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INTRODUCAO




Estamos de tal modo acostumados ao avango cientifico e tecnologico
atual da area médico biolégica, que esquecemos que ha pouco mais de um século
as epidemias de colera, peste, variola, tifo exantematico, sifilis, varriam os
continentes em ondas sucessivas, dizimando as popula¢des humanas, influindo no
destino das nagdes, na historia das suas mentalidades e nas suas culturas.

O crescimento exponencial da pesquisa experimental, no @ltimo
século, revelando importantes descobertas nas areas de Microbiologia, Imunoclogia,
Fisiologia, Farmacologia, Genética, Nutrigdo, etc, foi de tal modo decisivo para a
sociedade que induziu alteragdes profundas em suas concepgdes € conduta (109).

Embora a utilizagdo de animais em ciéncias tenha sido concebida na
Grécia antiga, o impulso definitivo para a sua utilizagdo como modelo de
experimentacio somente ocorreu no século XVII, com a “Revolugido Cientifica™,
onde descobertas como a circulagdo sanguinea instigaram o interesse pela
fisiologia, dependente de animais e agente acelerador do uso da vivisecgao (70).

Varios fatores contribuiram para as mudangas historicas da
sociedade. Essa mudanca de atitude frente a vida, a confianga e fé transferidas do
curandeirismo para os servigos médicos, o crédito na eficacia das vacinas, soros €
farmacos que, como a penicilina, foram usados pela primewra vez em seres
humanos ha apenas 50 anos e para outros, como antidepressivos e drogas
psicotropicas, de uso bem mais recente, sdo consequéncia, sem sombra de davida
do uso intensivo de animais de laboratdrio como modelo experimental. Durante o
século XIX, com o surgimento da “pesquisa biomédica moderna™ areas existentes
até entdo de forma ordinaria, como a Fisiologia, Farmacologia, Imunologia, etc.,
miciaram um processo de reorganizagdo sendo entdo estabelecidas como

disciplinas, e, por conseguinte, dependentes de animais de experimentacdo (70).



A nvestigagdo médico biologica foi e continua sendo um fator
decisivo para a nossa atual confianga na terapéutica médica. Confiamos porque
sabemos que antes de experimentados pela primeira vez no ser humano, um droga,
um ato ou uma simples recomendagio foram investigados em milhares de animais
de laboratorio de diferentes espécies (72). A nossa formagao cultural repele com
veeméncia a 1déia de que seres humanos sejam utilizados em experiéncias, como
as realizadas em campos de concentragdo de judeus, durante o Gltimo conflito

mundial, e exige que, qualquer droga, qualquer procedimento, antes de usado no

homem seja ensaiado em animais dentro de condiges que ndo provoquem dor ou
sofrimento desnecessarios (Cruelty to Animals - act, 1876).

Embora espécies como anfibios estejam entre os primeiros modelos
utilizados nas pesquisas médicas e biologicas no século XIX, no século XX os
mamiferos, especialmente camundongos e ratos, foram eleitos como modelo para
as diversas dreas da pesquisa biomédica, devido aos seus pardmetros bioldgicos
uma vez que as diferentes fases do desenvolvimento amimal poderiam ser
acompanhadas (72). Em decorréncia de caracteristicas particulares de cada
espécie, foram estabelecidas como referéncia para o teste de drogas e
procedmentos o uso de 5 espécies: camundongos, ratos, hamster, cobaio e coelho
(79).

Mais recentemente, o pos guerra da década de 50 desencadeou um
acentuado avango nas pesquisas biomédicas aumentando a necessidade de animais
de laboratorio. Willian Paton em sua obra acerca da importincia do animal de
experimentacdo no desenvolvimento da Ciéncia Biomédica moderna, relaciona de
forma clara o nimero de animais utilizados e a melhora na qualidade de vida das
populagdes. Segundo o autor, entre 1890 e 1980, o nimero de experimentos que

utilizavam animais saltou de pouco mais de 1000 para mais de 1000.000 em 1980,



Os beneficios decorrentes deste uso se estendem desde a descoberta da vacina
tifdide até o desenvolvimento de anticorpos monoclonais ¢ a biotecnologia na
década de 80. Como consequéncia, entre 1940 e 1970, a morte de individuos entre
45 ¢ 64 anos de idade por doengas hipertensivas, reduziu de 300 por mil em 1940
para cerca de 3 vezes menos em. 1970. No caso de outras doengas como a
pneumonia, o levantamento realizado pelo autor aponta para uma queda de 10
vezes no mesmo periodo para individuos da mesma faixa etaria (72).

Nao obstante a questdo numérica do uso dos animais, foi decisiva a

criagdo de uma Ciéneia voltada para os modelos animais. Como toda a ciéneia,

esta também ¢ plunidisciplinar e reuniu especialistas das mais diferentes areas. Os
profissionais deveriam concentrar seus esfor¢os tanto no desenvolvimento de
pesquisa nesta € em areas correlatas, como também possibilitar a padronizagio dos
modelos. Uma vez estabelecida, esta nova area exigiu esforgos para que Centros
de Pesquisa equipassem seus biotérios e investigassem a biologia desses animais
(11). Alguns Centros (Wistar Institute, 1894; Jackson Laboratories, 1928)
intensificaram seus programas de cragdo transformando-se em Centros de
Referéncia para Animais de experimentagdo. Outros foram especificamente criados
para este fim, como o Laboratory Amimal Center, em 1947. Em decorréncia deste
esforgo, os modelos passaram a ser padronizados do ponto de vista sanitario,
genético e ambiente. Outro importante exemplo que na atualidade mantém posi¢do
de destaque ¢ o National Institute of Health (N.I.H.) criado na década de 40 em
Bethesda, onde grande numero de linhagens ¢ produzido sob o mais rigido
controle.

Por outro lado, no panorama nacional, é recente o esfor¢o de grupos
da comunidade cientifica para a implantagdo de Centros de referéncia que possam

atender a demanda da pesquisa biomédica com animais certificados. Apesar do



clevado mnvestimento inicial necessario a implantagio de uma produgio de animais
de laboratério com alto padriio genético, sanitdrio ¢ de ambiente, e embora o
tempo para a qualificagdo do pessoal técnico e desenvolvimento tecnoldgico ser
relativamente longo, a médio prazo o custo se torna significativamente reduzido,
uma vez que minimiza as perdas decorrentes de contaminagdes nas coldnias,
necessidade de elevado ntimero de animais por experimento, perdas de resultados
experimentais, etc. (20).

A década de 60 cristalizou nos paises desenvolvidos, esta nova

mentalidade, com consequéncias sobre todo o sistema de produgdo e cuidados com
os modelos animais (9, 24, 64).

Considera-se que a resposta de um animal de experimentagio
depende de uma gama enorme de fatores que podem ser agrupados em fatores do
ambiente, sanitarios e genéticos. Aspectos relacionados ao microambiente (tipo de
cama, ra¢do, ventilagdo, etc) e macroambiente (ruidos, temperatura, umidade,
luminosidade, etc) quando mmadequados, podem atuar como agentes causadores de
stress propiciando um desequiibrio fisiologico, metabdlico, ete, tornando o animal
improprio como modelo experimental (14, 28). Niveis elevados de aménia,
oriundos de uma taxa baixa de renovagdo de ar ou de uma elevada densidade
populacional, acarretam problemas pulmonares importantes (54,88); mudangas na
temperatura, ruidos, manejo, etc, podem também alterar o estado fisiologico dos
animais, influenciando na pesquisa (20, 57).

Quanto aos aspectos sanitarios, ¢ grande o impacto do estado
microbiologico do animal sobre os resultados na pesquisa (96). Alguns agentes sio
relevantes na capacidade de induzir alteragOes nos resultados experimentais, tais
como, Sendai virus, virus da hepatite murina (MHV), Mycoplasma pulmonis,

Mycoplasma arthriditis, Bacillus piliformis (69),



Mesmo em paises desenvolvidos, col6nias comerciais de ratos e
camundongos apresentam prevaléncia alta de agentes infecciosos, exigindo uma
preocupagdo constante com programas de monitoragdo sanitaria. Para alguns
agentes, como MHV e Sendai, levantamentos soroepidemioldgicos realizados em
1984, evidenciam que estes agentes continuam presentes na maioria das coldnias
hé pelo menos 2 décadas (19).

O primeiro levantamento de infecgbes wvirais realizado em 17

Instituigdes brasileiras, indica que a prevaléncia das infecgdes ndo é muito

diferente da observada ha algumas décadas em outros paises, sendo o Corona virus
o de maior prevaléncia (37).

Se a introdugdo de agentes infecciosos, ainda que involuntaria, em
uma colénia de animais € prejudicial a pesquisa em areas como a Farmacologia,
Fisiologia, etc, na Imunologia ela é desastrosa. Os critérios para a avaliagdo dos
efeitos de um epis6dio como este, em um passado ndo muito remoto, eram apenas
os indices de mortalidade e reproducdo. Assim que a doenga era aparentemente
eliminada, os animais voltavam a ser utilizados na pesquisa. Porém, pouco ou
nada se sabia sobre a relagdo parasita hospedeiro para agentes virais ou
bacterianos, capazes de causar alteragdes fisologicas ou capazes de interferir por
exemplo em seu sistema imune. Sabemos hoje que mesmo naquelas infec¢des em
que os animais ndo morrem, a fisiologia dos animais encontra-se profundamente
alterada, como no caso do virus da Coriomeningite Linfocitaria (L.C.M.) virus da
Desidrogenase Latica (L.D.H.), ou dos Corona virus (MHV, Rat coronavirus,
Vitus da Sialodacrioadenite) (83). O virus da Desidrogenase Latica, por exemplo,
quando da fase aguda da infecgdo, promove a ativagdo de macrofagos, supressao
da resposta celular interferindo na resisténcia a 6i1tras doengas como malaria e

Listeriose, bem como diminuindo a reagdo de hipersensibilidade tardia e a reagfio a



aloenxertos (80). Camundongos susceptiveis ao virus MHV-3, apresentam
involucdo timica (38, 80) e ja foi descrito em BALB/c, evolugdo de necrose
hepatica com anormalidades na microcirculagdo do figado, bem como falhas na
ativagio de linfocitos T in vivo e in vitro (74). Outro relato importante da
interferéncia deste agente ¢ a imunosupressdo associada a profundas alteragdes em
medula e timo que altera, por exempid, o quadro da doenca de Chagas
experimental (76, 97).

Os estudos da resposta imune utilizando diferentes espécies de

animais, mostrou que o tipo de resposta ¢ dependente ndo so do animal como da
diferenca entre linhagens (107). Algumas linhagens isogémicas fais como
C57BL/10ScSn, diferem consideravelmente na capacidade de produzir anticorpos
a antigenos particulares. Nesta linhagem a baixa produgdo de IgG estd
provavelmente relacionada a alteragdes funcionais nas células apresentadoras de
antigenos (92).

A escolha errada de uma linhagem mesmo proximamente
relacionada, pode ter reflexo sobre nossas conclusdes experimentais. Um outro
exemplo ¢ a produgdo de INF  de linfécitos oriundos do bago de camundongos
isogénicos C37BL/10ScSn ¢ C57BL/10ScCr comparada por Yaegashi Y, & cols.
O autor constata que quando estimuladas com Concanavalina A e anticorpo
monoclonal CD3, as células de ambas as linhagens produzem altos niveis de INF.
Contudo, quando estimuladas com bactérias gram negativas, a linhagem ScSn
produz INF enquanto a ScCr nfio, demonstrando a perda da capacidade em
produzir INF em decorréncia da deplegio de macrofagos existente na linhagem Sn
(108).

O “background” genético dos animais estd diretamente relacionado

ao fenémeno da resisténcia a infecgdes promovidas por agentes como Plasmodium



Jalciparum, Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni, Trichinella spiralis,
Leishmania sp., etc. (66).

Na verdade, a imunologia ¢ a genética sempre compartitharam o seu
desenvolvimento sob vérios aspectos. Os efeitos da reagio a transfusdes
esclarecidos a partir das observagdes de Landsteiner que soros de alguns
individuos aglutinavam hemdcias de outros, abriram importante espago para a
relagio entre genética e imunologia. Desde o inicio do século, geneticistas

buscavam a possibilidade de adotar métodos imunologicos para estudos de heranga

genctica. Os estudos iniciais de Little em 1909 acerca do implante de tumores ¢

suas conclusoes de que o sucesso do implante dependia do grau de proximidade
entre o doador e receptor, estimularam os primeiros esfor¢os para o
estabelecimento  de linhagens isogénicas importantes no estudo de doencas
constitucionais, metabolicas, imunolégicas, ete. (1).

No primeiro quarto do século, pesquisadores estabeleceram que o
aceite de tumor de um animal para outro dependia de genes que a principio foram
entendidos como genes de suscetibilidade que variavam em fungfo do tumor e do
hospedeiro. Em alguns casos, dezenas de genes estariam relacionados com o
crescimento do tumor e em outros casos, dois a trés genes. Qutros pesquisadores
sugeriram que OS mesmos genes estariam também envolvidos no controle da
compatibilidade dos tecidos em geral. Foi com esta idéia que Landsteiner & Chase
na década de 40, interessados no papel dos anticorpos na dermatite de contato,
descobriram ser esta doenga um fendmeno mediado por células (linfocitos). Suas
conclusdes permitiram confirmar que tanto o fendmeno de dermatite de contato
quanto a hipersensibilidade tardia sdo mediados por células. Conclusdio semelhante
foi alcangada por Medawar (63), que trabalhando com animais genéticamente

definidos, pode elucidar a natureza da rejeicdo a aloenxertos caracterizando-a



como hipersensibilidade retardada, abrindo espago para que Mitchison concluisse
que a imumdade a aloenxertos podia ser transferida para outros animais com a
mesma carga génica, através dos linfocitos. Portanto, com Medawar, Gorer e Snell
temos um marco na década de quarenta com a descoberta do complexo de
histocompatibilidade, que passou a ser conhecido como um conjunto de genes
proximos de grande importancia no fendmeno de rejeigdo. Posteriormente, outros
pesquisadores como Dausset, Von Road, Rose Pay, etc, descobriram um
complexo similar em outras espécies bem como no homem., sedimentando a
imunogenctica ¢ criando a expressdo “Major Hipersensibility Complex™ (MHC)
(5, 53).

O sucesso alcangado por Snell no cruzamento de hinhagens isogénicas
colaborou ndo s6 com a descoberta dos hapldtipos de histocompatilibidade, mas
permitiu o estabelecimento de novas metodologias de monitoracdo genética,
como o uso de soro polivalente e anticorpos monoclonais (29,30). Por outro lado,
esta relagdo se intensificou com o uso de modelos portadores de mutagdes
expontdneas que tinham efeito sobre a capacidade do animal controlar infeccdes.

O estabelecimento destes modelos propiciou o desenvolvimento de
um elenco enorme de metodologias, tais como repopulagio com células humanas,
infecg¢do com virus HIV (90). O exemplo mais difundido ¢ a muta¢fo autossémica
recessiva nude ocorrida originalmente na linhagem BALB/c, que conduz a uma
importante redugio de linfocitos T. Este mutante possibilitou um enorme avango na
elucidacdo do papel das células T em estudos imunologicos (90). Algumas vezes
as mutagdes apresentam um carater de severidade muito acentuado impossibitando
a manutengdo dos animais em ambiente normal, tal como ocorre em cammdongos
mutantes Scid, e “Knockout” Rag-1 e Rag-2 que necessitam de isoladores para sua

sobrevivéncia (13, 71).



Com o advento da linhagem Scid, uma gama de importantes
fenbmenos relacionados a resposta imune, estdo sendo parcialmente
compreendidos, como por exemplo, a analise da participagdo do sistema imune na
ontogenia da relagdo materno fetal, (22) a elucidagdo de mecanismos de ativagiio
de macrofagos e de produgdo de INF independente da presenca de linfocitos T,
(8), a regulagdo e organizagdo do sistema hematopoético (58) e no estudo de
tumores humanos em associag¢do com a linhagem nude (105).

Atualmente pesquisas imunologicas realizadas nos grandes Centros

de pesquisa adotam tecnologias desenvolvidas pela Ciéncia de animais de
laboratério, tais como a manipulagdo de embrides para o desenvolvimento de
novos modelos (transgénese) e criopreservagio de linhagens, o controle sanitario
para avaliar a iterferéncia de patogenos na pesquisa, o controle genético para
caracterizagdo de linhagens cujo genoma pode interferir nos resultados
expertmentais (6, 51, 14).

Desde a produgio do primeiro camundongo transgénico no final da
década de 80, a imunologia adquiriu nova ferramenta genética para a investigagio
de doencas humanas. Desta forma, deve ser ressaltado o estabelecimento de
linhagens que tem seu “background” genético original modificado por manipulagio
(tfransgénese) segundo a conveniéneia da imunologia. Um exemplo ¢ a linhagem
FVB transgénica para o gene Bcl-2 relacionado com o fenémeno de morte celular
programada (apoptose).

Atualmente a 1mmunologia adota modelos produzidos pela
manipulagdo genética (“knockout™) na busca do esclarecimento de varios
fenémenos relacionados com partes ou com o sistema imune como um todo (105,
109). Taveme (95) descreve alguns efeitos da transgénese ¢ de camundongos

“knockout” na imunologia, produtos de manipulagdo génica que acarretam
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defeitos em receptores de citocinas com impacto celular , humoral e resisténcia a
mfecgdes experimentais (90, 95).

A partir dos primeiros esforgos de Bailey para a produgio de
linhagens recombinantes isogénicas, uma nova possibilidade se abre para o estudo
da relacdo entre a resisténcia e suscetibilidade a determinadas doengas e o efeito
do “background” genético (7, 65, 25).

Entretanto, a utihizagdo de linhagens recombinantes congénicas com o
proposito de esclarecer fendmenos relacionados com a genética da resisténcia a
doengas, embora de grande valia, apresenta a desvantagem de ser extremamente
lenta, onerosa e com riscos de deriva genética ou contaminagio acidental.

Por outro lado, as metodologias tradicionais utilizadas na analise do
genoma de amimais, ou na monitoragio genética para assegurar a autenticidade das
linhagens, em geral demandam tempo, dinheiro e experiéncia na analise dos
resultados. Contrariamente, a reagio de polimerase em cadeia (PCR) como técnica
de monitoragdo nfo apenas oferece a possibilidade de avaliagdo do “background”
genético, mas possibilita também o estudo de uma ampla variedade de
enfermidades. A identificagdo de regides do cromossomo envolvidas na
susceptibiidade a doengas, tais como diabetes, hipertensdo, plasmocitomas,
esclerose multipla e outras, tem se tomado realidade mediante a utilizagdo de
marcadores polimorficos de DNA (microstalites) em hibridos F2 de linhagens com
fenotipos distintos. Utilizando primers especificamente selecionados para a analise
de recombinagdo entre animais hibridos programadamente acasalados, ¢ possivel
identificar e localizar genes cujo produto de expressio pode esclarecer
fendmenos imunologicos ou ndo relacionados com a resisténeia (75). Bureau &
cols., numa série de trabathos (4, 16, 17, 18, 35) niio apenas identifica e mapeia,

mas também isere o gene da resisténeia ao Virus murino de Theiler (virus da
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encefalomielite murina) em uma linhagem transgénica FVB que se torna resistente
a infecgdo, ndo desenvolvendo as lesdes tipicas da esclerose multipla, ressaltando
que o desenvolvimento da pesquisa para estudos do determinismo genético da
resisténcia a infecgdes depende da garantia do padrio genético de seus miltiplos
modelos.

Atualmente, os programas de estudos em genética desenvolvidos em
importantes Centros de pesquisa de paises do primeiro mundo, utilizam as técnicas

de amplificagio de fragmentos de DNA, tanto na identificacdo de genes ¢ a sua

associagao com as outras especies, como na monitoragdo genética de linhagens de
carmmdongos e ratos genéticamente certificadas (55, 87, 61). Em contraste, nos
paises em desenvolvimentos como o Brasil, poucas Instituigdes de pesquisa podem
dispor de animais genéticamente definidos.

A rotina de monitoragdo genética de camundongos realizada com a
técnica de reagdo da polimerase em cadeia (PCR) implantada no Cemib/Unicamp,
nos estimunlou a utiliza-la na avaliagio de amostras de Colénias de fundacio de

outras Instituigdes que mantém programas de pesquisa na area de imunologia.



OBJETIVO
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O presente trabalho tem por objetivo principal investigar a
identidade genética em 5 linhagens isogénicas de camundongos, mantidas em
algumas Instituigbes brasileiras para estudos em imunologia, através da
amplificagdo de microsatélites polimérficos presentes em moléculas de DNA de

alto peso molecular, utilizando a reagdo de polimerase em cadeia (PCR).



MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

No presente trabatho foram utilizados os seguintes grupos de
animais;

Grupo 1 - Matrizes de colonias de camundongos certificadas
importadas do Instituto Pasteur de Paris (Franga) e do Zentral Institut fiir
Versuchstierzucht de Hanover (Alemanha). Essas matrizes estdo indicados na
tabela 1 e foram mantidas em unidades isoladoras flexiveis, para inicio da

Coldnia de Fundagfo no Cemib/Unicamp.

Tabela 1: Origem das matrizes de Colonia de fundacio de camundongos do

Cemib/Unicamp

LINHAGEM INSTITUICAO DE ORIGEM

;CS‘TBLG/ nu/nu
CS’ZBL/ﬁbgf.bg... o

. Insmut?asteur Pan's PR
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Grupo 2 - camundongos de diferentes linhagens isogénicas,
oriundos de coldnias genéticamente monitoradas, mantidas no Instituto Pasteur.
Estes animais estio indicados na tabela 2 e foram avaliados com marcadores

bioquimicos € utilizados na obten¢do das amostras de DNA padrio.

Tabela 2: Linhagens isogénicas de camundongos utilizadas para

obtenciio de amostras para anilise de marcadores bioguimicos ¢ de DNA padrio.

Linhagem Fenétipo da pelagem

Grupo 3 - camundongos das linhagens CBA, BALB/c,
C57BL/6, C3H/He ¢ A/J, obtidos de diferentes Instituigdes brasileiras indicadas
como A, B, C, D e E. Estes animais foram utilizados para a investigacdo da
identidade genética de representantes das Colénias de Fundagdo destas

Instituigdes.
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3.2 Desenvolvimento de unidades isoladoras

Isoladores de pressdo positiva foram confeccionados em PVC
laminar flexivel transparente, com 0,30mm de espessura, montados com solda
dielétrica realizada na maquina de marca Aratec, modelo S-3000. Todos os
materais utilizados foram de procedéncia nacional, exceto as mantas filtrantes,
capazes de reter 99,99% de particulas com 0,3um de difmetro, que foram

importadas dos EUA.
A integridade do corpo principal do equipamento foi realizada

através de testes fisicos, no qual o envelope permanece inflado por 3 dias, bem
como testes de vazamento por detector de particulas, sensivel a gas freon. Foi
feito o controle ambiente com analise microbioldgica do interior do corpo
principal apds a esterilizagdo com acido peracetico, atraves de swab e cultivo em
caldo glicosado, caldo tioglicolato e meio liquido sabouroud. Nestes

equipamentos foram introduzidas as matrizes importadas do grupo 1.

3.3 Manutencdo das colonias de Fundacio importadas, em unidades

isoladoras.

Matrizes transportadas isoladamente em containers revestidos
com manta filtrante de protecdo, recém chegadas do pais de origem, foram
mtroduzidas em isoladores flexiveis na se¢iio de quarentena. Por medida de
seguranga, os casais foram introduzidos em isoladores diferentes e mantidos

acasalados até que se completassem os 2 primeiros partos. Algumas fémeas
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foram submetidas a acasalamento programado na secdo de quarentena e no setor
de gnotobiologia para histerectonua. Os neonatos foram ftransferidos para outro
1solador na Colonia de Fundagdo, onde estavam as fémeas receptoras importadas
de Hanover.

No setor de gnotobiologia, um casal de cada linhagem importada
fo1 mtroduzido apds derivagdo cesariana, em 3 isoladores diferentes. Os animais
foram mantidos em esquema “self perpetuation” conforme descrito por Hedrich
(43), no qual a cada 5 geragbes, a colémia é reiniciada com descendentes
genéticamente monitorados. Todos os casais de cada geragdo foram

acompanbados por mapas genéticos nos quais foram registrados e avaliados

herangas de carater poligénico tais como, niimero minimo e maximo de neonatos,
numero de partos observado durante o periodo de acasalamento, nimero de crias
desmamadas, intervalo entre o acasalamento ¢ o primeiro parto, intervalo entre
partos e niimero de mortos no periodo.

Estes dados permitem a avaliagio dos indices de produtividade e
mortalidade para as diferentes linhagens. Casais foram também separados para
teste de acasalamento, para a observagio da frequéncia dos alelos de

pigmentacdo em seus descendentes.

3.4 Criopreservacio de embrides

Para a perpetuacdo do padrio genético original das matrizes
importadas (grupo 1), foram utilizados métodos de criopreservagio conforme
descrito por Hogan & cols. (49), Hedrich e Reetz (45) e Reetz & cols. (77).

Casais das coldnias de Fundagdo foram transferidos para a segdo
de criopreservacdo onde as fémeas foram superovuladas com 5UI de hormémnio

foliculo estimulante - PMSG (Intergonan - lab. Vemie 1000UT) e apds 46h foram
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injetadas intraperitonialmente com S5UI do horménio lutemnizante - HCG
(Primogony! - lab. Schering 1000UI) para proceder o acasalamento. As fémeas
que apresentaram plug vaginal foram sacrificadas apés 24h. e seus ovidutos
retirados para a coleta dos embrides. Os embrides foram coletados em placas de
petri descartaveis mantidas até o momento do congelamento, em estufa a 37°C,
atmosfera de 5% de CO2 e 99% de umidade em meio de cultura PB1 (anexo 1).
Entre 20 e 40 embrides de 2 a 8 células foram transferidos para
minitubos rotulados que continham meio de congelamento com 1,2 propanodiol
1,5M como crioprotetor € em seguida transferidos para um banho refrigerado

Haake F3. Apos a a transferéncia de todos os minitubos, os embrides foram

congelados pela técnica de congelamento em 2 etapas como descrito por
Hedrich & Reetz. (45) e em seguida transferidos para o banco de embrides. No
momento do descongelamento, os minitubos foram retirados do container com
nitrogénio liquido, o meio com os embrides foi recolhido em placas de petri
descartaveis € o crioprotetor foi diluido conforme indicado em Hedrich & Reetz.
(45). Os embrides foram entdo transferidos para outra placa com meio isoténico
de cultivo e armazenados em estufa de CO2 até o momento do implante.

O implante dos embrides foi realizado em fémeas receptoras da
lmhagem hibrida CB6 anestesiadas com solugdo de avertin (anexo 2) e
acasaladas no dia anterior com machos vasectomizados por cauterizagio prévia
dos canais deferentes. Aproximadamente 10 embrides foram depositados em um

dos ovidutos da fémea receptora. A gestagio foi acompanhada até o nascimento.
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3.5 Testes de acasalamento

Os testes de acasalamento foram preparados conforme indicado
por Esaki (27) observando-se o padrio de pigmentagio da pelagem para
mdividuos da progénie F1 nascidos do acasalamento entre a linhagem teste e
uma lmhagem albma. No presente trabalho ¢ apresentado o resultado do
acasalamento entre as linhagens C57BL/6 ¢ A/J do grupo 1 de animais. No
anexo 3 ¢ apresentado um modelo de teste de acasalamento entre uma linhagem
albina e DBA/2.

3.6 Teste de histocompatibilidade

Grupos de 3 casais da Colonia de fundagdo das limhagens
CBA/Han, BALB/c, C57BL/6 e A/], entre 6 € 9 semanas de idade, oriundos das
matrizes importadas, foram separados e submetidos a técnica de transplante
smgeneico de pele heterotropico, orelha x dorso, conforme metodologia descrita
por Hedrich (43). Para controle da técnica, todo o animal recebeu auto-enxerto.
Os ammais foram observados diariamente até o 7° dia e semanalmente até 150
dias, para acompanhamento da aceitagdo do transplante mediante detecgiio de
alteragOes no padrdo de cor, tamanho da pele transplantada, inchago, presenca

de exudato ou manchas na superficie do tecido.



3.7 Marcadores bioquimicos

Foram utilizados animais do grupo 2, oriundos de colOnias
genéticamente monitoradas, do Instituto Pasteur para a obtencdo das amostras
para testes com marcadores bioquimicos e DNA padrdo. Esta etapa foi realizada
no laboratério de genética de mamiferos deste Instituto.

Representantes de ambos os sexos das diferentes linhagens
apresentadas na tabela 1 e que apresentavam idades que variavam de 3 a 4

meses, foram sangrados pelo plexo orbital e sacrificados por deslocamento

cervical para a retirada de sangue ¢ bago. As amostras de sangue foram utilizadas
para a analise de alguns marcadores bioquimicos, enquanto que os bagos foram
congelados para posterior extragdo do DNA.

Para o teste daquelas limhagens, foram utilizadas as metodologias
mantidas em rotina no laboratorio de genética de mamiferos Instituto Pasteur,
para os seguintes marcadores: enzima malica (Mod-1) - cromossomo 9; glucose

fosfato isomerase (Gpi-1) e hemoglobina (Hbb) - cromossomo 7.

Enzima Malica - o sangue dos animais foi coletado em anticoagulante heparina
e diluido volume a volume com uma solugdo de NaCl 0,15M antes de ser
centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado armazenado a 4°C
até o momento de uso. As amostras de hemacias lisadas com agua destilada
foram aplicadas em gel de amido hidrolisado a 12%, em tampdo Tris-dcido
citrico 0,63M pH 6,0. As amostras foram submetidas a eletroforese aplicando-se
uma diferenga de potencial de 100V por Sh a 4°C. Apds a eletroforese a
atividade enzimatica foi revelada através da incubago do gel com as amostras

em cimara escura a 37°C por 40 minutos, em solugdo de revelacio (anexo 4).
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Glucose Fosfato Isomerase - Para a revelagio da atividade da glucose fosfato
isomerase, a papa de hemacias foi diluida a 1:3 em agua destilada ¢ amostras
aplicadas em fitas de acetato de celulose (Titan 111} para separacéo eletroforética
a 200V por 30 a 45 minutos com tampdo fosfato-citrato 0,01M pH 7,0. A
revelagdo da atividade da Gpi-1, foi feita com substrato enzimatico descrito no

anexo 5.

Hemoglobina cadeia beta - Para a reagfo, a cada 10ul de sangue, foram

adicionados 150111 da solugfo de alquilagdo constituida de cistamina, cloreto de

amonio e DTE ( dithioerthriol) dilda a 1/5 (anexo 6). Aliquotas de 10ul das
amostras diluidas foram aplicadas em tiras de acetato de celulose (Titan III) e
submetidas a eletroforese em tampao Tris EDTA Borato pH 8.4, a 350V por 15
minutos & temperatura ambiente. A placa com as amostras foi incubada a
temperatura ambiente com a solugdo de Ponceau por 20 minutos e em seguida

lavada com acido acético 5%,

3.8 Isolamento do DNA

3.8.1 Extraciio fendlica das amostras de DNA a partir do baco

As amostras de DNA de alto peso molecular, foram extraidas de
baco de animais das linhagens padrio da Coldnia de Fundacio do Instituto
Pasteur (grupo2), transferidos para o laboratorio de genética de mamiferos,
segundo a metodologia descrita por Sambrook, (82) ¢ a sua caracteriza¢do e

analise obedeceu as metodologias descritas por Love & cols. (59).
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Na extragdo fendlica, o bago de cada anmimal, foi depositado em
nitrogénio liquido e em seguida triturado. Ao pé fino obtido foram adicionados
4ml de solugdo ou tampdo de lise, seguidos de 250ul da solucdo de proteinase K
e 500pl de solugdo de RNAse. Os tubos com as amostras de DNA receberam
4ml da solugdo saturada de fenol ¢ deixados por uma noite sob agitacio lenta
para a primeira lavagem. No dia seguinte foram centrifugados a 3000rpm por 15
minutos € 0 DNA recolhido e transferido para um outro tubo. Na segunda
lavagem foram utilizados 4ml de uma solugdo composta de fenol e cloroférmio
(V/V), deixada em agitagdo por 2 horas ¢ centrifugada a 3000rpm por 15

minutos. Em seguida as amostras de DNA foram transferidas para outros tubos e

receberam 4ml de cloroformio. Apds um periodo de agitacio lenta de 2 horas, as
amostras foram centrifugadas ¢ o sobrenadante dialisado por 48h a 4°C com
tampdo Tris-EDTA. As amostras foram entio avaliadas quanto a sua
concentragio, pureza e atividade com o uso da técnica do PCR.

Todas as solugdes de uso encontram-se decritas no anexo 7.

3.8.2 Extracdo das amostras de DNA a partir da orelha, por precipitacio

alcoolica

Orelhas dos animais do grupo 3, cortadas em tamanho de
aproximadamente lcm foram colocadas em tubos de centrifugagio de 2ml e
adicionado 700ul de tampio de lise composto por SDS 0,5%; NaCl 0,1M; Tris-
HCI 50mM e EDTA 5mM pH 8.0.

Em seguida, foram depositados 4ul de proteinase K 20mg/ml
(diluida em EDTA 0,1M) ¢ os tubos foram deixados sob agitagdo lenta durante a

notte a 37°C. No dia seguinte, os tubos foram lavados com 700 ul de solugio de
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fenol saturado (anexo 7) e centrifugados a 9000rpm por 5 minutos. O DNA foi
recolhido e 700ul de cloroférmio foi adicionado. Apos centrifugacdo a 9000 rpfn,
o sobrenadante (DNA) foi transferido para um outro tubo no qual foram
colocados Iml de etanol absoluto. A medusa (DNA) for entdo recolhida,
transferida para outro tubo e deixada em sistema a vacuo por 2 horas para a
evaporagdo do dlcool. Apds este periodo, um volume de 300ul de agua foi
adicionado para a diluigdo das amostras que foram armazenadas a 4°C até o

momento do uso.

3.8.3 Analise das Amostras de DNA

Concentracio - Um volume da diluigio de 1:100 de cada amostra de DNA foi
retirado para a leitura da absorbincia nos comprimentos de onda de 260nm ¢
280nm. O coeficiente de pureza foi obtido a partir do registro das densidades
opticas do DNA a 260nm e 280nm e expresso na relagdo 260nm/280nm.

Denaturaciio - A avaliagdo da presenga de DNA de alto peso molecular, bem
como de eventual denaturagdo ocorrida durante o processo de extracdo, foi
realizada através de eletroforese em agarose a 0,3%, depositado sobre um gel
suporte (agarose 1%). No preparo do gel suporte, de corrida e no sistema de
eletroforese, foi utilizado tampdo Tris - Acido Acético glacial e EDTA pH 7,5
indicado em anexo 8. Para essa analise, 1011 de cada amostra de DNA diluida a
172, 1/5, 1710 e 1/100, foram homogenizados com 5ul de uma solugdo composta
de bromofenol blue a 0,25% ¢ sacarosc a 40% e submetidas a 50V por 2h a
temperatura ambiente. Nas extremidades do gel foram aplicados padrées de peso
molecular de 40Kb, 23Kb, 21Kb, 18Kb, 9Kb, 6Kb ¢ 4Kb (fragdo lambda 40 da
HIND 1T digested).
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Deteccio de DNases - A analise da presenga de enzimas que podem degenerar o
DNA e comprometer a sua estocagem, foi realizada com amostras ajustadas com
tampdo Tris-HCl 10mM/1; MgCl2-10mM/1 e Dithiervthritol ImM/1  pH 8.0
para concentragdo de Smg/ml, e incubadas a 37°C por 2 horas. A andlise foi

realizada mediante eletroforese em gel de agarose 0,3%.

3.8.4 Reacdo de PCR

Foram adotados procedimentos distintos para a obtengdo de

produtos de PCR, de acordo com a procedéncia, dos grupos de animais.

3.8.4.1 Amostras de DNA padriao

Para as amostras provenientes do grupo 2, foram escolhidos 4
marcadores polimorficos distintos (primers), localizados nos cromossomos 1, 2,
12 e 17, indicados na tabela 3. Esses marcadores apresentam sequéncias de
nucleotideos definidos e produtos de amplificacdo com diferentes pesos
moleculares, conforme indicado na tabela 4.

Tabela 3 : Primers utilizados com amostras de DNA padrio e sua
localizaciio no cromossomo

Primer N° Locus (posigéo) Cromossomo N° Localizagio (cM)
243{;]_2 """""""""" oo I T
SR e e s e B G 47
..... ] LoD LoTDDDL s Igl’l—\v F P S }2 e e e e e . 12 e
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Tabela 4: Sequéncia de nucleotidios para os primers utilizados e peso
molecular dos produtos formados

Primer N° Sequéncia do Primer Produto do PCR Unidade de
(bp) repeticio

1gh-V : Imunoglobulin Heavy Chain Variable Reagion
TNFo : Tumor Necrosis Factor Alpha

Bel-2 : B-Cell lenkenia-2

[I-ib : Interlencinn 1-Beta

Foram também selecionadas para analise no laboratorio de
genética de mamiferos do Instituto Pasteur, algumas amostras de camundongos
do grupo 1 das linhagens BALB/c e C57BL/6 importadas e mantidas no
Cemib/Umcamp, com o proposito de comparar o perfil das matrizes com
representantes  daquela Instituigdo. Os primers utilizados nesta avaliagio

encontram-se indicados na tabela 5.
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Tabela 5: Primers utilizados na moniforacio gendética de linhagens padrie de

camundongos manfidas ne Cemib/Unicamp e sua respectiva localizacio no cromessomo.

Marcador Cromossomo Localizagdo] Marcador Cromossomo  Localizagio

cM cM

: '; D5m1£13 i

3.8.4.2 Amplificagio das amostras de DNA padrio

Para a realizagdo da técnica foi utiizado um "Thermo Cycler”
Wessex mstrumentation LTD, Mod. PREM., para placas de 96 wells.

As amostras de DNA do grupo 2 bem como as amostras de
camundongos do grupo 1 das linhagens BALB/c ¢ C57BL/6 importadas e
mantidas no Cemib/Unicamp foram diluidas em tubos de 2ml a uma

concentragdo final de 20ng/i21 e em segmida 5,0ul foram depositadas na placa de
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96 wells e homogenizados com 6,9ul de uma solugdo contendo tampao Tris-HCl
200mM pH 8.4; 2% de Tween 20; KCI 180mM; dNTPs 4mM; primers R ¢ F;
Taq Polimerase (4,5 a 5,0 Ul/ul); MgCl: em concentragdes vanaveis de 20mM a
40mM , em fungdo do primer e 13,11l de dgua. A mistura coberta com 2 gotas
de dleo mineral (Nujol - Sigma) foi submetida ao programa de amplificagdo que
constou de 40 ciclos com as seguintes etapas:

denaturacdo primaria: 3 mmutos a 94°C

denaturagdo ciclica: 1 minuto a 92°C

pareamento: 55°C por 1 minuto

polimerizacdo: 72°C por 30 segundos

extensdo: 72°C por 3 mimutos.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 4,0%, diluido em tampéo Tris -Acido Borico ¢ EDTA com a adicio
de 3pl de brometo de etidio. Cada placa de gel foi dimensionada para a andlise
simultdnea de até 60 amostras. Anterior a aplicagdo das amostras, foram
adicionados 2,511 de bromofenol blue (10X concentrado) ¢ em seguida
submetidas a uma diferenga de potencial de 100V por um periodo de 40 a 70
minutos a temperatura ambiente,

As solugdes adotadas nesta etapa de reagiio estdo descritas no
anexo 9.

Os resultados foram registrados em filme polaroid (667 iso 3000)
com o sistema MP4 Land Camera sob luz ultravioleta (transiluminador

Pharmacia LKB Macro Vue), imediatamente apos o término da eletroforese.
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3. 9 Amostras de DNA de camundongos de Instituicdes Nacionais

Para as amostras provenientes do grupo 3, foram escollidos 8
marcadores polimorficos distintos (primers), localizados nos loci Igh-V, Nefg, Plau,
Crp, Igh, D3mit49, Dlemit5 e DI7mitl6. A localizagdo e sequéncia de
nucleotideos dos primers estdo indicados na tabela 6. Esses marcadores
apresentam sequéncias de nucleotideos definidos e produtos de amplificacdo
com diferentes pesos moleculares para cada uma das linhagens testadas,

conforme 1lustrado na tabela 7.

Tabela 6: Sequéncia de nucleotidios dos primers utilizados

Locus  Cromossoma Sequéncia (R) Sequéncia (F)
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Tabela 7: Localizagiio e peso molecular (bp) dos marcadores utilizados

na monitoracio das linhagens isogénicas das Instituicdes

Locus  Cromossomo Localizagdo Produto de PCR

{*) O tamanho dos produtos de PCR para esta linhagem nfo esifio disponiveis no data-bank. Por esta razdo, os
resultados foram considerados por comparagio direta com o padréio.

3.9.1 Amplificagcio das amostras de DNA dos camundongos de Instituicdes

Nacionais

Para a realizacdo da amplificacio das amostras de DNA foi
utilizado um Termociclor Pharmacia LKB - Gene ATAQ Controller, para tubos
de 0,5ml. As amostras de DNA foram diluidas a 20ng/ul. Um volume de 5ul de
cada amostra foi depositado nos tubos de 0,5ml e homogemzado com 20ul da

solugdo de reagdo composta de tampdo Tris-HCI 1M pHS,0, MgCle, KC1 1M,
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dNTPs 4mM, Primers R ¢ F, Tween 20 e enzima polimerase, nas proporgoes
indicadas no anexo 10,

A esta mistura de reagiio, foram adicionadas 2 gotas de dleo
mineral, e os tubos colocados no termociclor ¢ submetidos ao seguinte programa
de amplificagio:

denaturago primaria: 2 minutos a 94°C
denaturagdo do ciclo: 1 minuto a 93°C
pareamento: 55°C por 1 minuto
Foram utilizados 45 ciclos e uma extensio de 5 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 4% e as amostras

submetidas a eletroforese por 60 minutos a 100V, com um padrdo de peso
molecular (X-174 RF DNA Hae IIT DIGESTED - Pharmacia) depositado nas
extremidades do gel.

Os resultados foram registrados em filme polaroid (667 iso 3000)
com o sistema MP4 Land Camera sob luz ultravioleta (transiluminador

Pharmacia LKB Macro Vue), imediatamente apds o término da eletroforese.



RESULTADOS
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4.1 Isolamento genético das matrizes das Colonias de Fundacao

Com o objetivo de estabelecer padrdes para a monitoragdo
genética de hnhagens 1sogénicas, comparaveis as existentes em instituigOes de
referéncia internacional para o padrio genético dos animais, foram obtidas matrizes
de diferentes linhagens a partir de Coldnias de Fundaciio de fomecedores
confiaveis indicadas na tabela 1. Essas matrizes foram mantidas, desde o seu

recebimento, em isolamento genético dentro de isoladores utilizando como modelo

de acasalamento o "self perpetuation”.
O desenvolvimento das unidades isoladoras propiciou o registro de
uma patente com modelo ilustrado na figura 1. Este equipamento encontra-se em

uso no Centro de Bioterismo da Unicamp ha pelo menos 9 anos, garantindo a

manutengio de coldnias de camundongos ¢ ratos isentos de virus.

Figura 1: Matrizes certificadas mantidas em isoladores confeccionados no Cemib/Unicamp
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As matrizes, eram representadas no mimimo por 3 casals e cada
casal era mantido em isolamento genético em unidades isoladoras flexiveis. Os
casais originaram "familias" que foram controladas através de mapas genéticos na
area de expansio de matrizes.

A analise dos mapas genéticos, evidenciou para todas as linhagens
testadas, padroes de heranga poligénica de acordo com o descrito na literatura para
cada um dos pardmetros observados. Estes parametros, sdo considerados em todos

os casais de cada gerag3o para as diferentes Colonias de fundagdo e permitem um

acompanhamento dos seguintes aspectos:

1. niimero minimo ¢ maximo de neonatos
2. numero de partos observado durante o periodo de acasalamento
3. mimero de crias desmamadas
4. intervalo entre o acasalamento ¢ o primeiro parto
5. mtervalo entre partos
6. niimero de mortos no periodo
A partir destes dados puderam ser avaliados os indices de
produtividade e mortalidade para as diferentes linhagens e os resultados estdo de

acordo com o descrito na literatura.

Os resultados dos transplantes de pele orelha X dorso realizado
nas linhagens, CBA, C57BL/6, BALB/c ¢ A/l, e observados tanto na fase aguda
como no periodo de 150 dias, ndo acusaram rejeigdo.

A evolugdo do autoenxerto, permitiu constatar que o procedmmento
técnico-cirurgico esta adequado as condigdes do laboratério, nfo tendo sido

observado processos inflamatérios e rejeigdes.
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Os testes de acasalamento entre linhagens de diferentes pelagens,
como exemplificado na Tabela 8, ndo evidenciaram qualquer resultado que
sugerisse desvio (mutagdo) ou contaminagio genética nas linhagens mantidas. As
porcentagens indicadas na coluna referente ao esperado indicam os valores
encontrados na hiteratura para este tipo de acasalamento. Néo foram detectadas

diferencas significativas entre o observado e esperado.

Tabela 8: Distribuiciio da cor de pelagem observada nos camundongos da
segunda geracio (CS7TBL/6 x A/J) F2

COR DA PELAGEM _OBSERVADO ESPERADO
NUMERQ
DE ANIMAIS (%) (%)

TOTAL 807 99.8 100

Descendentes F1 (CS7BL/6 x A/Y) oriundos das linhagens A/J e C57BL/6 foram acasalados entre si ¢ 0
produto F2 analisado quanto ao padrdo de pelagem.
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4.2 Estabelecimento do banco de embrides

~ As fémeas de irmios provenientes de Colonias de Fundagio de
cada uma das linhagens mantidas em isoladores, foram superovuladas para a
producio de embrides que foram criopreservados conforme indicado no item 3.4.
Esses embndes devidamente identificados, foram mantidos a -170°C em nitrogénio
liquido constituindo o banco de embrides. Dados de recupera¢do mostram que 0s

embrides congelados podem ser mantidos por até 4 anos, conforme exemplificado

na Tabela 9.

Tabela 9: Recuperagiio de embrides congelados da linhagem BALB/c.

PROCEDIMENTO LINHAGENS

BALB/c  CB6 (CONTROLE)




4.3 Estabelecimento do banco de DNA

4.3.1 Monitoracfio genética por marcadores bioquimicos

Para miciar o estabelecimento de um banco de DNA, foram
obtidos animais monitorados genéticamente, oriundos do Instituto Pasteur de Paris.
Estes animats foram sacrificados e os érgios processados para a determinagdo dos
alelos para enzima maélica (MOD-1), Hemoglobina cadeia beta (Hbb), glucose

fosfato isomerase (Gpi) bem como para a extragfio de amostras de DNA,

Os resultados para marcadores bioquimicos apresentados na
Tabela 10, indicam que os animais utilizados para o estabelecimento do padrio de
DNA apresentam resposta semelthante ao indicado na literatura.

Tabela 10 - Caracterizacfo de locus dos marcadores bioguimicos Mod-1, Gpi e
Hbb dos animais stilizados para o estabelecimento de padrio de DNA

LINHAGEM BANDA DE MIGRACAO
MOD-1 Gpi Hbb

LENTA (a) RAPIDA (b) LENTA (a) RAPIDA (b) DIFUSA (d) SIMPLES (s)

{*) Linhagens hibridas utilizadas como controle
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4.3.2 Caracterizacio do DNA padrio

As amostras de DNA destes animais processadas conforme
indicado em materiais e métodos, apresentaram os resultados indicados na Tabela

1.

Tabela 11 ~ Concentracio e coeficiente de pureza das amostras de DNA
padriio das diferentes linhagens de camundongos.

LINHAGEM FENOTIPO D.O. D.O. coeficiente de pureza
DA PELAGEM

(260nm) (280nm (260nm/280nm)

57BL/6 e i e B et e
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Estas amostras foram analisadas em gel de agarose 0.3%
utihzando-se diferentes diluigoes (1/2, 1/5, 1/10 e 1/100), ndo tendo sido detectada
nenhuma denaturagio, mesmo em alta concentragio. Na diluigdo de 1/100
observamos moléculas migrando em concordincia com o padric de Peso
Molecular de 50Kb (Fragdo ... 40 da HIND IlI digested).

Estas amostras testadas para a presenga de DNAses (conforme
descrito no item 3.8.3), revelaram a auséncia de contaminantes com esta enzima, €

os testes feitos com os marcadores Tnfa (cromossomo 17 - 19¢cM); Bel-2

(cromossomo 1 - 14¢M); II-1b (cromossomo 2 - 47¢M) ¢ Igh-V (cromossomo 12 -
73c¢M), mostraram resultados semelhantes aos indicados na literatura, conforme

lustrado na Tabela 12.

_Tabela 12: Tamanho relativo dos produtos de PCR do DNA das

linhagens de camundongo padrio utilizando-se diferentes marcadores.

MARCADOR . POLIMORFISMO DETECTADO NAS LINHAGENS PADRAQ

NOTA: As linhagens estlio posicionadas em ordeim crescente dos produtos de PCR (peso molecular). Aquelas posicionadas & direita, ag m e produto de PCR mador que

as posicionadas & esquerda. As Hnhagens intorkigadas com o sinal de igual (=) a7 tam produtos indistinpuiveis eletroforéticamente, e porfanio com pese molecular maito

préxino.
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4.3.3 Atividade em PCR das ameostras padrio mantidas no Cemib/Unicamp

Amostras de DNA extraidas conforme indicado em materiais ¢
métodos, foram analisadas no laboratério de genética de mamiferos do Instituto
Pasteur de Paris. Os marcadores utilizados e indicados na tabela 5, ndo revelaram

diferengas com os padroes.
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4.4 Avaliaciio genética de linhagens de camundongos mantidas em algumas

Instituictes brasileiras

As amostras de DNA extraidas das linhagens isogénicas das
diferentes InstituigSes, foram processadas em reacio de PCR conforme indicado
no item 3.9., utilizando-se como controles as amostras de DNA padriio. Os

produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose na presencga

de padrio de peso molecular (Figura 2).

Figura 2: Eletroforese em agarose de padriio de peso molecular & X 174-RF DNA Hae 1T Digestd
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Os dados referentes a linhagem CBA acham-se apresentados a
seguir. Das trés Instituigdes que nos enviaram amostras de animais de suas
Coldnias de Fundagdo para esta linhagem, duas revelaram alteracbes no
“background genético” de CBA. Nas figuras de 3 a 9, pode-se verificar que os
animais da instituicio A apresentam produtos de PCR diferentes do padrdo quando

testados com os marcadores Igh-V (Cromossomo 12 - 73cM), DI6Mit5
(cromossomo 16 - 34,7¢M); Cip (cromossomo 1 - 72¢M); D3Mit49 (cromossomo

3 - 31,4cM); Plau (cromossomo 14 - 1¢M); Igh (cromossomo 12 (73¢M) e
D17Mitl6 (cromossoma 17 - 7.7c¢cM).

Os resultados apresentados na figura 5, mostram que 0s animais
da instituigdo B indicam para o marcador Crp (cromossomo 1 - 72¢M), uma

diferenca bastante significativa no padro de migragdo.

A BB B CP

Figura 3: Ié,!ciroforese de produtos dc PCR com o primer Igh-V para a linhagem CBA de camundongos das

Instituices AB e C. PM - padriio de peso molecular
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Figura 4: Eletroforese de produtos de PCR com o primer DI6MItS para a linhagem CBA de camundongos das
Tnstituiches AB e C. PM - padrdo de pese molecular

Figura 5; Eletroforese de produtos d¢ PCR com o primer Crp para a linhagem CBA de camundongos das
Instituigdes A,B ¢ C. PM - padrio de peso molecular
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Figura 6: Eletroforese de produtos de PCR com o primer Igh para a linhagem CBA de camundongos das
Institnigdes A.B ¢ C. PM - padrio de peso molecular

Figara 7; Eletroforese de produtos de PCR com o primer D17Mit16 para a linhagem CBA de camundongos das
Instituicties A,B ¢ C. PM - padrdo de peso molecular
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Figura 8: Eletroforese de produtos de PCR com o primer D3Mit49 para a linhagem CBA de camundongos das
InstituicBes A B e €. PM - padriio de peso molecular

Figura 9: Eletroforese de produtos de PCR com o primer Plau para a linhagem CBA de camundongos das
InstituicBes A,B ¢ C. PM - padriio de peso molecular
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Os dados referentes a linhagem BALB/c apresentados abaixo,
mostram que a mstituicdo D apresentou resultados diferentes do padrio para quase
50% dos marcadores.

Nos microsatélites dos loci monitorados com os marcadores
D3Mit49 ( cromossomo 3 - 31,4cM); D17Mit16 ( cromossomo 17 - 7,7¢M) ¢
Negfg ( cromossomo 7 - 22¢M), detectou-se grande diferenca.

Um ensaio realizado para outros marcadores onde foram

monitorados os cromossomos 06 na posigdo de 62,9¢M e cromossomo 12 na

posi¢do de 26,8cM, mostrou uma resposta bastante diferente do padrdo. No

cromossomo 7 a 38M do centrémero também foi detectado um produto de PCR

diferente do DNA padrio.

Figura 10; Eletroforese de produtos de PCR com o primer D3Mit49 para a linhagem BALB/C de camundongos das
Institnicdes A B, C, De E. PM - padriio de peso miolecular
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Figura 11: Eletroforese de produtos de PCR com © primer D17Mit16 para a linhagem BALB/c de camundongos
das InstituicBes A,B ,C. D e E. PM - padrfio de peso molecular

Figura 12; Eletroforese de produtos de PCR com o primer Ngfg para a Iinhagem BALB/c de camundongos das
Instituigdes AB ,C, D ¢ E. PM - padrio de peso molecutar
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Os animats das linhagens A/J, C3H/He ¢ C57BL/6 tiveram suas
amostras testadas e os dados obtidos nfio apresentaram diferenga significativa

quando comparados com as amostras padréo.



DISCUSSAQ
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Estudos sobre a filogenia dos camundongos iniciados na década de
40, permitem o reconhecimento de 11 subespécies do Mus musculus , baseados
em aspectos morfologicos (91). Contudo, Bonhmme & cols. (12) baseados na
analise por marcadores bioquimicos de 42 loci, consideram que existem apenas 5
grupos com 4 grandes subespécies : Mus musculus domesticus, Mus musculus
bactrianus, Mus musculus castanens, Mus musculus musculus, Mus musculus
molossinus (89). A subespécie de origem asidtica (molossinus) ndo pode ser

definitivamente separada da bactrianus, razio pela qual aceita-se a existéncia de 4

grandes subespécies. Essas 4 subespécies iniciaram a sua derivagdo, ha cerca de 1
milhio de anos, € em razfio de seu afastamento geografico podem ser encontradas:
no oeste europeu - domesticus, no Japdo - molossinus, no leste europeu, Russia e
norte da China - musculus € no oeste ¢ sudoeste da Asia e no sul da China -
castanens. Da subespécie domesticus derivou, ha cerca de 2000 anos, o
camundongo “fancy” () europeu, enquanto o “fancy” do leste asiatico derivou da
subespécie molossmus hibridizada com a musculus, molossinus hibidizada com a
castancus ou diretamente da musculus (89). Recolhidos em cativeiro,
representantes desses camundongos “fancy” constituem-se hoje nos mais proximos
ancestrais (aproximadamente 200 anos) dos camundongos utilizados na pesquisa
biomédica (91).

A capacidade dos camundongos produzirem descendentes ferteis e
vidveis de acasalamentos interespecificos, permite o estudo de polimorfismos com
segregacdes muito variadas. Como consequéncia, estes animais t€m a vantagem de
ter o mais detalhado mapa genético entre todos os mamiferos (41). Entretanto o
estabelecimento da identidade genética de uma linhagem mesmo ja caracterizada, é

uma tarcfa altamente complexa. O camundongo é dotado de 19 cromossomos

" Camundongos utilizados em demonstracdes histrinicas em feiras ambulantes
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autossOmicos ¢ dois cromossomos sexuais; podemos observar através de seu mapa
genético que a despeito de esforgos de importantes Centros de pesquisa, apenas
uma parte (cerca de 1800) de seus 2500 genes identificados, estd mapeada (42).
Admitindo-se que cada gene contenha apenas um par de alelos, seria tedricamente
necessario testar cada um dos produtos dos 5000 genes para atestar a real
identidade genética. Em vista da impossibilidade pratica de fazé-lo, a identidade
genética do animal se apoia sobretudo em procedimentos operacionais
padronizados para controle da qualidade, e, cuja execugdo so se torna possivel em
Centros onde existe infraestutura adequada associada a uma equipe com
treinamento especializado (11, 21).

O primeiro procedimento padronizado refere-se a obtengdo de
matrizes orfundas o mais proximo possivel da Colonia de Fundagio da linhagem
original (94). As linhagens isogénicas sfio produtos de laboratério obtidas em
instituicoes especializadas (Jackson, ZFV, Institut Pasteur, Charles Rivers, efc.) e
disseminadas para outros ceniros que passam a atuar como repositdrios. A
manuten¢do destas linhagens em qualquer Instituigiio corre o risco de apresentar
contaminacdo ou deriva genética (mutagdo). Para diminuir os mscos de
contaminagio, as matrizes devem ser mantidas em sistemas fechados, isolados de
outras linhagens isogénicas ou heterogenéticas e ao abrigo de contaminag¢do com
roedores silvestres que atraidos pelo odor da ra¢do podem vir através de esgotos,
dutos de ar ou mesmo calhas de iluminagio. A melhor maneira de isolamento é
sem ditvida a manutengio das matrizes em isoladores, sistema adotado nos grandes
Centros de producdo.

A inexisténcia no pais de empresas produtoras de unidades
isoladoras flexiveis e as dificuldades de importacio destes equipamentos no inicio

deste programa, estimulou a sua construgdo com tecnologia e matéria prima
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nacionais, motivando uma solicitagdo de patente (n°8.906.330-9). O equipamento
desenvolvido apresentou um excelente desempenho ¢ viabilizou o isolamento
genético necessario ao estabelecimento dos padrdes procedentes da importagio de
matrizes certificadas, bem como a implantagio de importante etapa dos
procedimentos operacioanis padronizados (71). A tecnologia foi transferida para
outras Instituigdes que passaram a utiliza-lo em suas dreas de matrizes.

Para diminuir os miscos de deriva genética, sdo utilizadas 3

metodologias: a criopreservagdo de embrides, sistema de acasalamento com

registro de mapas genéticos, € a monitoragdo periodica de alguns dos genes que
permitem distinguir as Imhagens.

A tecnologia de manipulagdo de embrides, é essencial a Centros
que se propdem a fornecer matrizes certificadas genéticamente, uma vez que
devem estar disponiveis através de um banco de embrides, representantes das
diferentes linhagens das Colonias de Fundagfio, que possam ser resgatados a
qualquer momento, permitindo a perpetuagdo da identidade original das linhagens
1sogénicas (47, 48, 102, 104).

Atualmente podem ser utilizadas diferentes metodologias para
rotina de congelamento, descongelamento e cultivo de embrides murinos em
diferentes estdgios de desenvolvimento. Deve-se fazer a opgo pelos
procedimentos de coleta e implante de embrides, que mais se adaptem as
condigdes do Centro Produtor.

No presente trabalho utilizamos a transferéncia e implante de
embrides de 2 e 8 células provenientes de individuos da Coldnia de Fundagdo
certificada, que foram submetidos a uma estimulacdo hormonal exoégena
(superovulagdo). Os dados apresentados mostram que o processo de

criopreservagdo funciona adequadamente, o que permite manter embrides das
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matrizes da primeira geragio recebida, por pelo menos 4 anos, conforme pode ser
observado tanto com resultados obtidos com os animais do grupe principal da
linhagem BALB/c da Colbnia de fundagdo, como através do grupo de amimais
hibridos da linhagem CB6, utilizados como controle dos procedimentos de
descongelamento ¢ implante. Nao foram detectados aspectos morfologicos
indicativos de perda da viabilidade ( integridade da zona pelicida, tamanho dos
blastémeros, etc.), ainda que, segundo a literatura, a viabilidade de embrides

transferidos depende mais da extensio da gestagdo, que de outros fatores (62).

Embrides parcialmente destruidos, podem apresentar crescimento em meio de
cultivo, embora ndo consigam por si sO manter a fungdo litea necessaria a
manutengdo da prenhez (36).

Embora os resultados obtidos estejam de acordo com o descrito na
literatura, a eficiéncia do processo podera ser melhorada. E bem conhecido a
capacidade de fatores como volume de meio inoculado, numero de embrides
transferidos por oviduto, etc, interferirem no sucesso do implante (84, 45).
Boubelick & Cerna descrevem uma modificagio no procedimento de
congelamento em 2 etapas em um banco no qual sdo mantidos mais de 17000
embrides de varias linhagens, com uma porcentagem de sobrevida pos
descongelamento de 85% em média e sucesso com 20% a 35% de nascimentos
(15). Além disso, o estabelecimento de rotinas de congelamento, descongelamento
e transferéncia de embrides deve considerar aspectos relacionados ao crioprotetor
utilizado (103), influéncia do gendtipo e outros fatores (3, 84, 85, 104, 106).

Para a linhagem BALB/c foram descritos indices de 49% de
ovacitos nio fertilizados (77) ¢ 80 a 85% de sucesso no congelamento de embrides

de 4 a 8 células com o método de congelamento em duas etapas. Nossos resultados
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mostram estarmos proximos destes valores em ambos os grupos, possibilitando a
preservagdo dos padrdes para controles futuros.

A segunda etapa do acompanhamento genético das matrizes
importadas e mantidas em unidades isoladoras tem como base os marcadores
morfologicos. Estes sdo subdivididos em duas partes, sendo a primeira a
observagdo cuidadosa dos animais durante os procedimentos de rotina. O sucesso
desta primeira parte depende portanto da capacidade dos técnicos observarem

mudangas na cor da pelagem, anormalidades externas, disturbios neurologicos,

aumento da produtividade ou do peso, efc. (90). Portanto € essencial ressaltarmos a
importancia dos programas de treinamento da equipe. Paralelamente deve-se
adotar métodos reprodutivos como o “self perpetuation”. Este método ¢ definido
através da substituicdo a cada 5 geragdes, das familias originais de cada unidade
isoladora, por descendentes genéticamente monitorados. Desta forma, uma
possivel deriva genética (mutagio) dificilmente permanecerd na coldonia de
fimdacdo. Por outro lado, os registros em mapas genéticos de herangas poligénicas
como cor de pelagem, prolificidade, produtividade, etc, através das quais o perfil
genético das linhagens pode ser acompanhado a cada geragfio, ndo apenas
possibilita um acompanhamento proximo das matrizes mas principalemte permite
compara-los com os dados observados para as diferentes linhagens em outros
Centros, aspecto indispensivel a padronizagdo. Por conseguinte, métodos
reprodutivos como o "Self Perpetuation”, controle fenotipico através de mapas
genéticos de linhagens acasaladas, monitoragdo de alelos através de diferentes
metodologias e a adogdo da criopreservagdo (banco de embrides), sdo aspectos
indispensavets a manutencio do padrio genético ongmal (96, 33, 102).

Embora a manutengdo das linhagens em isoladores, associada ao

sistema de acasalamento ¢ mapa genético, sejam indispensaveis a preservacdo do
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padrio genético original, para que as coldnias sejam certificadas, sfo necessarios
métodos como testes de acasalamento para analise dos genes de pigmentagdo;,
antigenos de histocompatibilidade; marcadores bioquimicos e DNA
cromossomico; capazes de demonstrar que determinados genes ndo foram
alterados.

Os testes de acasalamento para genes de pigmentagdo se baseiam
na frequéngcia da distribuicio dos fendtipos entre individuos F1 e F2. Este teste €
também recomendado na detecgdo de deriva genética, uma vez que ¢ frequente a
associacdo entre mudangas no padrdo de pigmentagdo ¢ mutagdo (27, 44).
Entretanto, deve-se observar dois aspectos importantes: a necessidade de varias
semanas até que a progénie F1 alcance a idade na qual toda a expressdo dos genes
relacionados ao fenétipo da cor de pelagem, tenha se manifestado, e, o sacrificio
dos animais FI logo apos o periodo de obsevacdo, uma vez que existe a
possibilidade de um retro acasalamento com a mae, servindo de fonte para uma
contaminacdo (27). Os resultados indicados na tabela 8 que foram obtidos com a
analise do fenotipo de pelagem de 807 amimais de segunda geragdo (C57BL/6 X
A/D, ndo apresentam diferencas sigmficativas entre frequéncias observadas e
esperadas.

A importancia da analise de genes presentes no complexo principal
de histocompatibilidade foi melhor compreendida, a partir das observagdes de
Snell e Medawar acerca da imunogenética dos transplantes. Desde entdo, este
método passou a ser frequentemente empregado na monitoragdo genética de
camundongos de laboratorio (44).

Existem centenas de loci de histocompatibildade reconhecidos.
Entre eles o mais importante, ¢ o locus H-2 presente no cromossomo 17 dos

camundongos, responsavel pelo fendmeno de rejeiclo intensa, quando as
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diferengas a seu nivel sdo acentuadas (43). Outros varios, referidos como loci
menores de histocompatibilidade, embora estejam distribuidos em diversos
cromossomos, ainda ndo estdo muito bem caracterizados (23). Esta técnica
econdmica e simples constitui-se em importante ferramenta para avalbiar a
conservacgdo da homozigose em linhagens isogénicas estabelecidas (44). Contudo
apresenta a desvantagem de requerer um tempo relativamente longo para o
acompanhamento dos animais transplantados. Disparidades em loci menores de

histocompatibilidade podem necessitar um periodo de observagdo de até¢ 200 dias

(44). Os resultados obtidos no presente trabalho revelaram a inexisténcia de
rejeicdo agudas observadas até o 7° dia, bem como no prazo de 150 dias. O
autoenxerto utilizado como controle da técnica permite concluir que a técnica
encoantra-se satisfatoriamente implantada. A inexisténcia de alterages no padrio
de cor, no tamanho da pele transplantada, de mchago ou de manchas entre os
individuos doadores e receptores, atestam a relagdo de isogenicidade. E importante
destacar que este método, ainda que seja rotineiro nos principais Centros
produtores de ammais de laboratorio em paises desenvolvidos, amda encontra-se
incipiente como rotina de monitoragio genética no Centros nacionais.

Os avangos na bioguimica permitiram o desenvolvimento de
metodologias capazes de distinguir produtos de expressdo de diferentes genes. A
identificag8o genética pode ser entendida como a comparagdo do perfil genético de
um padrio com uma amostra desconhecida que deve ser confrontada com um ou
mais marcadores genéticos identificados (46, 67, 68, 78). Entre as varias
metodologias disponiveis para a identificagdo dos alelos, destaca-se a eletroforese
em diferentes meios suportes como gel de acrilamida, amido hidrolisado de batata,
acetato de celulose, etc, os quais permitem uma separagdo das proteinas em fungfo

de sua carga elétrica e de seu peso molecular (39, 68, 86).
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Até pouco tempo, este era o principal suporte para a investigagdo
de aspectos genéticos em nivel molecular. Através destes marcadores, pode-se
estudar fendmenos genéticos como a variabilidade genética em populagdes
naturais, hibridizagao, relagdes filogenéticas e controle de linhagens de laboratorio
(68). Diferentes proteinas que exibem polimorfismo genético detectavel por provas
bioquimicas e mmunolégicas, podem ser utilizadas na monitoragdo genética:
isoenzimas, proteinas como "major urinary protein” (Mup), hemoglobina (Hbb),

transferina  (Trf), proteinas dos soro como complemento hemoliticoetc.,

aloantigenos associados & membrana celular como, eritrécitos, timdcitos, alotipos
de imunoglobutinas, etc. (50, 64, 67, 101).

No presente trabalho, com o proposito de obtermos padroes de
DNA, os animais ao serem sacrificados foram avaliados com 3 marcadores
bioquimicos, conforme descrito no item 3.7. Este procedimento teve na verdade,
um carater técnico-metodologico, uma vez que os animais eram oriundos de
coldnias de fundagdo de Instituigdes que mantinham rotinas de controle genético.
Conforme era esperado, todos os alelos estavam de acordo com a literatura para os
marcadores utilizados (tabela 10), endossando a qualidade de seu genoma como
fonte de DNA padrio.

Os métodos citados anteriomente, s¢ baseiam na andlise de
produtos da expressdo de alguns genes e¢ por conseguinte apresentam uma
limitagdo numérica importante na caracterizagdo das linhagens.

Com a evolugdo da biologia molecular, tornou-se possivel a
utilizacdo da tecnologia de manipulagio de DNA na monitoragdo genética de
linhagens. Esta tecnologia permite um acesso direto as moléculas da
herteditariedade, abrindo a perspectiva de se poder comparar todo 0 genoma entre
dois individuos (98, 100).
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O mapa genético do camundongo apresenta um comprimento
hapldide total de 1600 centiMorgans, o que corresponde a 10.000Kb. Portanto, a
determinagdo da sequéncia de bases do genoma com o proposito apenas de
monitoragdo genética, teria pouco sentido.

Duas abordagens principais tém sido utilizadas para avahar
alteragbes em grandes trechos deste genoma: “DNA Finger Printing” ¢ a
amplificagdo de determinadas regides da molécula de DNA (81, 99).

O “Finger Printing” apresenta algumas dificuldades em sua
utilizagdo como técmica para monitoragdo genética, sendo as principais. a
necessidade de clevadas concentragdes de DNA de alto peso molecular, o uso de
grande namero de enzimas de restrigdo; e a necessidade na maioria das vezes de
utiliza¢do de técnicas complementares como Southern Blotting, Westhern Blotting,
etc. para discriminar os diferentes fragmentos (56, 93).

A amplificacdo de determinadas regides foi altamente facilitada
com a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). A partir dos trabalhos de
Love & cols. no principio da década de 90 com a analise do polunorfismo de 50
microsatélites amplificados por esta técnica, observou-se ser esta metodologia e
esta regido da molécula de DNA, importantes instrumentos para a construgo de
mapas genéticos de camundongos e humano (10, 55, 61, 87). Atualmente existem
importantes variagdes desta metodologia, possibilitando nfo apenas estudos com
mapas genéticos, mas também analises bastante especificas como por exemplo a
do genoma de sarcomas interespecificos (26), ou fendmenos associados a
autoimunidade pricipalmente aqueles nos quais existe uma reatividade contra
moléculas de DNA (2).

Os microssatelites podem ser definidos como regides da molécula

de DNA, presentes em todos os genes, nas quais ndo se observam grandes
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variagOes nas sequéncias de bases. O elevado grau de polimorfismo entre as
linhagens isogénicas presentes nestas regides, permite gue a mesma seja utilizada
em rotinas de monitoragdo (59).

Os dados apresentados na tabela 11, mostram que os
procedimentos de extracdo adotados para os animais do grupo 2, estavam
adequados, com um indice de pureza superior a 1,7 para todas as amostras e
mexisténcia de denaturagdo decorrente tanto da metodologla adotada como da

presenca de enzimas DNAses, conforme foi observado por eletroforese em

agarose a 0,3%. Por outro lado, conforme pode ser observado no resultado do teste
apresentado na tabela 12, a existéncia de atividade utilizando-se a técnica de PCR
com as de moléculas de DNA extraidas, permite que as mesmas sejam utilizadas
como padrdes para avaliagdo de linhagens de diferentes mstituigdes. Além deste
aspecto, podemos observar na tabela 5, o uso de um elevado numero de
marcadores na avaliagdo de amostras de matrizes certificadas mantidas no
Cemib/Unicamp. Os resultados mostram que os procedimentos operacionais
instalados estdo adequados, uma vez que nao foram detectadas diferencas com as
amostras utilizadas como padrdo, oriundas das colonias do Instituto Pasteur,
quando da analise de varias regides do genoma.

A andlise das amostras de animais do grupo 3 oriundos de
Instituigdes nacionais que mantém programas de pesquisa em imunologia, revela
alteragdes no genoma de 2 linhagens mantidas em suas Coldnias de Fundagdo,
quando comparada com o padrdo para os primers Igh-V, D16Mit5, Crp, D3Mit49,
Plau, Igh,D17Mit16 ¢ Ngfg. (figuras 3 - 12).

No caso da linhagem CBA, as alteragdes foram detectadas com 7
dos 8 marcadores testados e uma vez que ndo se observou heterozigose com

qualquer dos marcadores, os dados sugerem uma contaminac¢io antiga. No caso da
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linhagem BALB/c, foram observados resultados diferentes do padrfo, para 3 dos 8
marcadores utilizados. A auséneia de heterozigose, sugere também uma
contaminagdo estabelecida ha muito tempo. A mexisténcia de alteragdes com os
marcadores, Igh, Igh-V, Crp, Plau e D16Mit3, sugere que a contaminagdo pode ser
com uma hnhagem ndo polimoérfica com BALB/c para estes primers. Um teste de
possiveis alteracdes em outros cromossomos, realizado apenas nesta linhagem,
mostrou que a mesma esta contaminada, uma vez que ela diferiu do padrio ao

nivel dos cromossomos 6 ¢ 12 nas posigdes de 62¢M ¢ 26¢M respectivamente.

Embora estes achados sejam de extrema gravidade, ndo podemos
considera-los prerrogativa apenas de Instituicdes brasileiras. Hoffman & cols.
realizaram no principio dos anos 80, um estudo em colonias de camundongos de
diferentes linhagens mantidas no Japdo e constataram que, das 77 coldnias
investigadas cerca de 30% (21 col6nias) estavam contaminadas (48). Mesmo
empresas privadas ndo estdo livres deste risco, conforme relato de Kahan & cols.
sobre uma contaminagio genética em animais BALB/c (52).

Entretanto, o atraso tecnolégico observado nos paises do terceiro
mundo, decorrente de uma Ciéncia de Ammais de Expenimentagdo pouco
desenvolvida , conduz a uma grave dissociacdo entre a realidade genética das
coloénmas mantidas nas diversas instituigSes, as metodologias de monitoragdo
genética utilizadas nas analises das colonias e os sistemas de manutengdo das
colomas de fundacdo e de expansio de matrizes, de onde derivardo as unidades de
produgdo. Como consequéncia, além do aspecto de ndo se poder realizar os
mesmos ensaios de Centros de Pesquisa de paises desenvolvidos, perde-se também
o carater da reprodutibilidade experimental. Desta forma, a pouca atengdo dirigida
aos aspectos genéticos de linhagens mantidas em Instituicdes brasileiras e

utilizadas em ensaios mmunologicos, certamente conduzira a um grave “isolamento



cientifico”. A existéncia de variaghes genéticas pode interferir seriamente na
exatiddo dos resultados dificultando sua interpretacdo e até mesmo tornando-o
absolutamente  inadequado. Como  consequéncia,  observamos  um
comprometimento do delineamento experimental agravado em perda de tempo ¢
recursos investidos (31).

Para que as areas da pesquisa biomédica que utilizam modelos
animais tais como a Imunologia, Farmacologia, Fisologia, etc., sejam efetivadas do
ponto de wvista cientifico, ¢ essencial que os resultados obtidos, possam ser
comparados ¢ avaliados em laboratérios diferentes. Isto somente € possivel
mediante a padronizacdo e uniformidade genética (32).

Nas dltimas décadas, um largo espectro de livhagens
"genéticamente  defimdas” tais como linhagens 1sogénicas, congénicas,
recombinantes, etc., tornaram-se disponiveis para a pesquisa biomédica, que conta
atualmente com mais de 1000 linhagens de camundongos e ratos, cada qual
representando uma mmportante ferramenta para o pesquisador, sendo bem
conhecida a necessidade de seu controle (32,44, 81). Como exemplo, podemos
citar estudos nos quais a base genética de reacio a drogas explicita a importincia
da caracterizagdo genética das linhagens (34).

Em decorréncia disto, pesquisadores envolvidos com programas
para o estabelecimento de uma  Ciéncia e Tecnologia de Animais de
Experimentagio concentraram esfor¢os para que os ammais fossem padronizados
do ponto de vista genético, assegurando que suas caracteristicas permanecessem
estavels por muitas geragdes (34). Apesar destes esforcos, diversos autores relatam
a existéncia de hinhagens isogénicas de camundongos com “background” genético
diferente do esperado, ressaltando as consequéneias destas diferencas em diversas

areas da pesquisa dependente de modelos animais (31, 40, 60).
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Outro aspecto importante é o pequeno nimero de programas a
nivel Nacional, para a formagfio de especialistas na area. Como consequéncia,
mudangas no “background” genético passam a ser consideradas, apenas quando
alteragdes fenotipicas tais como cor de pelagem, peso, produtividade, etc., tornam-
se evidentes. Por conseguinte, fatores relativamente comuns como migragdo, falhas
de acasalamento ou mesmo a existéncia de heterozigose residual, que sdo
responsaveis pela perda da identidade da linhagem, passam desapercebidos.

O comunto de dados apresentados no presente trabaltho mostra que
0 Cemib/Unicamp pode manter matrizes de Colonias de Fundagdo em isolamento
genético, criopreservar embrides de um grande niimero de linhagens normais ou
mutantes importantes para a imunologia, manter um banco de DNA onde estio
armazenados padrdes de diferentes linhagens ¢ realizar a momitoragdo genética
utthzando diferentes métodos entre os quais a analise de microsatélites por PCR,
que se mostrou de elevada sensibilidade e de extrema praticidade, podendo ser
utihizado sem o sacrificio do animal.

Desta forma, a comunidade cientifica pode receber animais que,
genéticamente eram disponivels apenas em Centros de Pesquisa de paises
desenvolvidos. Outro beneficio decorrente da definicdo do perfil genético das
linhagens de camundongos adotadas na pesquisa é assegurar a validacdo de
experimentos principalmente onde so abordados os mecanismos envolvidos no

controle genético das doengas de interesse humano.
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Importantes pesquisadores mostraram nas décadas de 30 e 40, que a
constitui¢do genética dos animais de experimentagdo, ¢ fumdamental para o estudo
da resposta imune. Por esta razdo, o uso de camundongos de mesma linhagem
mantidos em diferentes laboratérios deve permitir a obtencio de resultados
universais e que possam ser reproduzidos. Isto é possivel apenas com linhagens
padromizadas ¢ monitoradas genéticamente, de forma que alteragdes no genoma
provenientes de contaminagdo ou mutagdes, possam ser detectadas,

A mexisténcia de linhagens certificadas ¢ padronizadas do ponto de

vista gen€tico no pas, exigiu o estabelecimento de novas colonias e de condigdes
para a monitoragdo das linhagens utilizadas na pesquisa biomédica em geral e
particularmente em imunologia. Para atingir este objetivo realizamos o presente
trabalho que visou implantar a partir de inhagens certificadas:

Colénias de Fundagio mantidas com procedimentos operacionais padronizados;
Banco de embrides para perpetuacio das caracteristicas originais,;

Banco de DNA para programas de monitoragiio genética.

A partir da consolidagdo destas metodologias e utilizando a técnica
de PCR na amplificagéo de microsatélites polimorficos presentes em moléculas de
DNA de alto peso molecular, foi realizada uma analise do perfil genético para as

linhagens de camundongos CBA, BALB/c, C57BL/6, C3H/He ¢ A/J, oriundas de

cinco mstituigdes que mantém programas de pesquisa na area de imunologia.

Os resultados obtidos com os primers Crp, Igh-V, D3Mit49,
DI17Mitl6, Igh, Ngfg, Plau e DI6Mit5S, mostram que as linhagens CBA das
instituigdes A ¢ B e BALB/c da instituicdo D, apresentaram resultados diferentes

dos animais oriundos do Instituto Pasteur utilizados como padréio.
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Os dados atestam a ndo identidade genética para algumas das
linhagens testadas e apontam para a necessidade de um levantamento nacional

associado ao estabelecimemento de programas de monitoramento periodico em

colomas de biotérios brasileiros.
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ANEXO 1

Meios de Congelamento e Descongelamento dos
Embrides.

Solugdes estoque.

Piruvato de sodio - 85 mg so dissolvidos em 10 ml de NaCl
0,154M. A solugio ¢ distribuida em aliquotas de 1 mi e conservada em freezer.

No momento de uso 1 ml desta solugiio ¢ diluido em 50ml de

NaCl0,154M.
Penicilina G - 0,127g (100000 U/ml) dissolvidos em 20m! de NaCl

0,154M. A solugio é conservada em freezer em aliquotas de Iml.

Streptomicina - 50 mg dissolvidos de 10 ml de NaCl 0,154M e
conservado congelado em aliquotas de 1 ml.

Vermelho de fenol em NaHCO3 - 13 mg dissolvidos em 10ml de
NaCO3, 0,154M.

Lactato de sodio - solugdo de 0,154M em &gua destilada.
Preparada, a fresco.

Cloreto de sédio - 500 ml de uma solucio de 0,154M.

Cloreto de petassio - 50ml de uma solugdo 0,154M

Fosfato de potassio - S0ml de uma solugdo 0,154M

Cloreto de magnésio - 50ml de um solugdo 0,154M

Fosfato de sodio - 100m! de uma solugdo 0,154M

Cloreto de Calcio - 50m! de uma solugdo 0,110Mml.

Sulfato de Magnésio - 50m! de uma solugdo 0,154M.

Bicarbonato de Sodie - 50mi de uma solucdo 0,154M
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ANEXO 1

Banco de Embrioes

Meios de Descongelamento e Congelamento de Embrides - Os meios de
coleta, congelamento e descongelamento de embrides foram confeccionados em
fluxo lammnar a partir das solugdes estoque indicadas abaixo. Em seguida foram
esterilizados por filtragio em membrana milipore, separados em lotes ¢

registrados com um niimero de partida.

Solugdes estoque e volumes utilizados no preparo do meio PB1

: pemcﬂma G
streptomacma

Obs: O pH do meio foi de 7,3 com uma osmolaridade de 310mOsmol/L. O meio foi entdo
filtrado e estocado a 4°C. O meio de congelamento foi obtido com a adicio do crioprotetor
(1,2 propancdiol) para uma concentracio final de 1,5M.
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ANEXQO2

Solugdo Anestésica
A solugdo anestésica, Avertin € preparada a fresco a partir da diluigdo em salina,

da solugdo estoque.

Preparo da soluciio estoque - 1,0g de tribromoetanol é adicionado a 0,5g de
alcool 1soamilico terciario. Em seguida a solugdo ¢ filtrada ¢ estocada em frasco

ambar coberto com papel aluminio. A solugio deve ser mantida em geladeira.

Solucio de uso - diluir 0,12 ml da solucio estoque em 10 ml de salina 0,154 M.
No momento da diluicdo manter a temperatura em 40°C. Foram utilizados 0,02 -
0,03ml de solucio para cada grama de peso corporal por via intraperitonal. Os

animais normalmente permanecem sedados por aproximadamente 25 minutos,



ANEXO 3

Teste de acasalamento para coloragdo de pelagem

(Linhagem albina X DBA/2)

77

E. Kozaburo, cap Il Iclas Nomura. (27)
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ANEXO 4

ENZIMA MALICA - (MOD 1)

Solucio de revelacio

MTT 1%

ANEXO 5

GLUCOSE FOSFATO ISOMERASE - (Gpi)

Solucio de revelacio
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ANEXO 6

HEMOGLOBINA CADEIA BETA (Hbb)

Tampio de migracido
Tampdo Tris 90mM; EDTA 1,6mM e Acido Bérico pH 8.4

Dithioethriol (DTE)
DTE (sal) 15.43mg
agua destilada 1,0Omi

Soluciio de alquilacio estoque

Cistamina 112,6mg
DTE 0,iml
Amoniaco 2.8% 0.5ml
Agua destilada 0,9ml

No momento de uso esta solucdo deve ser diluida 5 vezes com agua destilada.

Solucio de coloracio (Ponceau S)
Ponceau S 0,5% (W/V)
Sulfosalicilico 10,0% (W/V)
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ANEXO 7

Extracio de moléculas de DNA de alto peso molecular a

partir do baco das linhagens isogénicas padrio.

Preparo das solucgdes.

SARCOSYL 1%

RNase

Misturar 0,04 g do produto original em 3,9ml de H2O destilada.
Adicionar os seguintes reagentes:

40 ul de Tris 1,0M Ph 7 4

12 ul de NaCl 5,0M

48 pl de dgua

Deixar em ebuligio por 15min. 4 100°C
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PROTEINASE-K: Solugio estoque - 2,0mg/ml

Pesar 16,7mg do produto original e dissolver em:

Sarcosyl 1%, (EDTA 0,]M - 8 35ml)

Protemase-K: Solugao de uso - Colocar 250ul para 4,0m! de

Sa}rcosyl.

FENOL SATURADO
Juntar aos 250ml de fenol:
Tris 1,OM - 2,5ml

NaCl 5,0M - 0,5ml
EDTA 0,5M - 0,5mi

TAMPAO SET;
SDS 0,5%, EDTA 5mM e Tris 50mM pH 7.4

TAMPAO DE LISE:
Tris 50mM pH 8.0, EDTA 100mM pH 8.0 e Sarcosyl 1%

CLOROFORMIO
Adicionar 1/25 de alcool isoamilico

TAMPAO DE DIALISE:
Tris 10mM pH 7.4; EDTA ImM pH8.0



ANEXO 8

Tampées para eletroforese de DNA.

Tampio TAE 50 X:
Tampao utilizado no preparo do gel € no sistema de eletrotorese.
Tris 2M; Acido Acético Glacial; EDTA 0,5M

TBE 10 X:

Tampao utilizado no preparo do gel e no sistema de eletroforese.

Tris 0,89M; acido borico 55g EDTA  0,5M
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ANEXO 9

Tampio de reacio - A tabela abaixo resume seu preparo e a estocagem dos

principais reagentes. Os volumes apresentados sdo sufucientes para 20 amostras.

Tabela : Condicdes de estocagem e volumes utilizados no preparo do
tampao de reacio

20

Apo6s o preparo, a mistura A ¢ rapidamente homogeneizada em Vortex e
centrifugada a 12000rpm por 2 minutos.

* £ importante verificar a sua concentra¢do antes do uso
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ANEXO 10

Reacido de PCR

As solugdes de reagio para cada um dos primers utilizados, foi

preparada como indicado nas tabelas abaixo.

Tamp@o basico para dilui¢io das amostras

Vohume final

Preparc do tampio de reagfio. Volume suficiente para a diluiciio de 15

amostras de DNA

= 300}11 S |

(*) MgCL 10mM; 15mM ou 20mM



