulas da glia (Adams, et al., 2002), funcionando como um ligando
entre neurdnios e glia (Zheng, et al., 1996).

actinin, alpha 1, 1,52x, € uma enzima que produz ligacGes cruzadas entre moléculas de
actina, formando filamento de actina, e que também se encontra em juncOes aderentes.
Aumento de expressao de este gene esté associado a uma reducéo significativa na mobilidade
celular (Gluck ; Ben-Ze'ev, 1994).

gelsolin, 2,16x, estd envolvido na reciclagem de actina em filamentos, sabe-se que é mais

expresso em células ndo migrantes (Arora ; McCulloch, 1996).

nischarin, 1,44x, proteina intracelular que interactua com integrinas e com a cinase PAK1,
impedindo-a de fosforilar substratos e assim inibindo a migracao celular (Alahari, et al.,
2004).

5.3.3.9 - Adesao celular e matriz extracelular

integrin beta 5, 1,74x, funciona essencialmente como uma molécula de adeséo a vitronectina,

um componente da matriz extracelular (Smith, et al., 1990).
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integrin alpha 4, 1,22x, tem a capacidade de funcionar como uma molécula de adesdo a
fibronectina, matriz extracelular, e adesao célula a célula, ao ligar-se a VCAM-1 (Yang, et al.,
1995).

procollagen, type X1V, alpha 1, 2,16x, constituinte da matriz extracelular, é também um

indutor de quiescéncia e diferenciacdo (Ruehl, et al., 2005).

procollagen, type IX, alpha 3, 1,3x, componente da matriz extracelular.

matrilin 3, 1,3x, componente da matriz extracelular.

Von Willebrand factor homolog, 1,76x, esta presente na matriz extracelular do endotélio
independentemente de colagénio (Wagner, et al., 1984), podendo actuar como um indicador
de disfungdo endotelial (Lip ; Blann, 1995).

a disintegrin-like and metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 7, 1,41x,
metaloprotease secretada com funcéo na protedlise da matriz extracelular (Somerville, et al.,
2004). Dentro desta familia de genes ADAMST1 tem funcdo anti-angiogénica por sequestrar
VEGF-A (Lugue, et al., 2003).

fibulin 1, 1,39x, proteina da matriz extracelular que se associa a ADAMST1, sendo um

potenciador da fungdo anti-angiogénica desta enzima (Lee, et al., 2005).

protocadherin 8, 2,4x, pertence a um subgrupo da familia das caderinas, moléculas de adeséao

célula a célula dependentes de Ca®* (Makarenkova, et al., 2005).

cadherin 10, 1,84x, caderina classica de tipo Il com funcdo conhecida na microvasculatura do

cérebro, barreira hematoencefalica e vasculatura da retina (Williams, et al., 2005).

vascular cell adhesion molecule 1, 2,41x, molécula de adesdo célula a célula também

conhecida por mediar interac@es endotélio-leucdcitos (Osborn, et al., 1989).

Gap junction membrane channel protein alpha 7, 1,43x, membro da familia das conexinas,

responsaveis pela formacdo de juncdes de hiato — estruturas com fun¢do de comunicagédo
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celula a célula. A perda de funcdo deste gene replica muito fielmente o fendtipo de perda de
funcdo em dll4 (Kruger, et al., 2000).

sorbin and SH3 domain containing 1, 1,21x, proteina de ligacdo a l-afadina e vinculina,
localizada em jungdes aderentes (Mandai, et al., 1999).

discoidin domain receptor family, member 1, 1,8x, receptor membranar com dominio de
cinase de tirosinas cujos ligandos sdo moléculas de colagénio, mediando assim a ligacéo
célula-matriz extracelular (Vogel, et al., 2001).

5.3.3.10 - Wnt signaling

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5, -1,62x, associa-se a GSK3p
estando envolvida na correcta fosforilacio de GSK3B, o que € necessario para a sua

inactivacao, estabilizando a beta-catenina para se deslocar para o ndcleo (Shi, et al., 2006).

Lymphoid enhancer binding factor 1, -1,21x, proteina de ligacdo ao ADN que forma
complexos com beta-catenina e TCF, sendo essencial a localizacdo nuclear de beta-catenina,
conduzindo a activacdo da expressdo de genes em resposta a sinalizacdo Wnt/beta-catenina
(Henderson, et al., 2002).

secreted frizzled-related protein 2, 1,39x, proteina secretada que interactua com ligandos Wnt

para impedir sinalizacdo subsequente (Satoh, et al., 2006).

wingless-related MMTV integration site 5A, 1,52x%, ligando da via Wnt capaz de induzir

proliferacdo e sobrevivéncia de células endoteliais (Masckauchan, et al., 2006).

wingless-related MMTYV integration site 2, 2x, ligando da via Wnt, funciona como um

regulador positivo de diferenciacdo endotelial (Wang, et al., 2007).

dickkopf homolog 2, 1,52x, regulador negativo de sinalizacdo Wnt, interactua com o co-
receptor LRP5/6 (Mukhopadhyay, et al., 2006).
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5.3.3.11 - Genes sem mutantes de perda de fungcéo conhecidos,
com possivel interesse

A escolha destes genes foi feita através da analise pormenorizada de todos 0s genes
incluidos nos resultados dos microarrays. Seleccionamos os genes que ndo tinham, ao
momento, mutantes de perda de funcdo descritos na literatura, que tivessem niveis de
fluorescéncia superiores a 100 e variagOes superiores a 1,4x ou -1,4x. Dentro desses
seleccionamos aqueles que tenham algum tipo de ligacdo possivel a via Notch. O objectivo
deste estudo foi tentar descobrir novos genes ligados a via Notch, com possibilidade de se
revelarem alvos terapéuticos, tal como DII4 se revelou. A andlise seguinte passara por analisar
0s padrdes de expressdo destes genes e escolher os mais sugestivos para produzir mutantes de

perda de funcéo.

ankyrin repeat domain 37, 2,78x, codifica uma proteina com trés repeticdes do dominio de
ankirina, um dominio de interaccdo proteina-proteina, também presente em Notch,
normalmente presente em factores de transcricdo e reguladores de ciclo celular entre outros

(Mosavi, et al., 2004). E o segundo gene com maior varia¢do no grupo analisado.

transmembrane 4 superfamily member 1, 1,94x, codifica uma proteina da superfamilia
transmembranar-4, previamente membros da familia das tetraspaninas, foi associado a

regulacdo do potencial metastatico de um tumor (Kao, et al., 2003, Wright, et al., 2000).

sema domain, immunoglobulin domain (Ig), transmembrane domain (TM) and short
cytoplasmic domain, (semaphorin) 4C, 1,76x, codifica uma proteina da familia das
semaforinas, moléculas reconhecidas pela sua ligacdo a migracdo de neurdnios e

diferenciacdo terminal de mioblastos em miotubos (Ko, et al., 2005).

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 5, 1,76x, codifica uma GTPase da familia
Ras que funciona como factor de troca do nucledtido guanina (GEF) com Rapl, cujo
aumento de funcdo esta associado a inibicdo de migracdo de células endoteliais e aumento de
adesdo celular (Chang, et al., 2006, Rebhun, et al., 2000).
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Notch-regulated ankyrin repeat protein, 1,72x, codifica uma proteina com duas repeticées do
dominio de ankirina, reconhecido como sendo um regulador negativo de funcdo do dominio
intracelular de Notch, cuja expressdo é induzida por sinalizagdo Notch (Pirot, et al., 2004,
Yun ; Bevan, 2003).

claudin domain containing 1, 1,7x, codifica uma proteina da familia das claudinas, proteinas
componentes das juncdes apertadas, com funcbes em adesdo celular, transducdo celular e
tumorigénese (Oliveira ; Morgado-Diaz, 2007).

regulator of G-protein signaling 4, 1,59x, codifica uma proteina activadora de GTPases
envolvida na regulacdo do processo de tubologénese em endotélio e epitélio, sendo um
regulador negativo de migragéo, proliferacdo e de funcdo de sinalizacdo VEGF (Albig ;
Schiemann, 2005).

WD repeat domain 78, 1,54x, codifica uma proteina com duas repeticdes do dominio WDA40,
cuja funcdo é normalmente servir de suporte a montagem de complexos multi-proteinas,
comum em proteinas envolvidas em transducéo de sinal, regulacdo de transcricdo e controlo

de ciclo celular.

transforming growth factor, beta induced, 1,53%, codifica uma proteina secretada, com
expressdo responsiva a TGF-beta e funcdo aparente na adesdo célula-matriz extracelular
através da sua capacidade de adesdo a integrinas e glicosaminoglicanos (Ferguson, et al.,
2003).

dickkopf homolog 2, 1,52x, codifica uma proteina secretada que funciona como um inibidor

de sinalizacdo Whnt, tendo reconhecida expressdo endotelial (Monaghan, et al., 1999).

actinin, alpha 1, 1,52x, codifica uma proteina que produz ligagcdes cruzadas entre moléculas
de actina, formando filamento de actina, e que também se encontra em juncGes aderentes.
Aumento de expressdo de este gene esta associado a uma reducdo significativa na mobilidade
celular (Gluck ; Ben-Ze'ev, 1994).

deltex 3 homolog, 1,49x, codifica uma proteina ligase E3 de ubiquitina para Notchl, sendo
responsavel pela reciclagem do receptor, em membranas endociticas, de volta a membrana

celular onde pode contactar com os ligandos (Hori, et al., 2004, Le Borgne, et al., 2005,
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Takeyama, et al., 2003). Os membros da familia Deltex sdo considerados reguladores

positivos de sinalizagdo Notch.

limb-bud and heart, 1,48x, codifica um regulador transcricional com expressao reconhecida

no coragdo em desenvolvimento (Briegel, et al., 2005).

chromobox homolog 4, 1,48x, codifica uma proteina com dominio Chromo, modificador de

estrutura de cromatina, com possivel funcdo como regulador transcricional.

nischarin, 1,44x, codifica uma proteina intracelular que interactua com integrinas e com a
cinase PAK1, impedindo-a de fosforilar substratos e assim inibindo a migracdo celular
(Alahari, et al., 2004).

ankyrin repeat domain 56, 1,44x, codifica uma proteina com duas repeticdes do dominio de

ankirina com funcéo sugerida como regulador transcricional.

zinc finger protein 69, 1,44x, codifica uma proteina com dominio de dedo de zinco com

funcéo prevista como regulador transcricional.

IQ motif and WD repeats 1, 1,43, codifica uma proteina com fungéo prevista como regulador

transcricional.

REST corepressor 1, -1,4x, codifica uma proteina com dominio de ligacdo a ADN, com

possivel funcdo como regulador transcricional.

growth factor independent 1B, -2,05x, codifica uma proteina de ligagdo a ADN com funcéo
de repressor transcricional ao converter eucromatina em heterocromatina nos genes alvo
(Vassen, et al., 2006).

LIM homeobox protein 6, -2,41x, codifica uma proteina com homeodominio, tendo funcéo

na regulacdo da transcricdo. Reducdo de expressdo deste gene em interneurdnios corticais esta

associada uma inibi¢ao da migracdo (Alifragis, et al., 2004).
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5.3.4 - Analise de variacdo de expressédo génica por PCR em tempo
real (RT-PCR)

Para confirmar os resultados obtidos nos microarrays decidimos realizar
experiéncias de RT-PCR em amostras idénticas as usadas nos microarrays. Para esta
experiéncia usdmos duas amostras de ARN, amplificadas da mesma forma que para 0s
microarrays, de modo a evitar variagdes extrinsecas as amostras, entre experiéncias. O
objectivo foi confirmar os niveis de variacdo de sete genes presentes nos resultados dos
microarrays, de forma a confirmar as tendéncias de variacdo de niveis de expressao
observadas nos resultados de GeneChips. Outro objectivo desta experiéncia foi o de verificar
0s niveis de variacdo de expressdo de genes conhecidos por estarem ligados a fungdo da via
Notch no endotélio mas que ndo surgiram nos resultados dos microarrays.

Os ARN, 1ug de cada, foram convertidos em ADNCc e estes foram depois usados
como molde para as experiéncias. Usamos duas amostras de cada gendtipo (WT e DT) e seis
repeticdes para cada gene.

Para a analise dos resultados calculou-se a media dos valores de Ct (cycle threshold,
ciclo a partir do qual a curva de crescimento da concentracdo de ADN passa a ser
exponencial) para cada conjunto de gene em estudo por amostra (WT ou DT). Calculou-se
também o desvio padrdo (DP) destes valores. Em seguida calculou-se a diferenca entre a
média dos valores de Ct do gene em estudo e a media dos valores de Ct do gene controlo
usado, B-actina, este valor ¢ chamado de 0Ct. Este célculo ¢ usado para determinar o valor de
erro a propagar ao resultado final, fazendo recurso a uma formula de célculo de propagacao
de erro (2).

Z:[SC'[(gene de interesse)i D |:)(gene de interesse)] - [5(:'[([3—actina)i D P(ﬁ—actina)]

Estes calculos sdo efectuados para cada conjunto (gene de interesse)/B-actina,
obtendo-se assim dois valores de 5Ct para cada gene de interesse, um relativo a amostra WT e
outro a amostra DT. Em seguida calcula-se a diferenca entre o valor de 6Ctpr e 6Ctwr, que se
determina de 03Ct associada ao valor de erro calculado para a amostra DT. Como a diferenca
entre dCtwr e 6Ctwr € igual a zero ndo se calcula o valor de erro associado a este valor. Para
calcular a relacdo entre os niveis de expressao do gene de interesse nas duas amostras usou-se
a formula (Livak ; Schmittgen, 2001):

Variacdo de expressio = 2°°¢
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Para calcular o erro associado a cada resultado usa-se a seguinte formula:

Variagdo de expresséo = 20%¢=2)
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Figura 85 - Histogramas representam os valores de média de variagdo de expressdo (gene de interesseDT / gene de interesseWT;
normalizado para B-actina) . Niveis de VEGFA medidas a partir de ARN extraido de embrides inteiros, todos 0s outros genes
foram avaliados a partir de ARN extraido de células endoteliais sorteadas de embriGes. Barras representam a variacéo entre
2095CHD) @ 9(85C2) (| jvak ; Schmittgen, 2001). * Marca p<0,01 (Wilcoxon W).
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Os resultados de RT-PCR confirmam as tendéncias de variacdo de expressdo génica
observadas nos resultados dos microarrays. Foram testados sete genes que aparecem nos
resultados dos microarrays, DIl4, Heyl, Hey2, FItl, Neuropillin-2, Lefl e G1 to S phase
transition 1. Em todos os casos a tendéncia de variacdo foi mantida e em todos 0s casos 0s
niveis de alteracdo de expressdao foram maiores do que os revelados pelos resultados dos
microarrays. Este facto indica que os resultados dos microarrays subestimam muito as
alteracOes de expressdo génica, ou que tomam medidas muito conservativas na avaliagdo dos

niveis de fluorescéncia em cada célula do chip.

Gene microarrays | RT-PCR
Dll4 1,3x 3,8x
Heyl 1,95x 2,94x
Hey?2 1,23x 3,71x
Fl1t 1,6x 7,19%
Neuropillin-2 -1,33x 0,73 (-1,37x)
Lefl -1,21x 0,57 (-2x)
G1 to S phase transition 1 -1,69x 0,28 (-3,57x)

Tabela 23 — Comparagéo entre os valores de variacdo de expressdo génica derivados dos GeneChips e de RT-PCR.

Alteracdes na proporcdo de variacao entre os resultados obtidos dos microarrays e 0s
resultados obtidos nos RT-PCRs sdo devido as diferentes formas estatisticas de correccdo de
erro aplicadas nas diferentes experiéncias.

Avaliaram-se também 0s niveis de expressao de outros genes, que se esperou que
surgissem nos resultados dos microarrays mas que tal ndo aconteceu, como sao 0s casos de:
Hes5, Connexin-37, Ephrin-B2, EphB4, Robo4, Unc-5b, Plexin-D1, Vegfa, Flk, Bcl2, Ve-
cadherin, Fibronectin, Laminin a/b/c, Colagéniol/4, Mmp1/2/9 e Timp1/2/3.

Hes5 tem expressdo aumentada no endotélio dos embribes DT, indicando que é
também um efector directo da via Notch no endotélio, ao lado de Heyl e 2.

Connexin37 e Ephrin-B2 tém expressdo aumentada no endotélio dos embribes DT.
Estes resultados ja eram previsiveis face aos resultados obtidos por hibridacdo in situ, sendo
genes exclusivamente arteriais que nos embribes DT passam a ser expressos em toda a
vasculatura. Por outro lado, EphB4 tem expressdo diminuida no endotélio dos embribes DT,
confirmando também os resultados obtidos por hibridacdo in situ e a arteriolizacdo funcional
da vasculatura embrionaria mutante.

Robo4 é um receptor de ligandos da familia Slit, estando envolvido na regulacdo

positiva da migracdo de células endoteliais. A sua expressdo esta diminuida
208



significativamente. Unc5B €é o receptor de Netrinl, que actua como inibidor de ramificacéo
vascular. A sua expressdo esta aumentada significativamente no endotélio dos embrides DT.
PlexinD1 é um receptor de semaforinas, envolvido na media¢do do direccionamento de vasos
intersomiticos. A sua expressao ndo é alterada significativamente.

A expressdo de Vegfa foi medida a partir de ARN extraido de embrides inteiros (em
vez de células endoteliais sorteadas) de modo a que se conseguisse medir a presenca de
fendmenos de retroalimentacdo positiva dentro da via VEGF, cuja sinalizacdo se encontra
diminuida nos embrides DT, independentemente das proprias células endoteliais. A sua
expressao encontra-se aumentada mas ndo significativamente. FIk é o receptor-2 de VEGF, o
principal receptor com capacidade de sinalizar para a cascata de sinalizacdo activada por
VEGF. A sua expressdo esta diminuida no endotélio dos embrifes DT, confirmando a
diminuicdo no potencial de sinalizacdo por VEGF quando a via Notch esta activada.

Bcl2 € um gene anti-apoptético que € directamente regulado por VEGF, a sua
expressdo esta diminuida no endotélio dos embrides DT, indicando que a sinalizacdo VEGF
esta diminuida.

Ve-caderina é um gene que codifica um dos principais componentes das ligacdes
aderentes entre células endoteliais. A sua expressdo estd aumentada nas células endoteliais de
embrides DT, confirmando que um aumento na adesdo célula-celula faz parte do fendtipo
observado.

Fibronectina e laminina a/b/c sdo genes que codificam membros da matriz
extracelular. Estes resultados vém confirmar os resultados obtidos por imunofluorescéncia.

Os niveis de expressdo de Colagéniol e 4 encontram-se aumentados, indicando que o
aumento na producao de matriz extracelular parece ser generalizado.

Mmpl/2/9 (metaloproteinases da matriz extracelular), codificam enzimas que
degradam a matriz extracelular. Este resultado veio indicar que o aumento de matriz
extracelular se deve conjuntamente a um aumento nos niveis de expressdo de genes que
codificam componentes da matriz extracelular mas também a uma diminuicdo nos niveis de
expressao de genes que codificam enzimas degradadadoras de matriz.

Timpl/2/3 (Tissue inhibitors of metalloproteinases) codificam inibidores de MMPs,
possiveis responsaveis pela diminuicdo de funcdo das MMPs observada nos embrides DT. A

Sua expressao ndo se encontra alterada significativamente.

Estes resultados de RT-PCR vieram trazer mais confianca aos resultados obtidos dos

microarrays. Apesar de nos termos baseado em variagdes muito pequenas nos microarrays, a
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analise por RT-PCR confirmou que esses resultados sdo significativos e que as tendéncias de
variacao de expressdo se mantém.

A andlise por RT-PCR também permitiu esclarecer os niveis de variacdo de
expressdo de alguns genes reconhecidos como sendo afectados pela via Notch mas que se
encontravam ausentes dos resultados finais dos microarrays. Pode-se concluir entdo que para
niveis de variacdo baixos a técnica de RT-PCR pode permitir ter significancia em situacdes

em que 0s microarrays ndo conseguem.

5.4 — Discussao

Para realizar a andlise transcriptomica dos embriGes DT fez-se sorteamento (FACS)
de células endoteliais de embrides DT e controlo, antes do inicio da circulagdo sanguinea.
Como tinhamos determinado antes, a circulacdo sanguinea pode ser, em parte, responsavel
por defeitos ao nivel do remodelamento da vasculatura das VCA e da hipertrofia das AD.
Assim, decidimos fazer a analise num momento do desenvolvimento em que a sobre-
expressdo de DIl4 é o unico factor a variar entre 0s embrides comparados. O passo de
sorteamento de células serviu para eliminar a contribuicdo de outros tipos celulares para os
resultados, que resultaria num aumento de ruido de fundo e diminuicéo da especificidade do
teste.

A baixa frequéncia de células endoteliais encontrada, 0,4%, e 0 baixo numero total
de células obtidas da dissociacdo dos embribes analisados, cerca de 300000 células por
embrido, levou a que decidissemos considerar que cada amostra corresponderia a trés
embrides. Esta escolha possibilitou também normalizar os resultados para variacdes
intrinsecas ao facto de o trabalho ser realizado em animais ndo congénicos e mesmo dentro da
mesma ninhada haver variacdo entre os embrides. Assim sendo cada amostra analisada
corresponderia sempre a média dos resultados de trés embrides da mesma ninhada.

Os resultados obtidos com os GeneChip foram analisados primariamente na Unidade
de Gendmica do Instituto Gulbenkian de Ciéncia. Realizaram a analise estatistica dos valores
de leitura de todos os pares de sonda de cada gene, em todos 0s GeneChip hibridados, seis no
total. Estes valores foram comparados entre as diferentes células de cada par de sondas e
depois, entre as amostras DT e controlo, para determinar valores médios de variagdo de

expressé@o entre embrides DT e controlo.
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Para esta analise decidiu-se usar apenas o valor de lower bound of Fc, pois representa
o valor de maior confianca de variagdo, em que o erro € menor. Este facto faz com que os
valores de variacdo de expressdo apresentados sejam baixos. A anélise subsequente, feita por
RT-PCR de sete genes presentes nos resultados dos GeneChip confirmou a tendéncia de
variacdo revelada e adicionou o facto de os valores de variacdo revelados pelos GeneChip

serem de facto muito conservativos em relacdo a avaliacdo da variacdo de expressdo entre

amostras.
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Figura 86 - Grafico representando os valores de variagdo de expressdo entre amostras de células endoteliais DT e controlo usando
GeneChips ou RT-PCR. A avaliacdo da variagdo de expressdo entre amostras é mais conservativa quando se usam GeneChips do que quando
se usa a técnica de RT-PCR em amostras equivalente.

Este resultado trouxe confianca para avancar com a analise dos resultados obtidos
nos GeneChips, mesmo quando se baseiam em valores de variacdo de expressao tdo baixos
como 1,15x de valor minimo de variacdo considerada significativa.

A analise primaria dos resultados envolveu o estudo pormenorizado de cada gene
referido nos resultados dos GeneChip, ao todo, 835 genes. Analisou-se a literatura existente
para cada gene, de modo a determinar 0 que ja se conhecia acerca desse gene, em termos de
expressao, integracdo em vias de sinalizacdo conhecidas e fun¢do. Na auséncia de informacéo
na literatura analisou-se a sequéncia proteica, procurando a existéncia de dominios proteicos

conhecidos que pudessem dar alguma pista para a fungédo desse gene.
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A analise dos resultados dos GeneChips foi complementada por uma anélise baseada
em RT-PCR, feita com amostras de ARN obtidas e processadas de forma idéntica a usada
para 0s GeneChips, de forma a eliminar variacfes extrinsecas as amostras, entre experiéncias.
Nesta analise estudou-se o nivel de variagdo de expressdo de varios genes nao presentes nos
resultados dos GeneChips, mas que se pressupunha estivessem ligados a funcionalidade da
via Notch no endotélio. A razdo pela qual esses genes ndo apareceram nos resultados dos
microarrays pode ser simplesmente que, por algum motivo, o nivel de erro para esses pares de
sondas fosse mais alto e estatisticamente esses genes tivessem sido removidos dos resultados
com variacOes consideradas significativas. Pode ser também que a variacdo real desses genes
fosse baixa e devido ao caracter mais conservativo da analise por GeneChip, acabassem por
ser filtrados dos resultados considerados significativos.

Em relacéo a via Notch, os resultados indicaram que para além de Heyl e 2, tambem
Hes5 aumenta o seu nivel de expressdao com a sobre-activacdo da via Notch, revelando-se
como sendo mais um efector da via Notch no endotélio. Os genes especificos do endotélio
arterial, Connexin37 e Ephrin-B2, que ndo aparecem nos resultados dos GeneChip, tém a sua
expressdo aumentada nos embrides DT, segundo os resultados de RT-PCR, confirmando
assim os resultados de hibridagcdo in situ e a sua fungdo reconhecida na regulacdo da
identidade vascular (Duarte, et al., 2004, Iso, et al., 2006, Lawson, et al., 2002).

Os resultados de ambas analises indicaram varias interacgdes entre diferentes vias de
sinalizacdo celular. Os resultados indicam a capacidade da via Notch regular negativamente o
funcionamento da via VEGF (Coultas, et al.,, 2005), quer ao nivel dos receptores
transmembranares como ao nivel da via de transducdo de sinal. A via VEGF é a via pro-
angiogénica mais importante que se conhece. Ao nivel dos receptores existe uma diminuicao
no nivel de expressdo de VEGF-R2 (-4x em RT-PCR) e um aumento no nivel de VEGF-R1
(1,6x em GeneChip; 7,2x em RT-PCR). Considerando que VEGF-R2 é o receptor sinalizador
de VEGF-A (Shibuya, 2006) e que VEGF-R1 actua principalmente como uma armadilha para
VEGF-A (Hiratsuka, et al., 1998), impedindo-o de se ligar a VEGF-R2 e actuar como factor
de crescimento, estes resultados indicam que a sobre-activacdo da via Notch no endotélio
resulta numa diminuicdo do potencial de sinalizacdo por VEGF-A. A expressdo do co-
receptor de VEGF, Neuropilin2 também esta diminuida, revelando mais um factor de
diminuicdo de capacidade de sinalizacdo VEGF ao nivel do endotélio. Ao nivel da expressao
do ligando VEGFA, a sua expressdao encontra-se ligeiramente elevada (embora néo
significativamente, indicando uma ligeira resposta do organismo a diminuicdo da capacidade
de sinalizacdo por VEGF. Em principio, pode-se excluir a explicagdo deste resultado por um

possivel aumento dos niveis de hipoxia no embrido pois no estadio em que os embriGes foram
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analisados ainda ndo ha batimento cardiaco e o embrido ainda obtem os seus nutrientes por
difusdo. Ao nivel da transducdo de sinal VEGF ressalta a interac¢do negativa ao nivel da via
das cinases MAP, cinases RAS, BCL2 e ao nivel da via de fosfatidilinositol-3-fosfato (Byrne,
et al., 2005), que no seu conjunto regulam mecanismos como o ciclo celular, adesdo celular,
transcricdo de ARN e migragdo celular, condicionante a VEGF. A interac¢do da via Notch
com a via VEGF foi entretanto descrita em trabalhos feitos na vasculatura da retina murina
(Hellstrom, et al., 2007, Lobov, et al., 2007, Suchting, et al., 2007) e na vasculatura de
embrides de peixe-zebra (Leslie, et al., 2007, Siekmann ; Lawson, 2007).

Os resultados obtidos também indicam a existéncia de uma interaccdo da via Notch
com a via Wnt (Clevers, 2006), regulando negativamente MAPKKKKS5, que é necessario para
estabilizar beta-catenina, possibilitando a sua ida para o nlcleo, e Lefl, que € necessario para
a funcdo de beta-catenina como factor de transcricdo. A via Notch também regula
positivamente dois reguladores negativos de sinalizacdo por Wnts. Estes resultados indicam a
capacidade da via Notch regular a sinalizagdo Wnt quer ao nivel dos ligandos e receptores
como ao nivel da transducdo de sinal por beta-catenina. Existe também um aumento da
expressdo de dois ligandos Wnt, 5a e 2, em resposta ao aumento de sinalizacio Notch. E
possivel que tal reflicta uma auto-compensacao da via Wnt ou entdo uma resposta autonoma
ou ndo auténoma da célula, reflectindo uma funcdo da via Wnt no endotélio ainda
desconhecida. Ja se conhecem interacgdes entre a via Notch e a via Wnt noutros contextos
celulares, em que tambeém a via Notch actua como um inibidor da via Wnt e por consequéncia
como um inibidor de desenvolvimento (Duan, et al., 2006, Sancho, et al., 2004).

A via Notch também regula positivamente a via TGF-beta (Lebrin, et al., 2005), ao
nivel do receptor Tgfbr2 e via de transducdo de sinal, em especial TGF-beta induced. A
interaccao entre a via Notch e a via TGF-beta ja havia sido descrita anteriormente (Kluppel ;
Wrana, 2005), sendo que a expressao de Heyl é regulada sinergisticamente pelas vias Notch e
TGF-beta (Itoh, et al., 2004). Estes resultados podem descrever mais um ponto de ligacao
entre estas duas vias, em que Notch também potencia a sinalizacdo por TGF-beta.

Mais geralmente nota-se uma diminuicdo no nivel de expressdo de reguladores
positivos do ciclo celular, o que vai de encontro aos resultados obtidos anteriormente, que
revelaram uma diminuicdo na taxa de proliferacdo celular. Em especial nota-se que 0s
reguladores de ciclo celular afectados sdo maioritariamente reguladores da transicdo G1/S.

Os resultados também apontam para um aumento na expressdo de genes que
codificam proteinas da matriz extracelular e uma diminuicdo na expressdo de genes que
codificam metaloproteases degradadoras da matriz extracelular. Assim sendo o fenotipo

observado por imunofluorescéncia para Fibronectina e Laminina é confirmado por RT-PCR e
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adicionado do facto de também haver uma diminuicdo de proteinas degradadoras da matriz,
potenciando o0 aumento na matriz extracelular. Detectou-se também um aumento na expresséo
de genes envolvidos em adesdo célula a célula, associados a juncBes aderentes e de hiato.

Os resultados apontam também para uma inibicdo da migracdo das células
endoteliais (aumento no nivel de expressdo de reguladores negativos de migracdo celular e
diminuicdo no nivel de expressdo de reguladores positivos de migracdo celular), o que
também vai de encontro aos resultados obtidos na analise histolégica dos embrifes DT. Os
resultados de RT-PCR revelaram uma diminuicdo de expressdao de Robo4, um receptor de
ligandos da familia Slit, envolvido na regulacdo da migracdo endotelial (Park, et al., 2003).
Em peixe-zebra a perda de funcdo neste gene esta associada a uma diminuicdo na migracdo de
células endoteliais (Kaur, et al., 2006) e atraso no brotar dos vasos intersomiticos (Bedell, et
al., 2005). E a primeira vez que se estabelece uma ligacdo entre a via Notch e a via Robo/Slit
em ratinhos.

No conjunto estes resultados apontam DII4 como sendo um essencial regulador
negativo da angiogénese, que interactua a varios niveis com as vias pré-angiogénicas mais
importantes para manter uma relagdo correcta entre remodelamento vascular e estabilizagéo

da vasculatura.
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Capitulo 6 - Analise da influéncia da haploinsuficiéncia em
DIl4 no desenvolvimento da vasculatura tumoral

6.1 - Objectivos

E conhecido que DII4 tem expressdo na vasculatura tumoral e que a sua expressio
aumenta como resposta a formacdo do tumor (Mailhos, et al., 2001). Sabe-se também que a
regulacdo da expressdo de DIl4 é crucial para o correcto desenvolvimento vascular
embrionario.

Partindo do principio que o desenvolvimento vascular tumoral recapitula, pelo menos
em parte, o desenvolvimento vascular embrionario, supunha-se que DII4 fosse igualmente
importante na regulagéo do desenvolvimento vascular tumoral.

Hoje em dia, ja existem varias terapéuticas dirigidas a regular a neo-angiogénese
tumoral, em especial uma dirigida a VEGF (Dy ; Adjei, 2006, Panares ; Garcia, 2007, Ranieri,
et al., 2006), uma via que regula e € regulada por DIl4. Esta terapéutica tem revelado
resultados interessantes em alguns tipos de cancro mas vem-se verificando que, mesmo nos
casos em que 0s tumores sdo sensiveis, acaba por falhar quando se desenvolvem resisténcias
ao tratamento. Este facto tem vindo a realcar a importancia de se desenvolverem terapias
alternativas e complementares, que possam melhorar a eficicia e alcance das terapias anti-
angiogénicas no tratamento do cancro. Deste modo planeou-se esta experiéncia como um
primeiro teste a possibilidade de usar a manipulacdo dos niveis de DIl4 como terapéutica no
tratamento do cancro. Decidiu-se que seria executada através da injeccdo subcutanea de
células tumorais da linha S180 em murganhos DII4*", uma técnica de xenotransplante. A
vantagem desta escolha prende-se com a rapidez de execuc¢do, que para este estudo primario
se revelaria um factor que suplanta as desvantagens deste sistema. O facto de se trabalhar com
murganhos da linha CD1 condicionou que a nossa escolha da linha tumoral recaisse huma
linha tumoral muito agressiva, como a linha S180, pois 0s Xxenotransplantes seriam
implantados em murganhos imunocompetentes, o que, por si, também torna o resultado mais
significativo.

Este trabalho foi realizado em colaboracdo com o Doutor Parkash S. Gill, do Norris
Cancer Center, LA, EUA. O objectivo principal desta colaboracdo foi estabelecer o uso de
proteina DIl4 soltvel como agente terapéutico no tratamento do cancro, fazendo uso da sua
actividade como bloqueador de sinalizagéo DIl4-Notch. Este facto condicionou o uso da linha

DII4*" neste trabalho, por ser mais relevante ao trabalho proposto.
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6.2 — Materiais e métodos

6.2.1 - Xenotransplante subcutaneo de células S180

As células S180, células malignas de sarcoma murino obtidas da estirpe C57/BL6J
(Alfaro, et al., 1992), foram uma gentil oferta do Doutor Adrian Harris, Cancer Research, UK.
Estas foram crescidas segundo protocolos habituais de cultura de células, como descrito
anteriormente para a cultura de fibroblastos.

Apb6s terem sido tripsinizadas, as células S180 foram quantificadas em
hemacitémetro e separadas em aliquotas de 5x10° células. Estas aliquotas foram injectadas
subcutaneamente na area dorsal cervical de ratinhos, seis DIl4+/- e seis controlo (Duarte, et

al., 2004), ambos com fundo genético CD1, com 6-8 semanas de idade.

6.2.1.1 - Recolha e fixagcdo dos tumores

Os tumores foram dissecados dos animais, tendo o cuidado de preservar a ligacdo a
pele que os cobria. Os tecidos foram lavados duas vezes em PBS, durante dez minutos, e
fixados. No caso de os tumores serem usados para coloracdo com X-Gal, a fixacdo foi feita
com 0,2% PFA durante a noite, e no caso de serem usados para imunofluorescéncia a fixacao
foi 4% PFA durante uma hora.

Apos a fixacdo os tumores foram lavados duas vezes em PBS, durante dez minutos e
em seguida desidratados numa solugcdo contendo 4% de sacarose em PBS. Os tumores
permaneceram nesta solucdo durante trés horas e em seguida foram transferidos para uma
solucdo contendo 15% de sacarose em PBS. Os tumores permaneceram nesta solucdo durante
a noite. No dia seguinte os tumores foram processados para inclusdo em gelatina e

congelamento, seguindo o protocolo indicado anteriormente para embrides.

6.2.1.2 - Medicéo da densidade vascular

As medicOes da densidade vascular nos tumores foram efectuadas fazendo recurso ao
programa de computador NIH ImageJ 1.37v. Analisaram-se 15 sec¢des de 40um com

imunofluorescéncia para PECAM, de cada tumor, trés retirados de ratinhos controlo e trés
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retirados de ratinhos DII4*". Seleccionaram-se éreas equivalentes das seccdes, contendo
apenas vasculatura tumoral, e usou-se a ferramenta de threshold para individualizar as
estruturas vasculares. Os valores de threshold mantiveram-se constantes para todas as sec¢oes

analisadas. A area correspondente a estruturas vasculares foi medida em pixel®.

6.3 — Resultados

6.3.1 - Analise da influéncia da haploinsuficiéncia em DIl4 no
desenvolvimento da vasculatura tumoral

Foram transplantadas 5x10° células tumorais da linha de sarcoma murino S180
(Dunham ; Stewart, 1953, Foley ; Drolet, 1956, Foley, et al., 1960, Goldie, et al., 1952),
subcutaneamente para murganhos DII4*" e controlo, com fundo genético CD1. Os tumores
foram recolhidos ao fim de dez dias, medidos e processados para analise por

imunofluorescéncia e marcacdo com X-gal.

300

250 +

Volume tumoral (mm?)
s
w
o

wT Dlid+/-

Figura 87 — Grafico representando o volume tumoral no dia 10 apds implantacdo de tumores em murganhos DII4+/- e controlo. Nos
murganhos DII4*" os tumores atingem apenas 64,6% do volume alcancado nos murganhos controlo (WT), no mesmo dia. p< 0,001
(Wilcoxon W).
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Figura 88 — (cima) Imunofluorescéncia anti-PECAM em tumores implantados em murganhos controlo e DIl4+/- demonstrando o0 aumento na
densidade vascular nos tumores implantados em murganhos DII4+/-. (baixo) Marcagdo com X-gal em muganhos DII4*" demonstrando que ha
expressao de DII4 na vasculatura tumoral.

Analisando o padrdo da marcacdo com X-gal concluimos que, como ja havia sido
descrito, DII4 é realmente expresso na vasculatura tumoral, estando presente numa maior

proporcao da vasculatura tumoral do que enddgena (pele).

Figura 89 — A maior parte da vasculatura tumoral, formada de novo, expressa DIl4. Tumor implantado em murganho DII4*". A esquerda,
coloragdo com X-Gal; a direita, imunofluorescéncia para PECAM; as duas imagens correspondem a criosecgdes consecutivas.

218



Comparando a expressdo do repdrter lacZ com imunofluorescéncia para PECAM na
vasculatura de tumores implantados em murganhos DII4*" verificou-se que a maior parte da
vasculatura tumoral, formada por neo-angiogénese, expressa dll4.

A andlise da marcacdo com anticorpos anti-PECAM, revelou que os murganhos
heterozigdticos para dll4 apresentam uma vasculatura tumoral mais tortuosa, com vasos mais
finos e ramificados. Fazendo recurso a um programa de computador, IMAGE], avalidmos,
para campos de microscopia semelhantes, a area ocupada por endotélio em tumores colocados
em murganhos DII4*" e controlo. O resultado indicou um aumento de cerca de 55% na area
ocupada por endotélio, por area de microscopia.
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Figura 90 — Gréfico representando a area de campo de microscopia ocupada por endotélio em seccOes de tumores implantados em
murganhos DIl4+/- e controlo. Nos tumores implantados em murganhos DII4*™" ha um aumento de 55% na densidade vascular, face aos

murganhos controlo. p< 0,001 (Wilcoxon W).

Resultados obtidos por um grupo de investigacdo parceiro, com guem em conjunto
publicamos este trabalho, revelaram que a este aumento na densidade vascular nos tumores
com diminuicdo na expressdo de DII4 esta associado uma diminuicdo na perfusao vascular,
aumento da hipdxia e necrose tumoral e em geral a um impedimento do crescimento tumoral.

A vasculatura tumoral em murganhos DII4* também est4 associada a um defeito na
maturacdo dos vasos sanguineos, demonstrada por uma diminui¢do forte no recrutamento de
células de masculo liso para cobrir 0s novos vasos, ao contrario do observado nos murganhos

controlo, revelando um defeito na maturacdo dos vasos sanguineos tumorais.

219



Dli4 +/-
MA PECAM

Dll4 +/-

Figura 91 — Imunofluorescéncia para SMA e PECAM revelaram que na vasculatura tumoral em murganhos DII4™ ha uma diminuicdo no

recrutamento de células de masculo liso, indicando a existéncia de um defeito na maturagéo vascular.

6.4 — Discussao

Este estudo realizou-se atraves da injeccdo subcutdnea de células tumorais em
murganhos DII4*" e controlo. Este modelo de trabalho faz com que a vasculatura que se forme
para irrigar o0 novo tumor em crescimento seja resultante do animal hospedeiro e ndo das
células tumorais injectadas. Assim, no caso dos murganhos DII4*", a vasculatura tumoral seré
heterozigotica para a perda de funcdo em DII4, apresentando por isso apenas metade da dose
normal de DII4, que se sabe ser haploinsuficiente (Duarte, et al., 2004).

Os resultados desta andlise indicaram que a manipulacdo dos niveis de DIl4 pode
influenciar o desenvolvimento tumoral. Os tumores implantados em murganhos DII4*"
cresceram mais devagar que os respectivos controlos, tendo ao fim de 10 dias apenas 64,6%
do volume tumoral médio nos murganhos controlo. A fim de compreender este resultado,
analisdmos a expressdo de DIl4 nos tumores e na pela e os resultados indicaram que este €
mais expresso na vasculatura tumoral do que na vasculatura dos tecidos circundantes ao
tumor, neste caso, a pele. DIl4 aparenta estar presente na maioria dos vasos que compdem a

vasculatura tumoral, justificando assim o aumento de expressdo deste gene nos tumores. Em
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tumores renais calculou-se que a expressao de DII4 estava aumentada nove vezes em relacéo a
expressdo em rins sem tumores (Patel, et al., 2005).

A vasculatura tumoral em embrides DII4*" é mais fina e ramificada do que a
observada em murganhos controlo, havendo um aumento de 55% na densidade vascular em
relagdo aos murganhos controlo. Este resultado estd em concordancia com os resultados
obtidos em embriBes, em que associado a perda de funcdo em DII4 estd um aumento da taxa
de proliferacdo endotelial e aumento da capacidade migratéria das células endoteliais, por
potenciar a resposta a factores de crescimento vasculares e outros atractores endoteliais
(Benedito et al. 2008 — submetido).

Associado a este aumento de densidade vascular encontramos um defeito de
maturacdo vascular nos murganhos DII4™", em que a vasculatura destes ndo apresenta o
marcador de células de musculo liso SMA, a volta das celulas endoteliais.

Estes resultados foram publicados (Scehnet, et al., 2007) em conjunto com resultados
da utilizac&o de proteina DIl4 solivel, que actua como um inibidor da sinalizacdo DII4-Notch,
como forma terapéutica para regulagdo da angiogénese. Estes resultados revelaram que a este
aumento na densidade vascular nos tumores crescidos em murganhos com diminui¢do na
funcdo de DII4 estd associado uma diminuicdo na perfusdo vascular, aumento da hipoxia e
necrose tumoral e em geral a um impedimento do crescimento tumoral.

Sé&o resultados muito promissores em relagdo ao uso de DIl4 como alvo terapéutico
para tratamento de tumores. Enquanto o bloqueio de VEGF leva a uma diminuicdo da
perfusdo sanguinea tumoral por formar menos vasos sanguineos, o bloqueio de DII4 leva a
uma diminuicdo da perfusdo sanguinea tumoral por formar mais vasos, mas que Sao
desorganizados, com lumen reduzido e com defeitos ao nivel da maturacdo. Actuando por
modos diferentes ambas estratégias conseguem um efeito semelhante ao nivel da diminuicédo
do volume tumoral. DII4 ndo parece actuar apenas como um regulador negativo de sinalizacdo
VEGF pois consegue ter um efeito negativo no crescimento de tumores que se tornaram
insensiveis a terapia contra VEGF.

A expressao de DIl4 na vasculatura tumoral parece ser dependente de VEGF (Noguera-
Troise, et al., 2006, Patel, et al., 2006) e DII4 actua como um regulador negativo de sinalizacao
VEGF, no entanto os resultados obtidos com os estudos com embrifes mutantes indicam que a
funcdo de DIl4 pode ser mais extensa que simplesmente regular a sinalizacdo VEGF. Dll4
apresenta-se assim como um excelente candidato a alvo de terapia anti-angiogénica, através da
producdo de anticorpos neutralizantes para DII4 ou péptidos inibidores da ligacdo DII4-Notch.

Os resultados publicados foram confirmados em dois trabalhos publicados em

simultaneo (Noguera-Troise, et al., 2006, Ridgway, et al., 2006).
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Capitulo 7 — Discusséo geral e conclusdes

A angiogénese compreende um conjunto de eventos morfogenéticos que conduzem a
remodelacdo de uma vasculatura primitiva numa vasculatura matura (Noden, 1989). Esta
vasculatura tem de ter um grau correcto de ramificacdo e distribuicdo pelos tecidos, de forma
a cumprir o proposito da existéncia de um sistema vascular nos organismos complexos, servir,
basicamente, como meio de distribuicdo de oxigénio e nutrientes aos tecidos e meio de
remocdo de metabolitos e didxido de carbono dos tecidos. A angiogénese decorre sempre
através do balanceamento de sinais de propagacdo e sinais de amadurecimento/quiescéncia. A
angiogénese ocorre durante o desenvolvimento embrionario e no adulto, onde toma a
designacdo de neo-angiogénese, em situacOes fisiologicas, como em determinadas fases do

ciclo éstrico, e em situacdes patologicas, como no crescimento tumoral.

A partida para este trabalho sabia-se muito pouco sobre o gene DII4. Sabia-se, por
exemplo, que ¢ um ligando da via Notch. Sabia-se que dois dos receptores Notch em
mamiferos sdo expressos no endotélio arterial em desenvolvimento, Notchl e 4, e que a sua
funcédo é essencial para o correcto desenrolar da angiogénese embrionaria. DII4 apresentava-
se a altura como o Unico ligando conhecido da via Notch com um padrdo de expressao
compativel com o facto de ser o ligando responsavel pela activacdo da via Notch no endotélio
arterial em desenvolvimento. Estes factos levaram a que se desenvolvessem esforcos para

estudar a funcdo de DII4 no desenvolvimento vascular embrionario e na neo-angiogénese.

Comecou-se por criar uma linha de murganhos transgénicos com capacidade de
sobre-expressar condicionalmente DII4. Para atingir este fim recorremos a tecnologia Z/EG,
um sistema com dois reporteres (Novak, et al., 2000). Este sistema permite facilidade de
rastreio dos animais transgénicos e da qualidade do local de integracdo, através da actividade
beta-galactosidasica do seu repérter priméario, fgeo, e identificacdo das células em que
ocorreu recombinacdo eficiente por Cre através do seu reporter secundario, EGFP. O sistema

Z/EG oferece controlo espacial de expressdo através do sistema recombinatorio Cre/loxP.

Para produzir a linha Z/EG-DII4 recorremos a dois métodos de producdo de
murganhos transgénicos, a agregacdo dipldide e a microinjecgdo pronuclear (Wood, et al.,
1993). Enquanto a agregacdo dipldide tras a vantagem de permitir um rastreio facil da

integracdo do vector de transgénese antes de se obterem os murganhos, a técnica de
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microinjec¢do pronuclear é uma técnica mais simples e que permite obter animais
transgénicos mais rapidamente. Obtivémos murganhos fundadores de linhas transgénicas com
ambas as técnicas mas com a técnica de microinjeccdo pronuclear, cerca de 10% dos
murganhos nascidos eram transgénicos, enquanto com a técnica de agregacdo diplide apenas
5,5% dos murganhos nascidos deram origem a uma linha de animais transgénicos. Tendo em
conta que todas as linhas produzidas, cinco ao todo, revelaram padrdes de expressao do
reporter priméario equivalente e deram origem a um fenotipo semelhante quando cruzadas com
a linha pCAGGS-Cre, pode-se concluir que, pelo menos neste caso, a vantagem da técnica de
microinjec¢do pronuclear sobrepds-se a vantagem da técnica de agregac6es dipldides.

A primeira analise ao efeito da sobre-expressdo de DIl4 foi realizada através do
cruzamento da linha Z/EG-DII4 com a linha CAGGS-Cre, produzindo sobre-expressao ubiqua
de DIl4. Os animais resultantes demonstram varios defeitos morfologicos visiveis

externamente e morrem a meio da gestacao, cerca dos 10,5 dpc.

Os defeitos embrionarios dos embrides DT podem ser classificados em diversas

categorias, ectopicos, vasculares primarios e vasculares secundarios.

Na categoria de defeitos ectopicos podemos encontrar o defeito de exencefalia e os
defeitos ao nivel da simetria bilateral, somitogénese e enrolamento corporal e cardiaco. Estes
defeitos podem ser categorizados como ectopicos pois sdo defeitos que ocorrem em tecidos ou
estruturas em que ndo ha expressdo de dll4. No entanto estes defeitos estdo associados a
funcdo da via Notch, apenas no estdo associados a uma funcdo fisiologica de DIl4. E muito
provavel que estes defeitos reflitam o resultado da sobre-activacdo da via Notch por um
ligando que, apesar de ndo ser enddgeno aquele tecido, consegue activar os receptores Notch,
mas ndo reflectem uma funcdo de DII4. Por este motivo, estes defeitos ndo foram muito

caracterizados.

Na categoria de defeitos vasculares primarios encontramos varios defeitos. Os
resultados obtidos a varios niveis concluem que DII4 regula varias funcdes ao nivel das
células endoteliais. A sua funcdo inicial aparenta ser a de bloquear a identidade endotelial
venosa e activar a identidade endotelial arterial nas células endoteliais arteriais, permitindo
assim o estabelecimento da identidade endotelial arterial. DII4 consegue isto ao ser expresso
especificamente nas células endoteliais arteriais, e ndo nas células endoteliais venosas. Notchl
estd presente, inicialmente, na vasculatura arterial e venosa mas DIl4 s6 estd presente no
endotélio arterial e assim apenas ai hé activacdo da via Notch. Assim sendo, ¢ a especificidade
de expressdo de DIlI4 que selecciona se as AD tomam uma identidade arterial ou venosa. O
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facto de as VCA dos embrides DT apresentarem expressdo de Heyl, um indicador de
activacdo da via Notch no endotélio, revela que nos embrides DT as VCA tém activacao
ectopica da via Notch. O resultado é uma arteriolizacdo funcional das VCA, que passam a
expressar marcadores moleculares de células endoteliais arteriais. Isto indica que durante um
tempo, até ao inicio da expressdo de Coup-TFII (You, et al., 2005) nas células endoteliais das
VCA, existe uma janela de oportunidade em que as células endoteliais venosas podem

assumir outra identidade.

Outro defeito vascular primario é a reducdo da taxa de proliferacdo das células
endoteliais arteriais. Este resultado, confirmado nos resultados dos GeneChip e RT-PCR,
indica que DIl4, e a via Notch, regula negativamente a proliferacdo celular endotelial,
bloqueando as células na fase G1 do ciclo mitético.

DIl4 também regula negativamente a migragéo celular endotelial, visivel ao nivel dos
vasos intersomiticos dos embrifes DT, e a formacgdo de novos brotos vasculares, visivel ao
nivel da vasculatura da regido cefalica dos embriées DT. Esta funcéo é responsavel, em parte,
pelo fendtipo de hipertrofia das AD, pois leva a acumulacdo de celulas endoteliais nas AD,
que deviam ter saido para a regido dorsal, apesar da reducdo da taxa de proliferacdo
endotelial. Este efeito € resultado de DIl4, e a via Notch, actuarem como reguladores
negativos da funcionalidade de vias pro-angiogénicas, como as vias VEGF, Wnt e Robo/Slit.
Esta regulacdo é exercida ao nivel dos receptores membranares e ao nivel das vias de
transducdo de sinal. Estas vias pro-angiogénicas tém funcionalidade como atractores
moleculares, favorecendo a mobilidade celular na direccdo de gradientes crescentes de

ligandos soluveis.

A funcdo de DII4 também é a de regular eventos de adesdo celular e de regular a
matriz extracelular. Estes eventos podem estar ligados a regulacdo da migracdo celular, pois a
migracdo celular tem de ser regulada de maneira oposta a adesdo celular e deposicdo de
matriz extracelular para que seja possivel que uma célula se movimente. A regulacdo da
adesdo celular é efectuada ao nivel das adesbes aderentes e gap junctions. Por sua vez, a
regulacdo da matriz extracelular é efectuada quer ao nivel do aumento da producéo e
deposicdo de novas proteinas fibrilares, como Fibronectina, Laminina e Colagénios, como
também ao nivel da reducdo da expressdo de enzimas degradadoras de moléculas da matriz
extracelular. A expressdo de integrinas também esta aumentada, revelando que DII4 regula

positivamente a adesdo entre as células endoteliais e a matriz extracelular aumentada.
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Na categoria de defeitos vasculares secundarios encontramos os defeitos de
remodelamento das VCA e os defeitos de remodelamento da vasculatura da membrana

vitelina.

O defeito de remodelamento das VCA pode ter vérias explicacdes. E possivel que
esteja ligado a expressdo diferencial de membros da via Ephrin-Eph entre as VCA e as AD.
De alguma forma, a comunicacdo, com efeitos ao nivel de repulsdo, entre células endoteliais
arteriais e venosas pode ser necessaria para que ocorra a coalescéncia do plexo venoso
primario nas VCA (Fuller, et al., 2003, Hamada, et al., 2003). Este fenttipo foi observado
também nos mutantes de perda de funcdo para Ephrin-B2 e EphB4 (Gerety, et al., 1999). No
entanto nos mutantes de perda de funcdo para Ephrin-B2 e EphB4 também existe formacao de
fusBes entre as AD e as VCA (D. Anderson, comunicacdo pessoal). Assim torna-se dificil
distinguir se o defeito de coalescéncia das VCA é resultante de um defeito de comunicagéo
entre artérias e veias ou resultante de um defeito circulatorio, causado pela auséncia de

circulacédo sanguinea nas VCA provocado pela existéncia de fusdes entre as AD e as VCA.

O defeito da remodelacdo da vasculatura primaria das membranas vitelinas é bastante
comum em murganhos com mutacdes que resultem na ocorréncia de defeitos vasculares, quer
sejam de perda de funcdo ou ganho de func&o. Isto pode ser interpretado de varias formas. E
possivel que este facto indique que simplesmente a vasculatura da membrana vitelina seja
muito sensivel a defeitos regulatérios de varias vias de sinalizagdo. E possivel também que
este facto indique que existe um ponto de ligacéo entre todas as linhas de murganhos mutantes
que exibem este fendtipo. Este ponto de ligacdo pode ndo ser determinado geneticamente, mas
sim, pode reflectir um problema circulatorio. Esta hipotese é adjuvada pelo facto de
murganhos mutantes em que ndo ha inicio do batimento cardiaco, e que por isso ndo tém
circulacdo sanguinea, terem o mesmo defeito vascular vitelinico (Wakimoto, et al., 2000).
Sabe-se que a circulacdo sanguinea tem uma funcdo importante na regulacdo do
remodelamento vascular extra-embrionario em galinha (le Noble, et al., 2004). Esta
interpretacdo revelaria assim que em murganhos este sistema de regulacdo € mantido e que
este é importante mais cedo do que o descrito em galinha, para que possa ocorrer a primeira

fase de remodelamento vascular extra-embrionario.

Antes do inicio do estabelecimento da circulacdo sanguinea, ligada ao inicio do
batimento cardiaco, ja existe uma hipertrofia das AD nos embriées DT, consistente ao longo
das AD desde as regifes anteriores até as posteriores, consequéncia do defeito migratério das

células endoteliais. A partir do momento em que se inicia o batimento cardiaco o aumento da
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hipertrofia das AD torna-se mais rapido, em especial na regido entre o tracto de saida e
entrada do coragdo. Sabendo, pelos resultados das microangiografias, que pouco sangue
progride para regides mais posteriores que as fusdes entre as AD e VCA, isto indica-nos que
podem haver outros factores a regular a hipertrofia das AD. Esses factores podem ser a
pressao sanguinea aumentada na regido das AD entre os tractos de entrada e saida do coragdo
e/ou o estimulo causado pela quase auséncia de circulacdo sanguinea nas regifes posteriores
das AD.

A anélise com GeneChips do transcriptoma do endotélio de embrides DT permitiu-
nos desvendar a base das interac¢des que a via Notch realiza com outras vias de sinalizacéo,
nomeadamente com as vias VEGF, Wnt e TGF-beta. Apesar da interac¢do negativa da via
Notch com a via VEGF em células endoteliais ja ser conhecida (Hellstrom, et al., 2007,
Leslie, et al., 2007, Lobov, et al., 2007, Patel, et al., 2006, Suchting, et al., 2007, Williams, et
al., 2006), estes resultados permitiram elucidar que a interaccdo ocorre ndo sé ao nivel dos
receptores membranares como também a varios niveis na via de transducdo de sinal,
identificando quais os membros da via que sdo afectados. A interac¢do sinergistica da via
Notch com a via TGF-beta ja havia sido descrita noutros sistemas (Blokzijl, et al., 2003,
Dahlgvist, et al., 2003, Itoh, et al., 2004), estes resultados revelaram a natureza desta
interaccdo por revelarem que genes da via TGF-beta sdo afectados pela via Notch. Ja era
conhecido que varios membros da via Wnt s@o expressos no endotélio em desenvolvimento e
que esta via teria um papel, ainda ndo bem caracterizado, como via pré-angiogenica através
de uma interaccdo positiva com a via VEGF (Goodwin ; D'Amore, 2002, Ishikawa, et al.,
2001, Mao, et al., 2000, Masckauchan, et al., 2006, Wang, et al., 2007, Zhang, et al., 2001).
Os nossos resultados séo a primeira descricdo da existéncia de uma ligacdo negativa entre a
via Notch e a via Wnt no endotélio. Esta analise permitiu também identificar quais os genes
cuja expressdo é activada ou desligada para produzir os efeitos fenotipicos analisados, como
por exemplo ciclo celular, migracdo endotelial e regulacdo de matriz extracelular. Os
resultados dos GeneChip permitiram criar uma lista de genes regulados pela via Notch e ainda
ndo caracterizados. A analise do padrdo de expressao destes genes novos vai ser crucial para
determinar quais destes genes sdo promissores para que se facam mais experiéncias sobre
eles, para determinar a sua funcdo e importancia na regulacdo da angiogénese. Espera-se que
algum deles se revele um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias para regulacéo

de neo-angiogénese tumoral.

O trabalho realizado sobre o efeito da haploinsuficiéncia de DIl4 no desenvolvimento

tumoral revelou-se muito importante (Scehnet, et al., 2007). Os resultados obtidos indicam
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que terapias que conduzam a um bloqueio da funcionalidade de DIl4 podem revelar-se
efectivas para o controlo do desenvolvimento tumoral ao conduzirem & formacdo de uma
vasculatura tumoral mais fina e ramificada, menos estavel e ndo perfundida, que impede o
crescimento do tumor. Os resultados obtidos sdo ainda mais importantes quando se tem em
linha de conta que este tipo de tratamentos continuam efectivos em tumores que tenham
ganho resisténcia aos tratamentos para VEGF (Noguera-Troise, et al., 2006, Ridgway, et al.,
2006). Este resultado também indica que a funcdo de DII4 na regulagdo da angiogénese
extende-se além de ser apenas um regulador negativo da sinalizagcdo por VEGF-A.

Até ao momento € incerta a razdo pela qual ndo foi possivel obter sobre-expressao
especifica de DIl4 com os transgénicos Z/EG-DII4, tendo obtido apenas sobre-expressao
ubiqua. Sabemos que o efeito ndo é posicional, pois obtivemos cinco linhas independentes de
murganhos Z/EG-DII4, e que a tecnologia em si funciona com expressdo ubiqua de cre. Os
resultados obtidos a partir de cruzamentos com trés linhas de murganhos com expressao
endotelial de cre indicam que a eficiéncia de recombinacéo é baixa. Tal pode ser resultado de
0s promotores endoteliais usados terem expressdo baixa e que o sistema Z/EG ndo seja muito
sensivel a baixas concentraces da recombinase Cre. Para resolver este problema produzimos
uma nova linha de murganhos com sobre-expressdo condicional indutivel de DII4 (TetOs-
DIl4) e temos um vector construido para produzir uma linha de sobre-expressao condicional
indutivel de DII4, com reporter de expressdo. A linha TetO;-DIl4 veio permitir obter os
resultados que a linha Z/EG-DII4 ndo permitiu. Com a linha TetO7-DIl4, e a linha Tie2-rtTA-
M2, conseguimos obter sobre-expressao condicional indutivel de DIl4, no endotélio. A analise
dos embrides Dll4e revelou os mesmos defeitos vasculares ja descritos com a sobre-expressao
ubiqua de DIl4, conseguida com a linha Z/EG-DIl4. Este resultado confirma que a

importancia de DII4 na regulacdo do desenvolvimento vascular € autobnoma ao endotélio.

A analise da localizacdo da proteina DIl4, através do uso de anticorpos monoclonais
especificos, revelou que este se encontra na membrana celular de todas as células das AD. A
sua presenca ndo € homogénea, estando mais presente nha membrana celular na face das AD
que esta virada para o tubo neural e regifes dorsais e mais presente em vesiculas na face
oposta. Este resultado indica que, na vasculatura dos embribes, a sinalizacdo por DIl4 é
indutiva, provavelmente ndo sendo responsavel pela diferenciacdo de um tipo especializado
de célula endotelial, como acontece na vasculatura da retina, em que é responsavel por inibir a
diferenciacdo de células ponta. Os resultados apontam também que existe regulacdo
endocitica da disponibilidade de DII4 a membrana celular, actuando assim como mais um

forma de regulacdo da sinalizagdo Notch no endotélio. O facto de haver mais D114 membranar
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na por¢do das AD que esté virada para o tubo neural faz sentido face a fungdo de DII4 como
um regulador negativo da funcdo de VEGF, Wnts e Slits, moléculas que formam gradientes
que partem de regides dorsais para ventrais e que por isso influenciam mais a regido das AD
que esta virada na direccdo desses gradientes.

Os resultados obtidos com os estudos no modelo de ganho-de-funcdo de DIl4
representam, de facto, um fendtipo oposto ao observado em murganhos de perda-de-funcéo,
DII4*" (Duarte, et al., 2004) e DII4” (Benedito, et al, 2008 — in press). Esta observacéo é
baseada nos resultados ao nivel da organizacdo da vasculatura embrionéria, identidade do
endotélio das aortas dorsais e veias cardinais anteriores, dos fendtipos de ramificacdo,
migracdo, e maturacdo. Encontra-se também um efeito espelho nos resultados de expressdo
génica no endotélio destas duas vertentes de analise a fungdo de um gene. No fundo, estas
duas linhas de investigacdo complementam-se e a0 mesmo tempo confirmam-se, permitindo

uma leitura mais fiel e assegurada da funcdo do gene DIl4.

No global estes resultados apontam DII4 como sendo um activador da via Notch no
endotélio, regulando negativamente a manutencao da identidade endotelial venosa e activando
a identidade endotelial arterial, actuando depois como um indutor de quiescéncia endotelial.
Os resultados indicaram que DIl4, através da activacdo da via Notch, regula negativamente o
funcionamento de vérias vias de sinalizacdo pré-angiogénicas, como VEGF, Wnt e Slit. Os
resultados da analise trancriptémica endotelial indicaram a existéncia de varios pontos de
regulacdo entre a via Notch e as vias VEGF, Wnt e Slit, quer ao nivel dos receptores
membranares como ao nivel da traducdo de sinal. Face a esta informacdo é dificil separar as
diferentes fungdes da via Notch, da sua funcdo como regulador negativo da sinalizacdo de
outras vias. E impossivel afirmar com certeza se o desligar da expressdo de um gene nas
células endoteliais com sobre-expressdo de DIl4 é resultado directo da funcionalidade de um
efector da familia enhancer of split, que funcionam como repressores transcripcionais, ou do
facto de haver menos transducdo de sinal de uma das vias afectadas. E muito dificil
determinar uma funcéo especifica s6 para uma via quando as varias vias envolvidas regulam
0s mesmos eventos celulares, como proliferacdo, migracdo, adesdo ou deposicdo de matriz
extracelular. Os resultados indicam a existéncia de multiplas interaccGes entre as varias vias
de sinalizacéo, revelando a existéncia de uma rede de sinalizacdo complexa, com o objectivo
de regular finamente o balango permanente entre expansdo da rede vascular, pelas vias pro-

angiogénicas, e o amadurecimento ou quiescéncia da rede vascular, pelas vias anti-
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angiogénicas. Neste contexto, DII4 revela-se um agente anti-angiogénico, impedindo a
resposta das células endoteliais aos estimulos pro-angiogénicos e ao mesmo tempo,
promovendo a estabilizacdo dos vasos ja existentes, através do recrutamento de células de

musculo liso, aumento da adesdo celular e aumento da matriz extracelular.

DIlI4 assume-se assim como um importante regulador positivo da arteriogénese
embrionaria e como um agente anti-angiogénico. Este facto indica DIlI4 como um alvo
importante para a producdo de terapias anti-tumorais, quer como adjuvante de terapias para

VEGF, como isoladamente em tumores que se revelem resistentes a tratamentos dirigidos a

VEGF.
VEGW:‘~\\\\\\\\
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Ephrin-B2 EphB4

Figura 92 — Esquema de interacgdes entre diferentes vias de sinalizagdo que regulam a angiogénese. A via VEGF activa a expressdo de DIl4
especificamente nas células das AD (Liu, et al., 2003), permitindo assim que apenas ai a via Notch seja activada. Como resultado, as células
endoteliais das AD bloqueiam a expressdo de genes relativos a identidade venosa (EphB4) e activam a expressdo de genes que conduzem a
activacdo da identidade arterial (Heyl, Hey2, Hes5, Ephrin-B2, etc). Varios membros da via Wnt sdo expressos no endotélio (Goodwin
D'Amore, 2002). Sabe-se que esta via regula a expressdo de VEGF (Zhang, et al., 2001), actuando assim como um agente pré-angiogénico
indirecto e possivelmente directo (Goodwin, et al., 2007, Masckauchan, et al., 2006). A via Notch regula negativamente a fungio
directa/local da via Wht, ao regular a estabilizacdo de Beta-catenina, a expressdo de Lef-1 e ao conduzir a expressdo de inibidores secretados
de ligandos Wnt. Por outro lado a via Notch activa a expressdo endotelial de dois ligandos da via Wnt, que estando impedidos de actuar
sobre as proprias células endoteliais, devido & presenga dos bloqueadores transmembranares e secretados, pode possivelmente actuar a
distancia, activando a expressdo de VEGF. Por outro lado a via Notch regula positivamente a via de sinalizacdo TGF-beta, que por sua vez
actua sinergisticamente com a via Notch (Kluppel ; Wrana, 2005, Soares, et al., 2005) para induzir um estado de quiescéncia endotelial e
bloguear a capacidade de VEGF sinalizar (Inoki, et al., 2002). Deste modo temos as vias VEGF e Wnt a actuarem como agentes pro-
angiogénicos e as vias Notch e TGF-beta a actuarem como indutores de quiescéncia. Todas as interac¢des positivas e negativas, acima
descritas, entre estas vias servem para que exista um balango instavel entre o estado de quiescéncia e de proliferacéo endotelial, entre o
crescer e o estabilizar de uma rede vascular.
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Anexo | — Meios e solucdes

[.1 - Meios de Cultura

I.1.1 - Meios de cultura liquidos para microbiologia

- LB: Luria Bertani broth. Adicionar 10g de bactotriptona (Biokar Diagnostics
Al401HA) (1%p/v), 5g de extracto de levedura (Biokar Diagnostics A1202HA) (0,5% p/v) e
5g de NaCl (85mM) a &gua destilada para um volume final de 1L. Acertar o pH a 7.0 com
NaOH 5N (Sigma S5881)e esterilizar autoclavando 20min a 121°C.

Preparagdo comercial = LB broth base, usada a 20g/L; (Sigma # L-3022)

- TB: Terrific broth. Adicionar 12g de bactotriptona (1,2% p/v), 24g de extracto de
levedura (2,4% p/v), 4 ml de glicerol (Sigma G9012) (0,4% v/v) a agua destilada para um
volume final de 900mL. Em seguida deve-se esterilizar por autoclavagem, deixar arrefecer até
a temperatura ambiente e depois adicionar 100mL de tampédo de fosfatos autoclavado e
arrefecido, composto por KH2PO4 17mM e K2HPO4 72mM; o pH final deve ser entre 6,8 e
7,2.

Preparacdo comercial = EzmixTM Terrific Broth (Sigma T9179), usado a 47,6g/L
com glicerol a 0,8% (v/v), (Sigma # T-9179).

- SOB. Adicionar 20g de bactotriptona (2% p/v), 50g de extracto de levedura (5%
p/v), 10mL de NaCl 1M (10mM), 2,5mL de KCI 1M (2,5mM), 10mL de MgCI2 1M (10mM)
e 10mL de MgSO4 0,5M (5mM) a agua destilada para um volume final de 1L. O pH final
deve se situar entre 6,8 e 7,2. Esterilizar por autoclavagem.

- SOC. O meio SOC ¢ idéntico ao SOB, com a excepc¢do de conter 20mM de glucose
(Sigma G8270).

Apo6s 0 meio SOB ter sido autoclavado deixa-se arrefecer até aos 60°C e adiciona-se
20mL de uma solucdo estéril de glucose 1M (18g de glucose em 90mL de &gua destilada —
desionizada MQ. Apo6s a dissolucdo do acUcar ajusta-se o volume para 10mL com agua

destilada e esteriliza-se por filtragao através de um filtro 0,22pm)
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1.1.2 - Meios de cultura sélidos para microbiologia

- LB-agar: Adicionar 15g de bacto-agar a 1L de meio LB liquido. Esterilizar por
autoclavagem.

Preparacdo comercial = LB-agar, usado a 35g/L (Sigma # L-2897).

-LB-agar com ampicilina: Adicionar ampicilina (Sigma #A-9518) a LB-agar, ap0s

este ter arrefecido a 55°C, para uma concentragao final de 100pg/mL.

|.1.3 — Meios de cultura para células eucariotas

[.1.3.1 - Meio de cultura para culturas primarias de fibroblastos
embrionarios.

A tabela seguinte descreve 0s varios constituintes que sao misturados para fazer o

meio para culturas primarias de fibroblastos embrionarios (PEF):

Referéncia % do volume final
DMEM * Gibco BRL #41965-039
L-glutamina 100x Gibco BRL #25030-024 1%
Penicilina/streptomicina 100x | Gibco BRL #15140-122 1%
Piruvato de sodio 100mM Gibco BRL #11360-039 imM
B-mercaptoetanol Gibco BRL #31350-02 0.2%

*DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle medium

O DMEM é um meio de cultura com tampdo bicarbonato concebido para ter um pH
7,2-7,4 numa atmosfera com 5% de CO; e 95% de ar.

Antes de ser usado é adicionado de Soro Fetal Bovino (Gibco BRL #16060-044) para
uma concentracdo final de cerca de 15-17% (v/v). Antes de se adicionar o Soro fetal bovino,
este tem de ser inactivado pelo calor, bastando para tal coloca-lo num banho-maria a 57°C

durante 30 minutos.
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[.1.3.2 - Meio de cultura para células estaminais embrionarias

A base do meio € a mesma que o usado para cultura de PEFs, com as seguintes

alteracdes:

-usou-se soro fetal bovino da empresa HyClone (SH30070.02 Lote n°
ALK14879) na maioria das actividades (excepcdo notada nos resultados e discussdo). Nas
outras experiéncias usou-se o soro fetal bovino (Gibco), referido acima. A proporgdo de soro
usada na producdo do meio é a mesma que para 0 meio de PEFs.

-adiciona-se 7,5ul de LIF (leukemia inhibitory factor, 120pg/mL) a cada 50
ml de meio. A LIF é produzida no laboratdrio, extraida de uma estirpe de BL21 transformada
com o plasmideo pGEXmLIF. A LIF é uma citoquina polipeptidica secretada que inibe a
diferenciacdo das CEE (Smith, et al., 1988, Williams, et al., 1988). Esta é produzida pelas
linhas primarias de fibroblastos mitoticamente inactivados (células feeder) sobre as quais
crescem as culturas de CEE. No entanto é regra comum suplementar o0 meio com LIF mesmo
na presenca de células feeder.

-adiciona-se 6mL de Aminoacidos n&o essenciais (100x) (Gibco BRL
#11140-050), ficando a 1% do volume final.

[.1.3.3 - Meio de congelamento de células estaminais embrionarias.

Meio de congelamento de CEE é normalmente preparado 2x concentrado. Adiciona-
se 38% do volume final em Soro fetal bovino e 20% do volume final em DMSO a Meio de
culura de CEE.

[.1.3.4 - Meio KSOM, para cultura de embrides em fase de preé-
implantacéo

Este € um meio de cultura de embrides, é usado em vez de meios comerciais
equivalentes como o M16 e o Brintster’s Medium (também existe KSOM como preparagdo
comercial). Segundo testes efectuados no laboratério do Doutor Andras Nagy, Mount Sinali
Hospital, Toronto, o uso deste meio aumenta a viabilidade das quimeras de agregacdo, em
relagcdo ao uso do meio M16.

Os embrides de fase de pré-implantacdo até oito células ndo utilizam a glucose

eficientemente e necessitam de piruvato e lactato com fontes de enrgia (lyengar et al, 1983).
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Por outro lado estes ndo necessitam de amino&cidos, vitaminas ou soro fetal bovino.
Normalmente adiciona-se albumina de soro bovino (BSA) para reduzir a capacidade de
aderéncia a superficies dos embrides.

Este meio ndo pode ser armazenado no frigorifico por mais do que 2 semanas. Este é

produzido a partir de 6 solugc6es stock:

.1.3.4.1 - Stock A (10x) (100mL)
E composto por:

Concentragdo | Peso molecular Massa
NaCl 950mM 58.44g/mol 5.55¢g
KCI 25 mM 74.55¢g/mol 0.186g
KH,PO, 3.5 mM 136.09g/mol 0.047g
MgS0O,.7H,0 2.0 mM 246.47g/mol 0.0493g
Lactato de Sodio 100 mM 112.10g/mol 1.87g de um stock a 60%
D (+) glucose 2.0 mM 180.20g/mol 0.036g
Penicilina-G 600ug/mL - 0.06g
Sulfato de streptomicina 500ug/mL - 0.05g

Congela-se em aliquotas de 10mL.

[.1.3.4.2 - Stock B (10x) (100mL)
E composto por:

Concentracéao Peso molecular Massa
NaHCO; 250mM 84.01g/mol 2.10g
Vermelho de Fenol 0.001g ou 1mL de
solucdo a 1%

Congela-se em aliquotas de 10mL.
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.1.3.4.3 - Stock C (100x) (10mL)
E composto por:

Concentracao Peso molecular Massa
Piruvato de Sddio 20mM 110.0g/mol 0.022g
Congela-se em aliquotas de 1mL.
1.1.3.4.4 - Stock D (100x) (10mL)
E composto por:
Concentracao Peso molecular Massa
CaCl,.2H,0 17.1mM 147.02g/mol 0.25¢
Congela-se em aliquotas de 1mL.
1.1.3.4.5 - Stock F (100x) (2100mL)
E composto por:
Concentracao Peso molecular Massa
Na;EDTA.2H,0 100mM 372.24g/mol 0.0372g
Congela-se em aliquotas de 1mL.
1.1.3.4.6 - Stock G (200x)
E composto por:
Concentracéo Peso molecular Massa
Glutamina (Gibco 200mM

#320-1140AG)

Congela-se em aliquotas de 0,5mL.
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1.1.3.4.7 - Producéao do meio KSOM

Misturam-se 0s seguintes volumes das respectivas solucbes stock, para produzir
100mL de meio KSOM:

Solucgéo Stock Volume
10x Stock A 10mL
10x Stock B 10mL
100x Stock C ImL
100x Stock D imL
100x Stock F imL
200x Stock G 0,5mL
BSA solido (Sigma A4378) 0,109
SDW Adiciona-se agua até perfazer 100mL.

O meio é agitado suavemente para ndo criar espuma e em seguida é colocado na
incubadora a 37°C, 5%CO; para equilibrar o pH a 7,4. Para tal basta deixa-lo na incubadora
durante 1 noite, numa garrafa com tampa semi-aberta. A esterilizacéo € feita por passagem em
filtro de 0,22um, aliquota-se em tubos de polipropileno e guarda-se no frigorifico por ndo

mais de 2 semanas.

.4 - Armazenamento de clones bacterianos

Os clones bacterianos contendo os plasmideos de interesse foram armazenados a curto
prazo (até trés semanas) em placas de LB-amp a 4°C e a longo prazo em stocks de glicerol
15% a -80°C.

|.5 - Marcadores de pesos moleculares para ADNds

- 1kb+ ADN Ladder™ (Gibco # 10787-026): Consiste de 19 bandas, 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 0.65, 0.85, 1.0, 1.65, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 e 12.0kb. Este marcador
de pesos moleculares é ideal para a determinacdo da concentracdo de fragmentos lineares de
ADN em dupla cadeia pois sabe-se que a banda de 1.65kb contém 50ng de ADN quando se

aplicam 5puL deste marcador de pesos moleculares.
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Figura 93 - Resultado de uma electroforese do
marcador de pesos moleculares “1kb+ ADN Ladder”.
Ao lado estédo referidos os pesos moleculares de cada
banda em pb.

- Kilobase ADN Marker (Pharmacia #27-4004-01): Consiste de 11 bandas, 0.5, 1.0,
1.5, 20, 25, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 10.0kb num gel de agarose a 0,8%. A banda de 1Kb é trés

vezes mais intensa que as outras.

Figura 94 - Resultado de uma electroforese do marcador
de pesos moleculares “Kilobase ADN Marker”. Ao lado
estdo referidos os pesos moleculares de cada banda em
kb.

A partir das solucgdes stock foram feitas solucdo de trabalho. Estas consistiam de uma
solucdo de uma diluicdo 1:5 da solucdo stock de ADN Ladder (0,2ug/ul final) em agua

desionizada, com 1/10 do volume final em tamp&o de amostra.
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1.7 - Solucdes

[.7.1 - Tampé&o de Electroforese

-TAE: Este foi usado como solucao base a qual se adiciona a agarose em p6 para fazer
0 gel e como tampdo de electroforese usado na tina de electroforese. A solucdo de trabalho é
feita a partir de uma solucdo stock concentrada a 50x. A solucédo stock 50x é feita adicionando
2429 de Tris-base (Sigma T-6066), 57,1mL de &cido acético glacial e 100mL de EDTA 0,5M

pH8.0 a agua desionizada para um volume final de 1L.

[.7.2 - Tampao TE

Adiciona-se 1mL de uma solucdo com 1M de Tampdo Tris, pH 8,0 € 20uL de uma
solugdo 0,5M de EDTA, pH 8,0 a agua desionizada, para um volume final de 100mL. A
solucéo final de 10mM de Tampao Tris e 1mM de EDTA, e pH 8,0.

1.7.3 - PBS (“phophate-buffered saline”)

Adiciona-se 8g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de NaHPO, e 0,249 de KH,PO,4 a 800mL
de agua desionizada. Ajusta-se o pH a 7,4 com HCI e adiciona-se agua desionizada até ao

volume final de 1L. Esteriliza-se autoclavando a 121°C durante 20 minutos.

[.7.4 - Solucdes para coloragcéo com X-Gal

[.7.4.1 - Tampao NaPO,4 0,1M (500mL)

Adiciona-se 11,5mL de uma solucdo 1M de Na,HPO, e 38,5mL de uma solucdo 1M
de NaH,PO, a 450ml de agua desionizada.

[.7.4.2 - Solucéao de fixagcao (50mL)

Adiciona-se 0,4mL de glutaraldeido 25% (Merck #S28319-929), 1mL de uma solugéo
a 0,25M de EGTA com pH7.3 e 5mL de uma solu¢cdo 1M de MgCl, a 43,5mL de Tampao
NaPO,4 0,1M.
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1.7.4.3 - Tampao de lavagem (500mL)

Adiciona-se 1mL de uma solucdo 1M de MgCl,, 5mL de uma solucdo a 1%(v/v) de
Deoxicolato de Sodio (Sigma #D-4297) e 5mL de uma solucdo a 2%(v/v) de Nonidet-P40
(Sigma #1-3021) a 489mL de Tampao NaPO,4 0,1M.

[.7.4.4 - Solucédo de coloragao com X-Gal(75mL)

Adiciona-se 0,159g de ferrocianida de potassio, 0,123g de ferricianida de potassio e
3mL de uma solugdo com 25mg/mL de X-Gal (Bioline #Bio-37035) em DMF (dimetil
formamida) a 72mL de Tampé&o de Lavagem.

1.7.4.5 - Solugdo com 25mg/mL de X-Gal

5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosido; ¢ um substracto da p-galactosidase que

quando clivado por esta forma um precipitado azul.

[.7.5 - Avertina

Para anestesiar as fémeas pseudo-gestantes, durante a implantacdo de embrides,
usamos o anestésico tribomoetanol, também conhecido por avertina. Este anestésico actua
rapidamente, entre dois a cinco minutos depois da injeccdo intraperitoneal, e produz uma boa
analgesia cirdrgica durante 40 a 90 minutos com bom relaxamento da musculatura esquelética

e apenas um grau moderado de depressao respiratoria.

.7.5.1 - Stock 100% de avertina

A solucdo de tribomoetanol é preparada dissolvendo 10g de 2,2,2 Tribomoetanol
(Aldrich T4,840-2) em 10ml de 2-metil-2-butanol (Aldrich 24,048-6), a 40°C, com agitacao.
Depois de o tribomoetanol estar dissolvido, a solucdo ¢ filtrada em filtro Millipore de 0,5um.
Esta solucdo é armazenada a 4°C, em recipiente protegido da luz. O tribomoetanol é estavel

durante duas semanas, sendo que a partir desse momento se proporciona a degradacdo do

270



tribomoetanol em dibromoacetaldeido e &cido hidrobromico, que sdo associados a efeitos

hepatotoxicos e nefrotdxicos.

[.7.5.2 - Solucéo de trabalho de Avertina (2,5%)

Dilui-se a solucdo stock a 100% em volume apropriado de PBS para uma
concentracdo final de 2,5%. Agita-se vigorosamente até este se dissolver. Normalmente
injecta-se 0,5ml de solucdo de tribomoetanol por animal de 25g, que correponde a uma dose
de 250mg/Kag.

[.7.6 - FSB

Esta solucdo é usada no protocolo de indugfo de competéncia. E uma solucdo que
contém catides di- e multi-valentes, especialmente & base de Ca**.

Adiciona-se 10mL de uma solugdo com 1M de Acetato de Potassio, pH 7,5, 8,919 de
MnCl,.4H,0, 1,47g de CaCl,.2H,0, 7,46g de KCI, 0,80g de cloreto de hexaminocobalto e
100mL de glicerol a 800mL de agua desionizada. Depois dos componentes estarem
dissolvidos ajusta-se o pH a 6,4 com 0,1N de HCI. Em seguida ajusta-se o volume final a 1L
com agua desionizada. Esteriliza-se a solucdo passando-a por um filtro de 0,45um. Aliquota-

se a solucdo em frascos estéreis de 40mL e guarda-se a solucdo a 4°C.

[.7.7 - Solucdes de in situ em criosecc¢odes

Solucéo de sais concentrada 10x:

11.4 g NaCl (Sigma S3014)

1.404 g Tris HCI pH 7.5 (Sigma T5941)

13.4 g Tris base (Sigma T6066)

7.8 g NaH2PO4 H20 (Fluka 71507)

7.1 g Na2HPO4 (Fluka 71643)

10 ml .5 M EDTA

Adicionar agua destilada até perfazer 100ml e filtrar com poro de 0,2um (Pall

Acrodisc 25mm filtre 0,2um Supor membrane).
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Solucéo de hibridagéo:

(Concentracao final) ImL | 10mL | 20mL
10x sais (1x) 100uL ImL 2mL
Formamida desionizada (50%) 500uL | 5mL 10mL
50% sulfato de dextrano (Sigma D8906) (10%) | 200uL | 2mL 4 mL
ARN de levedura (Sigma R6625) (1mg/mL) 100uL | 1mL 2mL
100x Denhardt’s (Sigma D2532) (1x) 10uL | 100uL | 200 uL
ddH:0 90uL | 900uL | 1.8mL

TBST:

150mM NaCl

10mM KCl (Merck 1.04936.0250)
50mM Tris pH 7,5

0.1% Tween-20 (Sigma ’9416)

NTMT :

5M NacCl 1mL

2M TrisHCI pH9,5 2,5mL

2M MgCl, (Fluka 63068) | 1,25mL

10% Tween-20 5mL

H,O 40,25mL
Total = | 50mL

DAPI:

Adiciona-se 5mg DAPI dilactato (Sigma D-9564) a 50ml 4gua bidestilada e agita-se a

0,22um e guarda-se a -20°C em aliquotas de 500pul.

Mowiol

Misturam-se 6g de glicerol, 2,4g de Mowiol 4-88 (Calbiochem 475904), 6ml de agua

bidestilada e 12ml de 0,2M Tris-HCI pH8,5 e coloca-se esta mistura a agitar durante seis
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[.7.8 - Solucdes de imunohistoquimica e imunofluorescéncia

solucdo, com agitador magnético, durante 60 minutos. Filtra-se a solucdo com filtro de poro

horas. Em seguida deixa-se a mistura repousar durante duas horas. Depois coloca-se a mistura




a 50°C durante dez minutos e centrifuga-se a mistura a 5000g durante 15 minutos. Apos a
centrifugacdo aliquota-se o sobrenadante e guarda-se a -20°C até ser usado.

[.7.9 - Solucdes de BrdU

Solucgéo de BrdU:
Dilui-se 100mg de BrdU em 8ml de PBS e 56ul de 1M NaOH e mistura-se até o BrdU
entrar em solucdo. Congela-se a solugdo a -20°C, em aliquotas, até ser usado.

1.7.10 - Solugdes de hibridag&o in situ de embrides in toto

Mistura de hibridacéo:

Concentracgédo Final | Para 50mL

Formamida 50% 25mL
SSC (20x, pH5, ¢/ ac. citrico 1,3xSSC 3,25mL
EDTA (0,5M, pH8) 5mM 0,5mL
ARN de levedura (20mg/mL) 50ug/mL 125ul
Tween-20 (10%) 0,2% 1mL

CHAPS (Sigma C5070) (10%) 0,5% 2,5mL
Heparina (Sigma H9399) (50mg/mL) 100pg/mL 100uL
H.O 17,5mL

TBST (pode fazer-se solugdo concentrada 10x):

150mM NaCl
10mM KCI
50mM Tris pH 7,5
1% Twen-20

NTMT:

5M NacCl 1mL

2M TrisHCIpH9,5 | 2,5mL

2M MgCl, 1,25mL

10% Tween-20 5mL

H,O 40,25mL
Total = | 50mL
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Anexo Il - Sequéncias de oligonucleotidos iniciadores

II.1 - Sequéncias de oligonucleétidos iniciadores usados em reaccdes

de PCR:
A i1 - Linhas
Nome Sequéncia oligonucleottidica Programa Amplicdo .
transgénicas

tet D4 L |5 - ATCCACGCTGTTTTGACCTC-3 |1 500pb TetO7-DIl4
tet DIl4 R | 5' - GTGGAGACATTGCCAAAGGT -3
Cre313U 5' - CCAGCTAAACATGCTTCATC-3' |2 400pb Cre
Cre6831 5' - CGCTCGACCAGTTTAGTTAC - 3'
HH FW1 5 CACTGGCGTGGTCTGGACACCA 3’ | 3 200ph Tie2-rtTA
M2 REV?2 5’ CCACCTGGTCCTGTCCAGGTAC 3’
ROSA26R 1 | 5-AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT-3 4 550ph - WT ROSA26R
ROSA26R 2 | 5-GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3 300pb — ROSA26R
ROSA26R 3 | 5-GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’
iZEG L 5' - ACGTAAACGGCCACAAGTTC-3 |2 300pb Z/IEG-DII4
iZEGR 5' - AAGTCGTGCTGCTTCATGTG - 3'

[I.2 - Sequéncias de oligonucleotidos iniciadores usados em reac¢des

de PCR em tempo real:
Nome Sequéncia oligonuclettidica Programa Gene
Dll4 - F 5" GGAACCTTCTCACTCAACATCC 3 |5 dil4
DIll4 -R 5" CTCGTCTGTTCGCCAAATCT 3’
VEGFR-2 - F 5" GGCGGTGGTGACAGTATCTT 3’ 5 vegfr-2
VEGFR-2 - R 5" GAGGCGATGAATGGTGATCT 3’
VEGFR1 - F 5" GACCCTCTTTTGGCTCCTTC 3’ 5 vegfr-1
VEGFR1 -R 5' CAGTCTCTCCCGTGCAAACT 3'
VEGFA -F 5 GGAGAGCAGAAGTCCCATGA 3° 5 vegf-a
VEGFA -R 5' ACACAGGACGGCTTGAAGAT 3'
Heyl - F 5' CACCTGAAAATGCTGCACAC 3 5 heyl
Heyl - R 5' ATGCTCAGATAACGGGCAAC 3'
Hey2 — F 5 TGCCAAGTTAGAAAAGGCTGA 3 5 hey?2
Hey2 - R 5' CACTCTCGGAATCCAATGCT 3
Cx37-F 5' ACGGTCGTCCCCTCTACCT 3 5 connexin37
Cx37 -R 5 GTCGAGTGTTCCTGGACCTG 3'
EPHB4 R2 5" GGTGTAGCCACCCTTCAGAG 3 5 eph-B4
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EPHB4 F2

5' GATCCTCACGGAATTCATGG 3

beta-actin Fwd 5" TGTTACCAACTGGGACGACA 3’ beta-actina
beta-actin Rev 5" GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 3°

Colal - F 5 TCAAGAGCCTGAGTCAGCAG 3' colagéniol
Colal - R 5 TTGGTTAGGGTCGATCCAGT 3'

Cola4 - F 5 CCCAGGGACCAAAATTCTTT 3 colagénio
Cola4 - R 5 GGGCATGGTGCTGAACTTAC 3'

plexinD1 - F 5' CGCTACACACTCAACGAGGA 3 plexinD1
plexinD1 - R 5 CCTGGAAGGACACGTTCAA 3

timpl - F 5' CATGGAAAGCCTCTGTGGAT 3' timpl
timpl - R 5 CTCAGAGTACGCCAGGGAAC 3

timp2 - F 5 GCATCACCCAGAAGAAGAGC 3' timp2
timp2 - R 5 CTCTGTGACCCAGTCCATCC 3'

timp3 - F 5 AGGGCCTCAATTACCGCTAC 3' timp3
timp3 - R 5 TGATAGCCAGGGTACCCAAA 3

Uncbb - F 5 TCTGCACCTCCCTGGAGTAT 3' uncbb
Uncbb - R 5 CCAAGTAGCCACCCAGAGTC 3'

MMP2 F 5’ CCCCTGATGTCCAGCAAGTA 3’ mmp2
MMP2 R 5’ CTGCGATGAGCTTAGGGAAA 3°

Mmpl F 5> TATCCCCGCCTCATAGAAGA 3’ mmpl
Mmpl R 5> TGGGCCCATTGAAAAAGTAG 3’

FnlF 5> GTTGTCTGACGCTGGCTTTA 3° fibronectinal
Fnl R 5> CCCACTTCTCTCCGATCTTG 3°

Lamal F 5> AGACACCAACGATCCCATTT 3° laminina-al
Lamal R 5S’GGTCCAAGGACTGCACTTGT 3°

Lamcl F 5 AGGCCAAAAACTCTGTCAGC 3 laminina-cl
Lamcl R 5 AGGGAGCCTTCGATCTCATT 3

Lambl-1 F 5> CAGAGCTGAGCTGTTGCTTG 3’ laminina-b1-1
Lambl-1 R 5> GGGCCTTTTCTGCTTCTTCT 3°

Mmp9 F 5 GGGTCTAGGCCCAGAGGTAA 3 mmp9
Mmp9 R 5 ACTCCTTATCCACGCGAATG 3

Coll4al F 5 AACTCAAGGCCCAAGAGGTC 3 colagéniol4-al
Coll4al R 5 AGGTCCAGGTACTCCCAGGT 3

PECAM R2 5> TCTAACTTCGGCTTGGGAAA 3° pecaml
PECAM F2 5> CAAGCAAAGCAGTGAAGCTG 3°

EPHRINB2 R2 5> TACTTGAGCAGCAGCACCAC 3° ephrin-B2
EPHRINB2 F2 5> TCCCTTTGTGAAGCCAAATC 3°

BCL2 R 5> CAGTCTACTTCCTCCGCAATG 3’ bcl2

BCL2 F 5> CTCCCGATTCATTGCAAGTT 3°

EPHB4 R2 5 GGTGTAGCCACCCTTCAGAG 3 eph-B4
EPHB4 F2 5 GATCCTCACGGAATTCATGG 3

GAPDH F 5 ACCACAGTCCATGCCATCAC 3 gapdh
GAPDH R 5 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3

Robo4 Fwd 5> CGAGGACGCCATTCTAAAAC 3’ robo4
Robo4 Rev 5" CCAATCCCAGCCGACTACTA 3’

VE-Cadherin_Fwd | 5 CTTCAAGCTGCCAGAAAACC 3’ ve-caderina

VE-Cadherin_Rev

5" ATTCGGAAGAATTGGCCTCT 3’
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1.3 — Condicdes de reaccédo de PCR

Programa 1:
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
3m 30s 30s 35s 3m o0
40 Ciclos
Programa 2:
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
3m 30s 30s 35s 3m o0
35 Ciclos
Programa 3:
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
4m 30s 45s 45s 5m 00
35 Ciclos
Programa 4:
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 4°C
3m 30s 30s 1m Im 00
40 Ciclos
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