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RESUMO

A proposta do presente estudo foi investigar o perfil genético de trés linhagens isogénicas de
camundongos Mus musculus (BALB/c, DBA/2 e C57BL/6) criados e mantidos em dois
biotérios (A e B) da cidade de Manaus, utilizando marcadores microssatélites disponiveis em
bancos de dados, para as linhagens em questédo. De 23 locos testados, 10 foram utilizados:
D1Mitl7, D3Mit49, D3Mit86, D5Mit79, D6Mit201, D8Mit4, DIMit26, D10Mit233,
D11Mit41l e DXMit95. Observaram-se individuos heterozigotos para cinco locos (D1Mitl7,
D5Mit79, D8Mit4, D11Mit41, DXMit95), e em dois locos detectou-se alelos de tamanhos néo
correspondentes ao esperado (D3Mit49 e D3Mit86), em pelo menos uma das linhagens
avaliadas. Apesar de ndo se esperar polimorfismo para as linhagens analisadas, os valores de
heterozigosidade média variaram de 0,05 (linhagem BALB/c da Instituicdo B) a 0,166
(linhagem BALB/c da Instituicdo A). Portanto, a presenca de heterozigotos e novos alelos em
todas as linhagens estudadas demonstram que ha variabilidade genética nestas linhagens. Tais
polimorfismos podem ter se originado pela ocorréncia de cruzamentos acidentais, mutaces,
heterozigosidade residual ou recombinacfes meidticas, resultando em diversidade genética
nas linhagens. Com base nestes resultados, registra-se que, apesar de terem sido adquiridos
como animais isogénicos, as colbnias descendentes dos mesmos e mantidas nos Biotérios ndo
estdo imunes a processos de contaminacdo genética ao longo do tempo, evidenciando a
importancia do monitoramento genético continuo das colénias mantidas nos Biotérios.

Palavras — chave: monitoramento genético, microssatélites, linhagens isogénicas,
mutacoes.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the genetic profile of three strains of mice Mus
musculus (BALB/c, DBA/2 and C57BL/6) created and maintained in two animal facilities (A
and B) from Manaus, using microsatellite markers available in databases, for the strains in
question. Of 23 loci tested, 10 were used: D1Mitl7, D3Mit49, D3Mit86, D5Mit79,
D6Mit201, D8Mit4, DIMit26, D10Mit233, D11Mit4l and DXMit95. It was observed
animals with heterozygosity to five loci (D1Mitl7, D5Mit79, D8Mit4, D11Mit41l, DXMit95)
and to two loci were detected alleles not corresponding to the expected sizes (D3Mit49 and
D3Mit86), in at least one of the tested strains. Although not expect polymorphism to the
strains analyzed, the values of average of the heterozygosity values ranged from 0.05 (strain
BALB/c from Institution B) to 0.166 (strain BALB/c from Institution A). Therefore, the
presence of heterozygous and new alleles in all searched strains demonstrates that there is
genetic variability in these strains. Such polymorphisms may have originated by the
accidental cross-overs, mutations, residual heterozygosity or meiotic recombination, resulting
in genetic diversity within strains. Based on these results, it is recorded that, despite having
been acquired as isogenic animals, the descendants of these colonies kept in animal facilities
aren’t immune to processes of genetic contamination over time, highlighting the importance
of continued genetic monitoring of colonies maintained in animal facilities.

Keywords: genetic monitoring, microsatellites, isogenic strains, mutations.
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3. INTRODUCAO

3.1 Ciéncia de animais de laborat6rio

O desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia referente as areas biomédicas é
baseado em dados obtidos por meio do uso de animais de laboratorio. Estes sdo muito
utilizados como modelo animal de doenga, para a realizacdo de testes farmacoldgicos,
toxicologicos e na compreensdo de patologias que acometem 0s seres humanos e animais
(Festing, 1975; Allen e Cowley, 2003; Aitman et al., 2008; Benton et al., 2011; Blake et al.,
2011; Sperling, 2011). Os ratos (Rattus norvegivus) e camundongos (Mus musculus) sdo 0s
modelos animais mais utilizados para esses estudos. Isso ocorre devido ao fato de serem
animais de pequeno porte, tornando a sua criagdo e manutencdo mais econdmica; de
possuirem uma alta taxa reprodutiva e um curto periodo de vida, o que permite estudar
processos de doencas em muitos individuos e em todas as fases do seu ciclo vital. Além disso,
a genética desses animais é bastante conhecida e seu cddigo genético demonstra grande
semelhanca com o humano (Rivas, 2008; Feijo et al., 2010).

Nos ultimos anos, os cientistas tém desenvolvido animais de laboratério como moldes para
indmeras enfermidades que acometem aos humanos e animais (Silva Neto et al., 2005;
Chorilli et al., 2007). Dessa forma, tornou-se necessaria a criacdo de uma area, que fosse
pluridisciplinar, para desenvolver e padronizar os animais modelo para pesquisa, que €
conhecida como “Ciéncia de Animais de Laboratorio”, tendo como um dos principais
objetivos a producdo de linhagens rigidamente padronizadas (Passos, 1997). Isto somente foi
possivel devido a boa adaptacdo de ratos e camundongos a acasalamentos consanguineos
(Rivas, 2008), permitindo a criacdo de um grande namero de linhagens diferentes. Desta
forma, € necessario conhecer as caracteristicas genéticas de cada uma destas linhagens pra
escolher qual o modelo mais adequado para a pesquisa a ser realizada. Quanto a estrutura
genética, os animais de laboratdrio sdo basicamente divididos entre linhagens heterogénicas e
linhagens isogénicas (Guénet e Benavides, 2009). As linhagens heterogénicas consistem de
populacbes que possuem elevada variabilidade genética, e assim, sdo muito Uteis em
pesquisas nas quais 0 genotipo heterogénico seja importante, como acontece nas populacfes
de seres humanos. Por outro lado, as linhagens isogénicas compdem o grupo dos organismos

cujas caracteristicas genéticas devem ser padronizadas para utilizacdo em pesquisas.
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3.2 Linhagens isogénicas

Os roedores isogénicos consistem em linhagens de populagdes geneticamente
uniformes, onde cada populacao representa somente uma amostra entre varias formas alélicas
que existem nas espécies (Guénet e Benavides, 2009). Segundo Santos (2002) estas linhagens
sdo obtidas por meio de protocolos especificos de reproducdo, sendo os endocruzamentos -
acasalamentos entre individuos que possuem ancestrais comuns, ou seja, individuos
aparentados — a primeira etapa no estabelecimento destes modelos. Assim sendo, 0s
acasalamentos ininterruptos e sistematicos, entre irmdos e irmas por mais de 20 geracdes,
produzirdo os atributos especificos de determinada linhagem isogénica (Caballero et al.,
1991). Esses critérios teoricamente asseguram um nivel minimo de isogenia de 98,6%,
apresentando uma variacdo genética menor que 2% na 20° geracdo tecnicamente designada
como “heterozigosidade residual” (Casellas, 2011). As principais caracteristicas das linhagens
isogénicas sdo: isogenicidade em individuos da mesma linhagem, homozigosidade,
uniformidade fenotipica e estabilidade genética em longo prazo (Beck et al., 2000). Segundo
0 banco de dados internacionais para camundongos de laboratorio “Mouse Genome
Informatics” (MGI), existem aproximadamente 478 linhagens isogénicas de camundongos e
234 de ratos (www.informatics.jax.org/, 2012). Este nimero aumenta, e muito, se contarmos
com as inimeras linhagens de camundongos e ratos transgénicos e knockouts estabelecidas

nos Ultimos tempos (Bressan, 2008; Tanaka et al., 2010)

3.3 Surgimento das linhagens

As linhagens isogénicas surgiram a partir de linhagens heterogénicas, em 1909,
quando o pesquisador Clarence Cook Little iniciou a producédo de linhagem geneticamente
pura a partir de um casal portador de mutacBGes recessivas para genes responsaveis pela
heranca da cor da pelagem (Chorilli et al., 2007). Dessa forma, nasceu a primeira linhagem
consanguinea ou inbred, DBA (Dilute Brown Non-Agouti), obtida por acasalamentos entre
irmdos por 20 ou mais geracOes consecutivas (Guénet e Benavides, 2009). Dessa mesma
forma, foram obtidos diversos outros tipos de linhagens que acabavam resultando em

caracteristicas fenotipicas diferenciais para cada linhagem.
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3.4 Producdo de linhagens isogénicas

O processo de producdo de linhagens isogénicas para fornecimento comeca pelo
estabelecimento de trés principais colbnias: a primeira € a coldnia de fundacdo que consiste
em um pequeno ndmero de casais que remontam a um ancestral em comum (Santos, 2002).
Esta colbnia tem a funcdo de produzir matrizes e de autoperpetuar-se, possibilitando sua
propria manutencdo (Chorilli et al., 2007). A segunda coldnia (expansao) consiste somente de
animais consanguineos, a qual, sempre por acasalamentos monogamicos, possui a fungédo de
ampliar a producédo da colénia de fundacéo e gerar a proxima coldnia, chamada de coldnia de
producdo. Esta, por sua vez tem o objetivo de atender a demanda de pesquisa, e 0sS
acasalamentos sdo realizados ao acaso, pois neste caso, 0s individuos ja devem ter alcancado

seu nivel de isogenicidade.

3.5  Importancia das linhagens

A histéria de linhagens isogénicas, por principio era estritamente ligada ao
desenvolvimento de pesquisas com cancer e imunologia (Haldane, 1933; Strong, 1942;
Mekada et al., 2009). Porém, com o passar do tempo elas comecaram a ser desenvolvidas e
apresentadas por pesquisadores para estudos de diferentes tipos de doencas, disfuncdes e
malformacdes (Silva Neto et al., 2005; Chorilli et al., 2007). A maioria dos experimentos que
adota linhagens isogénicas consiste em pesquisas que envolvem fatores genéticos,
farmacoldgicos, fisiologicos, e principalmente imunologicos (Williams et al., 1971; Passos,
1997; Silva, 2006; Souza, 2007), e mesmo aquelas que usam roedores transgénicos,
necessitam da existéncia de linhagens isogénicas para sua producdo (Galli-Taliadoros et al.,
1995; Ferreira et al., 2005). Portanto, cada linhagem € uma ferramenta importante para o
pesquisador, onde j& se conhece as caracteristicas biolégicas e predisposicdes de cada uma
(Festing, 1979).

Além de servirem como modelos especificos para doencas, uma das maiores
vantagens de trabalhar com linhagens isogénicas € sua uniformidade genética prolongada, o
que permite que 0s experimentos realizados com esses mesmos materiais possam ser
reproduzidos de forma independente de tempo e espago (Silver, 1995). Os camundongos que
pertencem a mesma linhagem sdo homogéneos em cada loco gendmico (Benton et al., 2011).

Portanto, com esses animais hd a possibilidade da eliminacdo da variabilidade de origem
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genética dos bioensaios (Godard e Guénet, 1999), reduzindo a complexidade gendmica e
logo, os pesquisadores podem investigar em uma genética definida. Além disso, o tipo de
respostas experimentais obtidas pode variar em animais de diferentes linhagens,
principalmente quando se trata de sistema imune (Williams et al., 1971; Head e Billingham,
1985; Benton et al., 2011). Portanto, o conhecimento do patriménio genético é fundamental

para pesquisas bem fundamentadas que utilizam animais isogénicos.

3.6  Problemas de contaminacéo das linhagens

Experimentos com camundongos inbred sdo frequentemente reproduzidos em
laboratérios diferentes. Isso exige que 0s animais sejam geneticamente idénticos e que haja
harmonizacdo dos procedimentos operacionais (Demers et al., 2006), do ponto de vista
genético, ambiental e sanitario. Portanto, supondo que o ambiente e o saneamento dos animais
estdo rigidamente controlados, qualquer tipo de variacdo sera proveniente do perfil genético
nos animais (De Jesus et al., 2011). Essa possibilidade de desvios do perfil genético encontra-
se presente quando acontecem mutagdes nos animais, gerando uma deriva genética na
linhagem isogénica; na presenca em excesso de heterozigosidade residual, ou até mesmo por
imprudéncias por parte do pesquisador (Massironi et al., 2006), resultando em acasalamentos
acidentais entre diferentes linhagens. Estes eventos, se ndo forem caracterizados e
monitorados frequentemente podem levar a perda das caracteristicas originais para as quais as
linhagens foram produzidas (Benavides et al., 2001; Nitzki et al., 2007, Massironi, 2009).
Desta forma, enquanto a deriva genética € um evento natural e de dificil controle, as
contaminacgdes decorrentes de falha humana poderdo ser evitadas por meio de programas de

monitoramento genético das colénias.

3.7  Metodologias usadas para programas de monitoramento genético das linhagens

Diante a possibilidade de contaminacgdes, ha necessidade de um controle genético
sobre a pureza das linhagens, ou seja, de um conjunto de técnicas que nos permita verificar se
0s animais utilizados ainda conservam as caracteristicas genéticas originais das linhagens as
quais pertencem, ou que ndo tenham sofrido nenhuma troca ou contaminagdo geneética de
outras linhagens via cruzamentos acidentais (Benavides et al., 2001; Guénet e Benavides,
2009; Massironi, 2009). Para isso, existem varias metodologias, que vao desde a andlise

fenotipica até as moleculares. Um dos primeiros métodos utilizados para investigar a presenca
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de contaminagdes genéticas nas linhagens se deu por meio de testes de acasalamentos, onde
individuos de diferentes linhagens sdo cruzados e analisados observando se os descendentes
possuem a coloracdo esperada para cada cruzamento. Para tanto, jA sdo mapeados todos 0s
genes que participam da coloracdo de pelagem das principais linhagens. No entanto, este
procedimento acabou-se tornando ultrapassado, devido ao surgimento de técnicas mais
confidveis, informativas e praticas a respeito da presenca de contaminagdes. Depois da fase de
investigacGes realizadas por meio de analises indiretas do gendtipo dos animais, 0S
monitoramentos comecaram a ser realizados utilizando-se marcadores bioquimicos ou
imunolégicos, onde o controle genético era frequentemente realizado até cerca de trés décadas
atrds (Hendersen, 1966; DeLorenzo e Ruddle, 1969; Weigert e Riblet, 1978).

No entanto, dois grandes inconvenientes apareceram para estes marcadores: em
primeiro lugar, ha um ndmero limitado deles; e em segundo, estes marcadores apresentam
niveis muito baixos de polimorfismo (Silver, 1995) tornando-os insuficientes para detec¢éo de
contaminacgdes genéticas em linhagens isogénicas (Benavides et al., 2001). Além disto, as
técnicas para uso destes marcadores sdo muito laboriosas e demoradas e algumas necessitam

que os animais sejam submetidos a eutanasia para coleta das amostras (Bender et al., 1984).

Com o sequenciamento do genoma de Rattus norvegicus (rato) (Aitman et al., 2008) e
de Mus musculus (camundongo) (Yoshiki e Moriwaki, 2006) os estudos genéticos se
tornaram mais viaveis (Petersen et al., 2005; Blake et al., 2011). Assim, os métodos de
controle genético utilizando marcadores moleculares vém se ampliando com o intuito de
fornecer, em curto prazo, grande nimero de informacGes genéticas sobre as linhagens. As
técnicas moleculares que tem apresentado melhores resultados na diferenciacdo de linhagens
sdo aquelas que usam marcadores microssatélites com sequéncias especificas (Benavides et
al., 2001; Tolwani et al., 2002; Bryda e Riley, 2008).

Marcadores microssatélites (também denominados SSLPs - Simple Sequence Length
Polymorphisms; ou SSRs - Simple Sequence Repeats; ou STRs - Short Tandem Repeats) sdo
regidbes do DNA contendo di-, tri- ou até hexanucleotideos repetidos que sé@o encontrados
aleatoriamente e abundantemente no genoma (Stallings et al., 1991). O numero dessas
repeticBes é altamente polimérfico entre diferentes linhagens de camundongos, 0 que permite
a utilizacdo de marcadores microssatélites para a distincdo de fragmentos de DNA derivados

de linhagens diferentes (Mashimo et al., 2006). Possibilita também o estudo de uma ampla
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variedade de enfermidades pela identificacdo no cromossomo de regides envolvidas com
doencas como diabetes, hipertensdo, plasmocitomas, esclerose multipla, cancer e outras
desordens genéticas (Passos, 1997; Li et al., 2002).

Segundo Roder e colaboradores (1995), os marcadores microssatélites sdo muito
importantes para mapeamento genético de espécies com baixo polimorfismo intra-especifico,
como a maioria das espécies endogamicas. Assim, além da utilizagdo no monitoramento de
linhagens, também tém sido utilizados na identificacdo de genes e a sua associacdo com as
outras espécies (Benavides et al., 2000; Bryda e Riley, 2008). Os locos microssatélites podem
ser amplificados por reacbes de PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando-se primers que
flanqueiam as regides repetitivas. Desta forma, permitem a identificagéo e diferenciacdo entre
os individuos/linhagens com base no polimorfismo de tamanho de fragmento resultante da
PCR de cada loco microssatélite. Ou seja, é possivel determinar os gendtipos por analise em

gel de agarose dos fragmentos obtidos (Massironi, 2009).

Assim, os marcadores microssatélites vem sendo apontados como uma das classes de
marcadores genéticos mais informativos para testes genéticos de animais de laboratorio
devido ao alto nivel de polimorfismo apresentado, seus abundantes locos, praticidade e

estabilidade na heranga mendeliana codominante (Shang et al., 2009).

A literatura registra varios marcadores microssatélites disponiveis para estudos com
linhagens de camundongos e ratos. Segundo o banco de dados de microssatélites do Japdo
MMDBJ - Mouse Microsatellite Database of Japan (disponivel em www.shigen.nig.ac.jp),
cerca de 7.000 marcadores microssatélites ja foram identificados e caracterizados para as
linhagens de camundongos, enquanto que 48 linhagens de ratos tém sido caracterizadas com
cerca de 5.000 SSLP (Bryda e Riley, 2008).

3.8  Biotérios e linhagens estudadas

Segundo a Resolucdo Normativa N° 3, de 14 de dezembro de 2011, do CONCEA
(Conselho  Nacional de Controle de Experimentagdo Animal), disponivel em
www.usjt.br/prppg/ceua/pdf/resolucao_normativa_n3_14 dezembro_2011.pdf; Biotérios sdo
locais onde sdo criados ou mantidos animais para serem usados em ensino ou pesquisa

cientifica, que possua controle das condi¢cbes ambientais nutricionais ou sanitarias.
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Portanto, para o estudo e a implantacéo de técnicas de controles genéticos em animais
utilizados em pesquisas que envolvam esta &rea, é necessario que haja a presenca de
instalacBes destinadas a produzir e manter animais de laboratorio, que atendam as exigéncias
fisioldgicas dos animais que ali sdo criados ou mantidos, proporcionando-lhes bem-estar e
salde para que possam se desenvolver e reproduzir, bem como responder satisfatoriamente
aos testes em que forem utilizados (Laboratério de Controle Sanitario Animal - LCSA, 2010).
Desta forma, os Biotérios, possuem papel fundamental no fornecimento e desenvolvimento de
modelos animais para pesquisas orientadas a saude publica. Cabe a eles a disponibilizacdo de
animais dentro de padrdes genéticos e sanitarios, de forma a evitar variagdes de resultados que

comprometam as investigacoes.

Segundo Politi e colaboradores (2008), os primeiros artigos indicando a necessidade
de uma padronizacdo das condicdes do Bioterismo no Brasil sdo da década de 1940, e foram
realizados por José Ribeiro do Valle e José Leal Prado. Entretanto, conforme registrado em
publicacdo internacional trés décadas depois, as condi¢cdes dos biotérios brasileiros eram
ainda péssimas e comprometiam tanto a qualidade dos animais utilizados na pesquisa
cientifica nacional, como principalmente os resultados experimentais obtidos, uma vez que
era evidente a impossibilidade de reprodutibilidade experimental (Rosekranz et al., 1978). Tal
problematica repercutiu no planejamento de atividades relacionadas a Biotérios, tendo o
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), a Academia Brasileira de Ciéncias
(ABC) e a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP, 2007) como 06rgaos centrais nas
primeiras discussbes. Estes adotaram parametros de certificacdo internacional para
implantacdo nos Biotérios nacionais a fim de consolidar centros de Bioterismo no pais
(Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos - CGEE, 2003).

Os Biotérios selecionados para os estudos de caracterizacdo genética deste projeto
(sob aprovacdo dos Comités de Etica n° 112/2012 e n° 071/2012) pertencem a duas
instituicdes (A e B) na cidade de Manaus, as quais mantém animais do tipo convencional
como ratos (Rattus norvegicus) das linhagens Lewis e Wistar, camundongos (Mus musculus)
das linhagens DBA/2, C57BL/6, BALB/c e Swiss; e hamster (Mesocricetus auratus) sirio. O
projeto foi proposto no intuito de estudar as linhagens de camundongos destes Biotérios, as
quais sdo muito utilizadas em pesquisas cientificas que requerem a originalidade das

caracteristicas genéticas presumidas.
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Apesar de estarem em andamento os procedimentos padrfes para o sistema de
cruzamento dessas linhagens em ambos os Biotérios e ndo haver registros de acontecimentos
que apontem a presenca de animais contaminados, esse trabalho se prop6s a investigar a
condicdo genética dos animais, a fim de testar se sua integridade genética tem sido preservada
ao longo do tempo de manutengdo dos mesmos. Portanto, com a disponibilidade de
marcadores moleculares especificos e frente & necessidade de pesquisas sobre o controle
genético das linhagens isogénicas em Biotérios, este trabalho empregou marcadores
microssatélites para investigar a isogenia de linhagens de camundongos mantidas em dois

Biotérios da cidade de Manaus-AM.
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4, HIPOTESES

HO — As linhagens de camundongos Mus musculus mantidas em dois Biotérios da

cidade de Manaus permanecem isogénicas.

H1 — As linhagens de camundongos Mus musculus mantidas em dois Biotérios da

cidade de Manaus ndo permanecem isogénicas.
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S. OBJETIVOS

5.1 Geral

Investigar a isogenia de linhagens de camundongos Mus musculus mantidas em dois
Biotérios de pesquisa da cidade de Manaus, Amazonas, por meio de marcadores

microssatélites.

5.2 Especificos
Otimizar a amplificagdo de locos microssatélites em trés linhagens de camundongos
(BALB/c, C57BL/6 e DBA/2).

Confirmar, utilizando o método da PCR cléssica, a isogenia das linhagens alojadas nos
Biotérios pesquisados.

Realizar testes de acasalamentos programados com o intuito de induzir contaminagdes
genéticas entre individuos de diferentes linhagens e analisar geneticamente as geracdes

Parental e F1.
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6. MATERIAL E METODOS
6.1 Comité de Etica

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais (CEUA), sob o nlimero 071/2012 e também pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA), sob o numero 112/2012, das duas Institui¢cbes do estudo.
De posse destas aprovagoes, dias 25.04.2013 e 11.06.2013, respectivamente, 0s animais foram

liberados pelos Biotérios, cerca de um més depois, para execucao do projeto.
6.2 Animais experimentais

Um total de trés linhagens de camundongos Mus musculus, oriundos de dois Biotérios
(A e B) pertencentes a instituicbes de pesquisa localizadas na cidade de Manaus — AM

(Tabela 1) foram utilizadas nos experimentos.

Tabela 1: Linhagens de camundongos Mus musculus utilizadas nesta pesquisa
oriundas dos Biotérios A e B da cidade de Manaus - AM.

. N° individuos o Ano de obtencéo
Linhagem . Biotério o
analisados pelo Biotério
6 A 2010
BALB/c
6 B 2012
C57BL/6 6 A 2008
DBA/2 6 A 2010

Trés linhagens de camundongos Mus musculus (BALB/c, C57BL/6, DBA/2 —
isogénicas) oriundas do Biotério A, tem se mantido desde os anos de 2008 (linhagem
C57BL/6) e 2010 (linhagens BALB/c e DBA/2). Estas foram adquiridas inicialmente por
Biotérios brasileiros localizados em Minas Gerais, S8 Paulo e Rio de Janeiro,
respectivamente e repassadas aos Biotérios em Manaus (Moroni, F. T., comunicacao pessoal).
A linhagem BALB/c do Biotério B foi adquirida em 2012 diretamente de empresa produtora
de linhagens isogénicas, porém, os animais foram adquiridos ainda antes da 20% geracdo que

leva a isogenia pelo biotério, assim como a coleta para o presente estudo. Foram selecionados
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por amostragem aleatdria, para os procedimentos, seis individuos de cada linhagem citada,
provenientes da col6nia de producéo.

Nos Biotérios, essas linhagens sdo mantidas por acasalamentos entre irmdos sob
condicdes de barreiras fisicas e vem sendo utilizadas por pesquisadores internos e externos as
instituicdes. Todos os experimentos realizados nesses animais foram conduzidos de acordo
com os principios éticos na experimentacdo animal estabelecido pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

6.3 Fontes de DNA

Os seis camundongos de cada linhagem selecionados aleatoriamente foram
anestesiados com xilazina (50 mg/Kg) associada a cetamina 50 mg/kg (Rogero et al., 2010).
A partir do momento em que os animais perdiam o reflexo em resposta a estimulos de dor, foi
realizada a coleta da ponta da cauda destes animais, com laminas de bisturis estéreis.
Aproximadamente 1,0 cm de cauda foi utilizada como fonte de material para a extracdo do

DNA gendmico individual.
6.4 Extracdo de DNA

Para realizar a extracdo do DNA individual das amostras de cada linhagem utilizou-se
o0 protocolo de controle de qualidade genética de camundongos consanguineos, otimizado a
partir do método com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (Wolff e Gemmill, 1997), e

fornecido por Fernando Benavides / Universidade do Estado do Texas (informacéo pessoal).

As amostras das caudas foram colocadas individualmente em 400 puL de tampéo de
lise (50mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100mM NacCl), 40 pL de SDS 10% e 20 pL da
solucdo de proteinase K (10 mg.mL™). As amostras foram misturadas por inversio manual e a
mistura incubada overnight a 37 °C em banho termostatizado. Um volume de 400 pL da
solucéo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) foi adicionado em cada microtubo,
0s quais foram misturados por inversdo manual durante trés minutos, e entdo submetidos a
centrifugacdo durante 15 minutos a 4.000 rpm em 4 °C. Apo0s a centrifugacdo, recuperou-se a
fase superior da solucdo presente transferindo para novo tubo, enquanto que a fase inferior foi

descartada. Foi adicionado 1 V de cloroférmio e a solugdo foi homogeneizada manualmente
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por 3 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos, 4.000 rpm, 4
°C. A fase superior foi recuperada. Foi acrescentado em cada tubo 2 V de etanol absoluto e
1/10 do volume de NaCl 3M. Na sequéncia, a solucdo foi centrifugada por 30 minutos a
12.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi descartado por inverséao e o pellet lavado com 1 mL de
etanol 70%, seguido de centrifugagdo por 30 minutos a 12.000 rpm, 4 °C. O etanol foi
retirado por inversdo, e 0os microtubos foram invertidos e colocados sobre papel absorvente
por 30 minutos, a temperatura ambiente, para secar o DNA precipitado. Os pellets resultantes
das amostras de DNA das linhagens foram ressuspensos em 500 pL de agua destilada estéril e

as solucgdes foram armazenadas a -20 °C até o uso.

6.5 Analise das amostras de DNA

A estimativa da concentragdo do DNA extraido foi determinada mediante
quantificacdo por espectrofotometria a 260nm em Nanodrop 2000 e a integridade do DNA foi

avaliada em gel de agarose 0,8%, corado com gelRed (Biotium).

6.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

6.6.1 Selecdo dos primers

Foram escolhidos vinte e trés locos microssatélites, a fim de confirmar
molecularmente a isogenia das linhagens (Tabela 2), baseando-se na cobertura ampla do
genoma, no grau de polimorfismo estimado, nos locos usados por Passos (1997); Benavides et
al.(2000, 2001); Tolwani et al. (2002); Nitzki et al. (2007); Guénet e Benavides (2009); De
Jesus et al. (2011) e nas informag6es do Banco de dados “Mouse Genome Informatics (MGI)”
disponiveis no site http://www.informatics.jax.org, de onde foram adquiridas as sequéncias
dos primers. Ensaios preliminares de otimizacdo de amplificacdo dos locos por PCR
selecionaram 10 locos que para as linhagens de camundongos analisadas estdo distribuidos
nos cromossomos 1, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11 e X. Esses marcadores apresentam sequéncias de
nucleotideos definidas e produtos de amplificagcdo com diferentes tamanhos de fragmentos
(Tabela 3).
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Tabela 2: Locos microssatelites escolhidos para amplificacdo de DNA de Mus musculus e
sequéncia dos primers correspondentes.

Localizagéo do loco N .
Loco o Sequéncia do Primer
(N° do cromossomo)
. GTGTCTGCCTTTGCACCTTT
D1Mitl7 1 CTGCTGTCTTTCCATCCACA
or 1 AGAATCTGACTTACCCATGGT
P GAGGGAGAAGAATTATGTCTG
- ) TCAGCATGTGGATGAATACACA
AACTTTTTAAAAACTACGAGCGTG
D3IMitEE 3 TGCTCAACATAAAATGTCTGGC
AAGCACAGAAACATCTCTCACG
. CTTTTCTCGCCCCACTTTC
D3Mit49 3 TCCTTTTAGTTTTTGATCCTCTGG
DML A AGGAATACTGAATGTGGACTTTCC
! TCCCTTGATTAACAGAAGACCTG
A— c ATGCTAAAAAAAAGGCTAAGTTCA
! CAGTAAATAGCAGGTGTTCATGG
. TGCTTCCTCTCTGCTGTAAGC
D6Mit201 6 AACTAAGGCCAGTACTGAAAAGTACA
Naf . CTCCACATGTGTATGTGTATG
919 ATGGAGGCCGAAGAAAGAATC
. CCAACTCATCCCCAAAGGTA
D8Mit4 8 GTATGTTCAAGGCTGGGCAT
: ATTGCATAACACCCCCACAT
DIMit26 9 CAGTGCTTAACTGCTCAAATGC
: GTGCTTTATATTGGAGATCATCACA
D10Mit233 10 GTCCCGAATTTCACATACATAGC
. CTGCTAAAGTGGGGTTAAATGC
D11Mit4l A1 CGACTGAGCAAGTTGTATTTCTG
gy 12 ACATGGTAATTTATGGGCAA
9 CTGGATACCTGCAATAGTAGA
ah 12 TATGAAGATGTGGTTAAACTG
9 GGTCATACACATCTGCTAATC
: TCAGGCTCATCCCAGATACC
D13Mit3 13 TTTTGCAGAGAACACACACC
Plau 1 TGCTGGCTAGGAATAAACAGA
AGGGAATTCATGTTCAGGATA
) TGGACAACCATTTTGGACAA
D15Mit34 15 CTTTCTGTCAGGCATCACCA
) CGGGGATCATCCCTAAAAAC
D16Mit5 16 TCCCCAATTCCTCTTGTGTC
. CCAGAAGACAGCATTCCACA
D17Mit16 17 GTATGTCAGGGCTAGTTGACAGG
. GGGAGCCGAATTAACACAAA
D18Mit110 18 AACCAAAAACCTTCAAGATAAACA
) CACCCACATACCTTGATT
D19Mit119 19 CTCTCTTTATCTCTCCTCTCTCT
) CTGTCAATCTAATTCTCTATGTCTGTG
DXMit95 X CTTTCCTGGGTGGCAGTG

Fonte: Rat Genome Database (RGD) e Mouse Genome Informatics (MGI) nos sites
http://rgd.mcw.edu e http://www.informatics.jax.org
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Tabela 3: Tamanho estimado dos produtos da PCR dos locos microssatélites
para as linhagens avaliadas.

Locos Linhagens

Balb/c C57Black DBA

D1Mit17 176 pb 170 pb 174 pb
Crp | = 95pb | -

D2Mit75 106 pb 112 pb 16 pb
D3Mit49 148 pb 128 pb 148 pb
D3Mit86 162 pb 154 pb 146 pb
D4Mitl5 329 pb 279 pb 279 pb
D5Mit79 136 pb 106 pb 144 pb
D6Mit201 116 pb 148 pb 106 pb
Ngfg 140 pb 145 pb 157 pb
D8Mit4 200 pb 157 pb 195 pb
DIMit26 224 pb 218 pb 230 pb
D10Mit233 110 pb 130 pb 108 pb
D11Mit41 178 pb 136 pb 166 pb
Igh-V 165 pb 195 pb 162 pb
lgh | e e e
D13Mit3 188 pb 159 pb 196 pb
Plau 190 pb 182 pb 201 pb
D15Mit34 192 pb 148 pb 178 pb
D16Mit5 132 pb 156 pb 132 pb
D17Mit16 106 pb 118 pb 106 pb
D18Mit110 133 pb 149 pb 153 pb
D19Mit119 283 pb 265 pb 276 pb
DXMit95 151 pb 151 pb 137 pb

Fonte: Rat Genome Database (RGD) e Mouse Genome Informatics (MGI) nos sites
http://rgd.mcw.edu e http://www.informatics.jax.org.

6.6.2 Amplificacdo das amostras de DNA por PCR

Para a otimizacdo da amplificacdo dos locos pela técnica PCR, foram consideradas as
seguintes condicdes de reacdo: 90 a 100ng da amostra de DNA, 1.5 mM de cloreto de
magnésio, 1X para o tampdo de reacdo da enzima (100mM de tampdo Tris-HCI pH 8.4,
500mM de KCI e 1% de Triton X-100), 0.25 mM de dNTPs, 0.2 pMol/uL de cada primer e
1.5U/uL da enzima Tag DNA polimerase e 4gua para completar um volume final de 25 pL.
Os tubos foram colocados no termociclador gradiente ESCO Swift MaxProe foram iniciados
os ciclos de amplificagdo das amostras. As condic¢des dos ciclos da PCR utilizadas foram de:

um ciclo de 94 °C por 4 minutos para desnaturacédo inicial seguido de 35 ciclos de 94 °C por
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45 segundos, 54 a 58 °C (dependendo do primer) por 45 segundos e 72°C por 30 segundos;
seguido por incubacdo final a 72 °C durante 7 minutos.

6.7 Eletroforese em gel de agarose

Depois de realizada a PCR, os produtos foram analisados em eletroforese em gel de
agarose a 4%, tampao TBE 1X pH 8,2 e corado com brometo de etidio, na presenca de
marcador de peso molecular de DNA Ladder de 50 pb e 100 pb (Fermentas, Life Sciences).
As corridas de eletroforese foram realizadas a 100V durante 4 horas e as bandas foram
visualizadas em com auxilio de transiluminador UV em fotodocumentador (Gimaco, Major
Science). Os pesos moleculares das amostras analisadas foram calculados de acordo com o
manual do aluno de biologia (disponivel em
http://depts.noctrl.edu/biology/resource/handbook.htm), onde se obteve uma estimativa da
quantidade de pares de base em comparacdo com a migracdo do marcador molecular de DNA
Ladder de 50 pb ou 100 pb. O perfil de bandas foi comparado aos tamanhos esperados
(Tabela 3).

6.8 Teste de acasalamento entre individuos de diferentes linhagens isogénicas

A fim de induzir contaminages genéticas foram realizados testes de acasalamentos
programados entre individuos (obtidos de gaiolas estoques) das linhagens de camundongos
BALB/c e C57BL/6 do Instituto A (Quadro 1), e analisadas as geracdes Parental e F1. Apos a
amplificacdo dos locos, comparou-se o padrdo de bandas apresentados para 0s parentais e sua
progénie F1 (hibridos). Os individuos também foram analisados quanto ao padrdo de
pigmentacdo da pelagem.
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Cruzamento 1 Cruzamento 2

0| Qx0T

Fémea A Macho A Fémea B Macho B
BALB/c C57BL/6 BAILB/c C57BL/6
Cruzamento 3 Cruzamento 4
Fémea C Mache C Fémea D Macho C
C57BL/6 BALB/c C57BL/6 BALB/c

Quadro 1: Cruzamentos induzidos entre camundongos Mus
musculus das linhagens BALB/c e C57BL/6 mantidos no
Biotério do Instituto A.

O mesmo macho foi utilizado nos cruzamentos 3 e 4. No cruzamento 3 ocorreu, de
forma inesperada, o aproveitamento do cio pds-parto, onde a fémea cruzou novamente logo

apos o parto de sua primeira ninhada, tornando-a prenha mesmo em periodo de lactacéo.

Os casais colocados para acasalamento foram observados diariamente até o
nascimento e desmame da progénie. Em seguida, foi realizada a coleta do material de todos os
animais do teste de acasalamento para a realizacdo da andlise genotipica, conforme os itens
6.2 a 6.7. Neste caso, foram utilizados os trés locos microssatélites que apresentaram melhor
amplificacdo durante a otimizacdo a fim de analisar os parentais e progénie: D1Mitl7,
D5Mit79 e D11Mit41.

6.9 Analises dos resultados

A genotipagem dos individuos de cada linhagem foi realizada por anélise direta do
padréo de bandas resultante dos géis para cada loco microssatélite. Os dados foram anotados

em planilhas Excell para confirmagdo ou ndo da isogenia de cada individuo por linhagem de
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origem assim como de possiveis contaminagdes. Ainda, foram estabelecidos os perfis dos

hibridos resultantes dos ensaios de cruzamentos.

7. RESULTADOS

O protocolo de extracdo de DNA apresentou boa qualidade e bom rendimento, sendo
que a quantidade média de DNA obtida das amostras individuais foi de 49,42 ng/uL, variando
de 29 a 93 ng/pL.

Dos 23 locos microssatélites testados para amplificacdo de DNA das linhagens de Mus
musculus, 10 foram escolhidos por apresentarem amplificacdo positiva e de boa qualidade
para todos os individuos das linhagens, a saber: locos D1Mit17, D3Mi49, D3Mit86, D5Mit79,
D6Mit201, D8Mi74, DIMIt26, D10Mit233, D11Mit4l e DXMIT95. Os outros locos foram
descartados da analise, pois ndo amplificaram em nenhum individuo (locos Crp, D2Mit75,
Ngfg, Igh, D13Mit3, D15Mit34, D16Mit5, D17Mitl6, D18Mit110 e D19Mitl19) ou

amplificaram parcialmente as amostras (locos D4Mit15, Igh-V e Plau).

A genotipagem dos individuos de cada linhagem foi possivel e se registrou que em
todas as trés linhagens consideradas isogénicas foram encontrados locos heterozigotos e,

ainda, em duas observaram-se alelos com tamanho diferente do esperado.

Os resultados observados em cada linhagem serdo descritos a seguir.

7.1  Instituicdo A

7.1.1 Linhagem BALB/c

Para a linhagem BALB/c observaram-se individuos heterozigotos para trés locos
(Tabela 4).
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Tabela 4: Caracterizacdo dos locos microssatélites amplificados nos individuos da linhagem

BALB/c de Mus musculus oriundos da Instituicdo A em Manaus, AM.

Looos | L1 | eperaco by~ | observado (pby: | Coisao Genétic
DiMitl7 1 176 176
D3Mit86 1 162 162 Monomorfico
D3Mit49 1 148 114
D5Mit79 2 136 136 e 147 Polimorfico
D6Mit201 1 116 116 Monomorfico
D8Mit4 2 200 200 e 219 Polimorfico
DIMIt26 1 224 224
Monomorfico
D10Mit233 1 110 110
D11Mit41 2 178 139e 178 Polimorfico
DXMit95 1 151 151 Monomorfico

*pb = pares de bases

Ndo foram observados polimorfismos para os locos microssatélites D1Mitl7,
D3Mit49, D3Mit86, D6Mit201, DIMIt26, D10Mit233 e DXMIt95, sendo todos os individuos

homozigotos. No entanto, para o loco microssatélite D3Mit49 foi encontrado alelo em

homozigose, porém, menor do que o tamanho esperado (Figura 1-A).
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0 = e e e

BALB/c - D3Mit49

E Tamanho esperado - 178 ph

200pb

1090 ALB/c - D1IMitd1

D

Figura 1: Perfil eletroforético dos produtos de PCR para os locos D3Mit49 (A), D5Mit79
(B), D8Mit4 (C) e D11Mit4l (D) da linhagem BALB/c de camundongos Mus musculus
oriundos da Instituicdo A, Manaus - AM, em gel de agarose 4% corado com brometo de
etidio. 1 a 6: individuos analisados; M1: marcador de peso molecular DNA Ladder de 50pb
(Fermentas); M2: marcador de peso molecular DNA Ladder de 100pb (Fermentas).

Registrou-se polimorfismo para os locos microssatélites D5Mit79, D8Mitd e
D11Mit41l (Figura 1 - B, C e D) no conjunto de amostras analisadas. Observaram-se
individuos homozigotos para estas regifes microssatélites, apresentando o tamanho molecular
esperado, mas também individuos heterozigotos, indicando a existéncia de alelos de diferentes
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tamanhos. No loco microssatélite D5SMit79 observaram-se alelos de diferentes tamanhos, o0s
quais apresentaram um alelo maior (de 147 pb) do que o esperado (de 136 pb), para trés
(50%) dos seis individuos analisados. Para o loco D8Mit4, cinco (83 %) dos seis individuos
foram genotipados como heterozigotos e para o0 loco D11Mit41 dois (33%) de seis individuos
também eram heterozigotos. Portanto, registrou-se a presenca de novos alelos e de

heterozigose para esta linhagem em mais de um loco microssatelite.

7.1.2 Linhagem C57BL/6

Para a linhagem C57BL/6 observou-se apenas um loco polimorfico (Tabela 5) sendo

0S outros oito monomorficos.

Tabela 5: Caracterizacdo dos locos microssatélites amplificados nos individuos da linhagem
C57BL/6 de Mus musculus oriundos da Instituicdo A em Manaus, AM.

oss | joge | Tamabodtes | Tarerneta? | oo
D1Mitl7 1 170 170

D3Mit86 1 154 154

D3Mit49 1 128 128

D5Mit79 1 106 106

D6Mit201 1 148 148 Monomaorfico
D8Mit4 1 157 157

DIMit26 1 218 218

D10Mit233 1 130 130

D11Mit41 1 136 136

DXMit95 2 151 174 e 151 Polimarfico

*pb = pares de base.
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Os locos microssatélites D1Mit17, D3Mit86, D3Mit49, D5Mit79, D6Mit201, D8Mit4,
DIMit26, D10Mit233 e D11Mit4l se apresentaram monomorficos e monoalélicos em todos

os individuos analisados desta linhagem. O loco DXMit95 resultou em gendtipos

heterozigotos para todos os individuos analisados (Figura 2).

Tamanho esperado— 151 pb .

—

C57BL/6— DXMit95

Figura 2: Perfil eletroforético dos produtos de PCR para o
loco DXMit95 da linhagem C57BL/6 de camundongos
Mus musculus oriundos da Instituicdo A, Manaus — AM
em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio. 1 a
6: individuos analisados; M1: marcador de peso molecular
DNA Ladder de 50 pb (Fermentas); M2: marcador de peso
molecular DNA Ladder de 100 pb (Fermentas).

35



7.1.3 Linhagem DBA/2

Assim como para a linhagem C57BL/6, a maioria dos locos microssatélites analisados
para a linhagem DBA/2 foram monomorficos. Somente o loco microssatélite DXMit95
apresentou polimorfismo sendo todos os individuos heterozigotos (Figura 3-B), enquanto que
para os outros locos, todos os individuos apresentaram gendtipo homozigoto (Tabela 6).
Dentre 0s gen6tipos homozigotos, o tamanho do alelo encontrado (168 pb) no loco D3Mit86
n&o correspondeu ao tamanho esperado (146 pb) para esta linhagem (Figura 3-A).

Tabela 6: Caracterizacdo dos locos microssatélites amplificados nos individuos da linhagem
DBA/2 de Mus musculus oriundos da Instituicdo A em Manaus, AM.

Looos | N | Taperaco 0y | observat (ooye | COnIGR0 Geneétic
D1Mitl7 1 174 174

D3Mit49 1 148 148

D3Mit86 1 146 168

D5Mit79 1 144 144

D6MIit201 1 106 106 Monomorfico
D8Mit4 1 195 195

DIMit26 1 230 230

D10Mit233 1 108 108

D11Mit4l 1 166 166

DXMIit95 2 137 160 e 137 Polimoérfico

*pb = pares de base.
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DBA/2- D3Mit86

Tamanho esperado - 146 pb

Figura 3: Perfil eletroforético dos produtos de PCR para os locos D3Mit86 (A) e DXMit95
(B) para a linhagem DBA/2 de camundongos Mus musculus oriundos da Instituicdo A,
Manaus - AM, em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio. 1 a 6: individuos
analisados; M1: marcador de peso molecular DNA Ladder de 50pb (Fermentas) M2:
marcador de peso molecular DNA Ladder de 100pb (Fermentas).

7.2  Instituicdo B

7.2.1 Linhagem BALB/c

Dentre os dez locos microssatélites analisados para os animais oriundos da Instituicao
B, nove (locos D3Mit86, D3Mit49, D5Mit79, D8Mit4, D10Mit233 e D11Mit4l) foram
monomorficos e homozigotos correspondendo ao perfil genético esperado para estes animais
(Tabela 7).
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Tabela 7: Caracterizacdo dos locos microssatélites amplificados nos individuos da linhagem

BALB/c de Mus musculus oriundos da Instituicdo B em Manaus, AM.

L 0cos N°de | Tamanho alélico | Tamanho alélico Condicio Genética
alelos | esperado (pb)* | encontrado (pb)*
D1Mitl7 2 176 176, 145 Polimorfico
D3Mit86 1 162 162
D3Mit49 1 148 148
D5Mit79 1 136 136
D6Mit201 1 116 116
D8Mit4 1 200 200 Monomorfico
DIMIt26 1 224 224
D10Mit233 1 110 110
D11Mit4l 1 178 178
DXMit95 1 151 151

*pb = pares de base.

Detectou-se também a presenca de polimorfismo para o microssatélite D1Mitl7 na

analise dos gendtipos dos animais. Apesar de ser observado individuos homozigotos com o

tamanho esperado para este loco (176pb), também foi verificado a presenca de trés individuos

heterozigotos, com os alelos 176pb e 145pb (Figura 4).
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Tamanho esperado — 176 pb

Figura 4: Perfil eletroforético dos produtos dePCR para o loco D1Mitl7 para a linhagem
BALB/c de camundongos Mus musculus oriundos da Instituicdo A, Manaus - AM, em gel de
agarose 4% corado com brometo de etidio. 1 a 6: individuos analisados; M1: marcador de
peso molecular DNA Ladder de 50pb (Fermentas) M2: marcador de peso molecular DNA
Ladder de 100pb (Fermentas).

Em geral, as trés linhagens analisadas (BALB/c; C57BL/6 e DBA/2) para as Instituicdes
A e B apresentaram polimorfismo (Tabela 8).
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Tabela 8: Perfil genético (M — monomorfico; P — polimdrfico)
observado nas linhagens de Mus musculus, oriundos da Instituicdo A e
B em Manaus-AM, por analise de locos microssatélites.

Instituicdo A Instituicéo B
Locos |Cromossomo

BALB/c|C57Black| DBA2 BALBI/c

D1Mit17 1 M M M P (50%)
D3Mit49 3 P(100%)| M M M
D3Mit86 3 M M P (100%) M
D5Mit79 5 P (50%) M M M
D6MIit201 6 M M M M
D8Mit4 8 P (83%) M M M
DIMit26 9 M M M M
D10Mit233 10 M M M M
D11Mit4l 11 P (33%) M M M
DXMit95 X M | P (100%) |P (100%) M

Em relacdo aos tamanhos relativos dos alelos, para os locos analisados, a linhagem
BALB/c do Instituto A, na anélise do loco microssatélite D3Mit49, e DBA/2 com o loco
D3Mit86, nao obtiveram resultados congruentes com os tamanhos padronizados para estas.
Pois, BALB/c do Biotério A deveria apresentar um tamanho molecular igual a linhagem
BALB/c do Biotério B; e DBA/2, deveria ter 0 menor tamanho entre as linhagens analisadas

para este loco.
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Tabela 9: Relacdo de tamanho dos alelos microssatéelites encontrados nas linhagens de Mus
musculus oriundas das Instituicdes A e B.

Marcador Ordem decrescente de tamanho alélico (peso molecular)
detectado nas linhagens
D1Mitl7 BALBI/c (A) = BALB/c (B) > DBA/2 (A) > C57BL/6 (A)
D3Mit49 BALB/c/ (B) = DBA/2 (A) > C57BL/6 (A) > BALB/c/ (A)*
D3Mit86 DBA/2 (A)** > BALB/c (A) = BALB/c (A) > C57BL/6 (A)
D5Mit79 DBA/2 (A) > BALB/c (A) = BALB/c (B) > C57BL/6 (A)
D6Mit201 C57BL/6 (A) > BALB/c (A) = BALB/c (A) > DBA/2 (A)
D8Mit4 BALB/c (A) = BALB/c (B) > DBA/2 (A) > C57BL/6 (A)
DIMit26 DBA/2 (A) > BALB/c (A) = BALB/c (B) > C57BL/6 (A)
D10Mit233 C57BL/6 (A) > BALB/c (A) = BALB/c (B) > DBA/2 (A)
D11Mit4l BALB/c (A) = BALB/c (B) > DBA/2 (A) > C57BL/6 (A)
DXMIit95 BALBI/c (A) = BALB/c (B) = C57BL/6 (A) > DBA/2 (A)

* Linhagem com alelo de tamanho menor que o esperado. ** Linhagem com
alelo maior do que o esperado.

7.3 Testes de acasalamento

Observou-se que todos os acasalamentos foram bem sucedidos. As estimativas de
duracéo de cada gestacdo dentre os grupos testados foi de 22 dias para o primeiro cruzamento;
18 dias para 0 segundo cruzamento; o terceiro cruzamento originou duas ninhadas sendo que
a primeira gestacao foi de 23 dias, enquanto que a segunda foi aproximadamente de 27 dias; e

0 quarto cruzamento possuiu 23 dias de duracdo de gestacdo.

7.3.1 Anadlise fenotipica

Os resultados fenotipicos obtidos na geracdo F1 para os testes de acasalamento entre
individuos da linhagem BALB/c com individuos da linhagem C57BL/6 do biotério A
(Cruzamentos 1, 2 e 4) resultaram em 17 filhotes, que possuiam a coloracdo agouti, como

esperado.
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Para o Cruzamento 3, gerou-se um total de cinco filhotes, sendo trés na primeira
ninhada os quais apresentaram coloragdo preta e dois filhotes agouti, da segunda ninhada,

oriundos do cruzamento pds-parto (Tabela 10, Figura 5).

Tabela 10: Analise fenotipica da coloracdo da pelagem da progénie F1 obtida a
partir dos testes de acasalamento propositais realizados entre as linhagens de Mus
musculus na Instituicdo A em Manaus — AM.

Coloracédo da pelagem
Cruzamentos

Esperada Observada
1 - C57BL/6 (macho) X BALB/c (fémea) Agouti Agouti (100%)
2 - C57BL/6 (macho) X BALB/c (fémea) Agouti Agouti (100%)

. . Preta (60%)

3 - BALB/ ho) X C57BL/6 (f Agout

¢ (macho) (fémea) gouti Agouti (40%)
4 - BALB/c (macho) X C57BL/6 (fémea) Agouti Agouti (100%)

: ,' Filhotes da
{ 1° ninhada

»7d . ~ TR & A o & RS

Figura 5: Filhotes irmdos de duas ninhadas de Mus musculus da Instituicdo A em Manaus-
AM oriundos de cruzamento duplo do casal 3 (Cruzamento 3) apresentando diferenca na
coloracédo de pelagem.

7.3.2 Analise genotipica

Os dados referentes aos testes genotipicos dos individuos utilizados nos testes de

acasalamento encontram-se apresentados nas tabelas a seguir:
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Tabela 11: Genotipagem dos camundongos Mus musculus utilizados no Cruzamento 1

realizado no Biotério da Instituicdo A em Manaus-AM.

Gendtipos dos individuos Cruzamento 1

Locos Alelo & Alelo @ . B
(C57BL/6) | (BALBIc) Geragao F1(n=9)
DiMitl7 170 pb 176 pb 100% heterozigotos
D5Mit79 5 heterozigotos
106 pb 136 pb 4 homozigotos (106 pb)
D11Mit4l 136 pb 178 pb 100% heterozigotos

n = ndmero de individuos da progénie

Tabela 12: Genotipagem dos camundongos Mus musculus utilizados no Cruzamento 2

realizado no Biotério da Instituicdo A em Manaus-AM.

Genotipos dos individuos Cruzamento 2

Locos Alelo & Alelo © N :
(C57BL/6) (BALB/c) Geragao F1 (n=4)
D1Mit17 170 pb 176 pb 100% heterozigotos
D5MIt79 106 pb 136 pb 2 heterozigotos
2 homozigotos (106 pb)
D11Mit4l 136 pb 136 pb* 100% homozigotos (136 pb)

*tamanho de alelo ndo esperado para este individuo, que deveria ser 178 pb; n = nimero de individuos

da progénie

Tabela 13: Genotipagem dos camundongos Mus musculus utilizados no Cruzamento 3

realizado no Biotério da Instituicdo A em Manaus-AM.

Genotipos dos individuos Cruzamento 3

L
0cos (g,lzll_Och) ( é;‘;lI;’SG) Geragdo F1 (n =5)
D1Mit17 176pb 170pb 3 hofn:(;:(;:izlsgzg; pb)
D5Mit79 136 pb 106 pb 4 ho:q::itgegjsig(itge pb)
D11Mit41 178 pb 136 pb 3 hoﬂifzgﬁ'sgggss pb)

n = ndmero de individuos da progénie
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Pode-se perceber que os trés individuos (primeira ninhada) que apresentaram uma
coloracdo divergente dos outros individuos da geracdo F1, ou seja, a coloracdo preta em vez
de agouti (Cruzamento 3), também apresentaram diferencas em relacdo a analise genotipica
para os trés locos analisados, apresentando somente uma banda correspondente ao alelo da
genitora (Figura 6). Os individuos da segunda ninhada, assim como o0s dos outros
cruzamentos (geracdo F1), em sua maioria, apresentaram perfil heterozigoto convenientes aos
alelos do pai e da mée para os microssatélites analisados, apesar da fémea usada para o
Cruzamento 2 apresentar tamanho de alelo diferente ao esperado para sua linhagem (Tabela
12).

oo ' i
. BALB/c
— C57BL/6 1° Ninhada 2° Ninhada

A k
goph I“ 3 ‘l 4" l|

L
- ——— Sl . -

—

D1Mitl7

A

Figura 6: Genotipagem em gel de agarose 4% do produto de PCR dos animais
utilizados no cruzamento 3 para trés regides microssatélites analisadas. A - loco
D1Mitl7; B - loco D5Mit79; C - D11Mit41; M — Marcador de peso molecular.
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Tabela 14: Genotipagem dos camundongos Mus musculus utilizados no Cruzamento 4
realizado no Biotério da Instituicdo A em Manaus-AM.

Gendtipos dos individuos Cruzamento 4

Locos Alelo & Alelo @ ~ _
(BALBI/c) (C57BL/6) Geracdo FL (n=4)
D1Mit17 176 pb 170 pb 100% heterozigotos

] 1 heterozigoto

D5Mit79 136 pb 106 pb )
3 homozigotos (106 pb)

D11Mit4l 178 pb 136 pb 100% heterozigotos

n = ndmero de individuos da progénie

7.4 Andlise de Polimorfismo e Diversidade Genética encontrada

Dos 10 locos microssatélites analisados, foram evidenciados cinco que apresentaram
polimorfismo (individuos heterozigotos) para pelo menos uma linhagem: D1Mitl7 para
BALB/c do Instituto B; D5Mit79, D8Mit4 e D11Mit4l para BALB/c do Instituto A; e
DXMIit95 para as linhagens C57BL/6 e DBA/2 do Instituto A. Frente a presenca de gen6tipos
heterozigotos, foi realizado o célculo da diversidade genética encontrada em cada linhagem
para os locos analisados, utilizando-se a heterozigosidade média (Tabela 15), que é a medida

mais comumente utilizada para caracterizar a diversidade genética (Frankham et al., 2008).

Para calcular a heterozigosidade (H) de cada loco microssatélite utilizou-se a formula:

H=Y n°de individuos heterozigotos
n°total de individuos analisados
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Tabela 15: Heterozigosidade média observada para os locos microssatélites em cada
linhagem de Mus musculus das Instituicbes A e B em Manaus-AM.

Instituicdo A Instituicéo B

Locos BALB/c C57Black DBA2 BALB/c
Heterozigotos | Ho | Heterozigotos | Ho | Heterozigotos | Ho | Heterozigotos | Ho
D1Mitl7 0 0 0 0 0 0 3 0,50
D3Mit49 0 0 0 0 0 0 0 0
D3Mit86 0 0 0 0 0 0 0 0
D5Mit79 3 0,50 0 0 0 0 0 0
D6MIit201 0 0 0 0 0 0 0 0
D8Mit4 5 0,83 0 0 0 0 0 0
DIMit26 0 0 0 0 0 0 0 0
D10Mit233 0 0 0 0 0 0 0 0
D11Mit41 2 0,33 0 0 0 0 0 0
DXMit95 0 0 6 1 6 1 0 0

Ho média 0,166 0,1 0,1 0,05
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8. DISCUSSAO

No presente estudo, o perfil genético molecular de trés linhagens isogénicas de
camundongos de dois Biotérios da cidade de Manaus - AM foi definido por 10 locos

microssatélites.

Com base nos resultados, verificou-se a presenca de residuos de contaminacdo em
todas as linhagens estudadas, revelando alteragdes no genoma quando comparadas com o
padrdo estabelecido no banco de dados Mouse Genome Informatics, em pelo menos um dos
seguintes locos microssatélites: D1Mit17, D3Mit49, D3Mit86, D5Mit79, D8Mit4, D11Mit41
e DXMIit95 (Figuras 1 a 4). Para a linhagem BALB/c do Biotério A foi detectado o maior
grau de polimorfismo, tendo em vista que dos 10 locos analisados, trés apresentaram
individuos heterozigotos (D5Mit79, D8Mit4 e D11Mit41) e ainda, tamanhos alélicos maiores
que o esperado para todos os animais (D3Mit49). Uma vez registrada a heterozigose, infere-se
que esta linhagem pode estar contaminada e, provavelmente, decorre de evento recente.
Consequentemente, estes alelos podem se fixar ao longo do tempo e propagar-se por toda a
populacdo. Por outro lado, o novo tamanho alélico observado no loco D3Mit49 pode indicar
contaminacgdo antiga. Tal resultado também foi encontrado por Passos (1997), revelando que é

comum a selecdo e fixacdo de alelos na populacdo quando ndo ha controle genético corrente.

As outras linhagens analisadas também apresentaram pelo menos um fato em
desacordo com a uniformidade e perfil genético esperado, revelando indicios de
contaminages: na Instituicdo A, a linhagem DBA/2 com individuos heterozigotos para o loco
DXMIit95 e divergéncia de tamanho de alelos para loco D3Mit86; a linhagem C57BL/6 com
heterozigose para o loco DXMit95; e na Instituicdo B, a linhagem BALB/c com heterozigotos
para loco D1Mitl7.

Apesar dos camundongos possuirem o mais detalhado mapa genético entre o0s
mamiferos (Blake et al., 2002; Gregory et al., 2002), a identificacdo do perfil genético de
linhagens isogénicas, mesmo quando j& caraterizadas € um trabalho muito complexo
(Casellas, 2011). Para ter conhecimento por completo da verdadeira identidade do animal,
seria necessario a analise de todo o conjunto genémico. Para isso seria necessario sequenciar
0 genoma de todos os animais da linhagem; uma tarefa possivel, porém, trabalhosa e muito
cara, fora do escopo deste projeto. Como o objetivo deste trabalho focou a realizacdo de uma

investigacdo genética, ou seja, a detecgdo de contaminagdes acidentais ou néo, utilizou-se
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marcadores microssatélites, sendo esta uma das técnicas mais informativas quando ha

suspeitas de contaminac6es genéticas (Tolwani et al., 2002).

Passos (1997) considera que a primeira etapa do procedimento padrdo referente a
linhagens isogénicas é adquirir as linhagens da colénia de fundacdo mais original possivel
(Staats, 1980). Apos a experiéncia neste trabalho, cujos animais foram amostrados antes da
202 geracgéo e apresentaram polimorfismo ndo esperado, reiteramos a importancia do rigor nos
protocolos de acasalamento tanto até a obtencdo da 20% geracéo para geracéo estabelecimento
da colonia de fundagdo como das geracdes seguintes nas colonias de producdo. Ainda, da
essencialidade do estabelecimento de uma rotina de controle genético de maneira a evitar

proliferacdo de contaminacges, caso ocorram.

Até o conhecimento, esse € o primeiro estudo de investigacdo do perfil genético dos
animais nos Biotérios da cidade de Manaus, desde a criacdo dos mesmos. Ainda que de forma
incipiente, 0 acompanhamento genetico das linhagens nestes Biotérios vem sendo realizado
com base em marcadores morfologicos, que considera a observacdo dos animais durante 0s
procedimentos de rotina (Passos, 1997; Rivas, 2008). Até o presente momento, em ambos 0s
Biotérios ndo haviam sido registradas mudancas na cor de pelagem esperada, anormalidades
externas, aumento da produtividade, diferencas reprodutivas, ou quaisquer outros sintomas
qgue poderiam suspeitar de contaminagdes genéticas. Porém, tendo em vista o tempo de
manutencdo das linhagens (Tabela 1), e a baixa sensibilidade dos métodos morfolégicos, ha
preocupacOes a respeito da real integridade genética das linhagens, visto que foram detectados
polimorfismos ndo esperados em individuos de todas as linhagens. Ainda, porque estas
linhagens vém sendo utilizadas em pesquisas onde alteracdes fenotipicas, em nivel de
proteinas e metabolismo podem ser influenciadas pelas alteracGes genéticas que ndo sao
detectadas apenas com aspectos morfoldgicos. Portanto, é necessario que os Biotérios adotem
métodos para testes génicos, que possam incluir desde testes de acasalamentos a marcadores
bioquimicos e moleculares, na tentativa de demonstrar que determinados genes ndo foram
alterados (Passos, 1997).

Com base nos resultados obtidos neste trabalho e no sistema de acasalamento utilizado
por ambos os Biotérios, as fontes de contaminacdo podem vir tanto de acasalamentos
acidentais como de mutacdes, recombinagdes ou excessos de heterozigosidade residual, visto

que os animais foram amostrados aleatoriamente das col6nias de producgdo (e algumas
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linhagens antes da 20° geracdo de endogamia). Ou seja, mesmo que 0s animais pertencam a
mesma linhagem e por conceito tenham que ser geneticamente idénticos, muitos dos animais
que foram utilizados nédo séo filhos do mesmo casal, portanto, ndo sdo irméos. Dessa forma,
caracteristicas contaminantes podem ser encontradas de forma desigual entre os animais da

mesma linhagem.

A forma mais comum de contaminacdo genética em linhagens de camundongos
isogénicas é a introducdo de novos alelos por meio de acasalamentos acidentais entre
individuos de linhagens diferentes (Nitzki et al., 2007). O uso de marcadores microssatélites
possui a vantagem de identificar potenciais fontes de contaminacfes genéticas ocasionadas
por essa forma, e até mesmo o cromossomo e a localizacdo da contaminacéo (Tolwani et al.,
2002). O tamanho dos alelos ndo esperados pode ser comparado ao tamanho esperado para
outras linhagens isogénicas que potencialmente poderiam ser fontes de contaminacdo. Esse
foi um dos métodos empregados por Nitzki, e colaboradores (2007), para detectar a fonte de
contaminacgdes genéticas em uma linhagem isogénica comercial de C57BL/6N, desvendando
que os alelos provavelmente eram oriundos da linhagem DBA. Estes fatos demonstram a
importancia de se empregar, sempre que possivel, marcadores moleculares para o

compartilhamento de espacos em salas de criacdo com diferentes linhagens isogénicas.

No presente estudo, os valores do tamanho observado para os alelos esperados foram
avaliados por meio de gel de agarose 4%, logo, trata-se de uma estimativa, onde valores
proximos do esperado sdo considerados os mesmos. Levando em consideracdo essa
estimativa, tamanhos de alelos diferentes do padrdo para algumas linhagens aproximam-se de
tamanhos de alelos para outras linhagens presentes no Biotério A, havendo também a
possibilidade de contaminacdes provenientes de linhagens heterogénicas. Como exemplo,
podem-se citar as diferencas do padréo estabelecido para as linhagens BALB/c e DBA. O
D11Mit41 da linhagem BALB/c possuiram alelos (139 pb) que se assemelham ao tamanho
dos alelos esperados para a linhagem C57BI/6 (136 pb); enquanto que D5Mit79 possuiram
alelos (147 pb) préximo aos esperados para a linhagem DBA/2 (144 pb). Em relacdo a
linhagem DBA/2, a mesma apresentou alelos divergente do seu padr&o em dois de seus locos
(D3Mit86 — 168 pb e DXMIt95 — 160 pb), mas com tamanhos esperados para as linhagens
BALB/c (162 pb) e C57BL/6 (151 pb), respectivamente. Porém, ha necessidade do
conhecimento do tamanho exato dos alelos e, de preferéncia, o sequenciamento do loco, para

poder afirmar essa fonte de contaminacdo; ou até mesmo o emprego de amostras de DNA
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padrdo, como controle positivo para as linhagens testadas. Apesar disso, mesmo na linhagem
que apresentou maiores niveis de contaminagdo (BALB/c do Biotério A) a maioria dos locos
analisados estd de acordo com o padrdo genético esperado, sugerindo que a ocorréncia de
acasalamentos acidentais, se verdadeiro, ndo € um fato recente. Enquanto que eventos de
cruzamentos entre animais de linhagens diferentes que aconteceram ha tempos atrds podem
ainda estar resultando em selecdo e fixacdo de alelos para estas linhagens. Essa forma de
contaminacdo é praticamente uma indicacdo descartavel para os animais da linhagem BALB/c
do Biotério B, visto que esta € a Unica linhagem de camundongos que esteve presente no
Biotério desde sua criacdo, impossibilitando, portanto, a mistura dessa linhagem com outra.
Além disso, essa linhagem apresentou apenas um loco em discordancia com o esperado
(D1Mitl7), sugerindo que este é um evento de deriva genética, e ndo uma contaminacao.
Entretanto, uma vez que a identificacdo de uma deriva genética é rara com esta metodologia,
estudos aprofundados e com novos marcadores moleculares sdo fundamentais para a

confirmacéo desta hipotese.

A segunda forma de contaminagdo que pode acontecer em linhagens isogénicas e
explicar a heterozigosidade encontrada para os locos microssatélites € a ocorréncia de
mutacdes. Apesar de camundongos isogénicos serem mantidos rigidamente controlados por
meio de acasalamentos consanguineos, a ocorréncia de mutacGes parece ser um evento
frequente (Casellas, 2011), podendo levar a diferenciagdes significativas nas linhagens.
Devido a ocorréncia de mutacdes ndo ser um fendmeno controlavel, o Comité Internacional
em Nomenclatura Genética decidiu que duas linhagens com a mesma origem, mas separadas
em diferentes col6nias por 100 ou mais geracbes devem ser consideradas como duas
sublinhagens diferentes e nomeadas diferentemente (Rivas, 2008; Guénet e Benavides, 2009).
Eventos severos de mutacGes foram descritos por Shultz (1991), e um dos exemplos mais
conhecidos é a mutacdo autossdmica recessiva nude que reduziu a quantidade de linfocitos T
na linhagem BALB/c. Outro exemplo foi relatado por Lin e colaboradores (1993), onde uma
pequena mutacdo substituindo glicina por acido aspartico no gene receptor de horménio que
libera 0 horménio de crescimento surgiu em uma linhagem de C57BL/6J mantida no

laboratério Jackson gerando o primeiro modelo animal ando.

As mutacOes podem acontecer devido a erros na replicacdo do DNA e néo reparo disso
pela polimerase, consequentemente, gerando novos alelos e incorporando-0s no genoma e na

populacdo (Griffiths et al., 2008). Tal deslize é mais frequente em regides repetitivas, como é
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0 caso de microssatélites. De acordo com Maia (2009), € 10.000 vezes mais provavel um
microssatélite ganhar ou perder um motivo de repeticdo de uma geracdo para a proxima, do
que o gene para a hemoglobina sofrer uma mutacdo em Unica base, promovendo a desordem
anemia falciforme. Logo, estima-se que mutagdes acontecam em frequéncia de 107 a 10°° por
loco, por gameta, por geracdo (Schalager e Dickie, 1967). Quando a mutagdo acontece em
algum lugar onde ndo influencia na expressdo de proteinas, as linhagens praticamente nao
sofrem muita interferéncia a respeito de suas utilidades como modelos animais. Esse € um
fato esperado para regides microssatelites, que em sua grande maioria, ndo produzem nenhum
tipo de proteina, pois costumam fazer parte de sequencias génicas neutras, apesar de ja ter
sido relatada a interferéncia de microssatélites na regulacdo e expresséo (Li et al., 2002). Por
conseguinte, a mutacao precisa de um tempo para se fixar, ou ndo, em todos os individuos da
populacdo. E possivel que depois que os animais ultrapassam as geracdes que os tornam
completamente homozigotos, ndo sdo utilizados rigidos protocolos de cruzamento para
propagar a linhagem nos Biotérios, o que poderia acarretar em acimulo de polimorfismos
gerados por mutagdes que constantemente ocorrem no interrompimento de endocruzamentos
(Guénet e Benavides, 2009). A ocorréncia de mutacdes € uma das possibilidades explicar a
presenca de heterozigosidade nos animais das linhagens estudadas, tendo em vista que a
maioria das regides microssatélites analisadas apresenta os locos em conformidade com o
padrdo para cada linhagem, indicando que naqueles poucos locos fora do padréo,

provavelmente aconteceu alguma mutacéo pontual.

Apesar das caracteristicas de animais isogénicos estarem relacionadas a isogenicidade
dentro da populacdo, homozigosidade, uniformidade fenotipica e estabilidade genética em
longo prazo (Beck et al., 2000), o conceito de isogenia tolera e permite até 2% de
heterozigosidade residual (Silver, 1995), devido a questdes de sobrevivéncia da populacéo
(Ciencia al Dia Internacional, 2007). Existem regides cromossomais onde se localizam genes
qgue implicam em doencas muito desfavoraveis, quando em seu estado de homozigose
(Ferguson et al., 2000; Rivas, 2008), tornando-se mais frequente, portanto, a presenca de
alelos heterozigotos nestas regides. Casellas (2011) argumenta que a heterogeneidade genética
em linhagens isogénicas pode, inclusive, ser mantida por vérias geraces por selecdo de
heterozigotos, principalmente quando é utilizado mais que um casal por geragdo. Aqueles que
tiverem maior heterozigosidade possivelmente possuem maior aptiddo reprodutiva,

propagando esta caracteristica e levando vantagem em relagdo aos homozigotos, o que tem
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sido postulado como uma forma de lutar contra a fixacdo de homozigose proveniente da
endogamia (Bailey, 1982).

Porém, ndo se sabe exatamente quais sdo todas as regifes do genoma em que se
permite determinada variabilidade. Segundo Bailey (1982), na 20? geracdo do cruzamento
endogamico ha um nivel de variabilidade genética em mais de 200 locos polimorficos. Porém,
com o continuo e alto nivel de endocruzamento das linhagens, a ocorréncia de contaminacfes
causadas por heterozigosidade residual é um paramétro praticamente inexistente (Nitzki et al.,
2007). Muitas instituicOes que comercializam animais isogénicos disponibilizam a alternativa
de fornecer animais ainda em processo de isogenia, sendo que, quanto menor o numero de
geracOes para alcancar a isogenia 0s animais tiverem, menor o preco dos mesmos. Dessa
forma, muitos Biotérios que necessitam de animais isogénicos para a realizacdo de pesquisas
biomédicas, costumam adquirir estes animais ainda antes da 20% geracdo de acasalamento,
comprometendo-se a dar continuidade aos cruzamentos consaguineos em sua propria
instituicdo, em vista de um menor custo. Portanto, o nivel de heterozigosidade residual
presente € um fator totalmente dependente da maneira e até qual geracdo 0s animais vem

sendo reproduzidos consanguineamente.

Além das possibilidades citadas, pode ser que residualmente, as fitas de DNA do
cromossomo sofram processos de recombinacéo, e dessa forma, mudem o tamanho dos alelos
presentes (Griffiths et al., 2008). H& evidéncias sobre o importante papel das vias de
recombinac6es homologas para manter a estabilidade cromossomal e genética em murinos
(Liang et al., 1998). Em 1998, também foi realizado um estudo por Frank e colaboradores, o
gual mostrou que camundongos que apresentavam alelos mutantes homozigotos para o gene
que codifica DNA ligase IV, ndo conseguiam produzir esta proteina, sugestiva na participacao
em processos finais de juncdo de DNA e recombinagcbes. Anos depois, Ferguson e
colaboradores (2000) publicaram sobre os mecanismos de recombina¢ao de cromossomos néo
homologos como uma via de reparo de quebras de DNA, apontando que a deficiéncia na
producdo de DNA ligase IV gera instabilidade gendmica. Esses e outros estudos apontam a
fragilidade de manutencdo da estabilidade genética das linhagens isogénicas (Casellas e
Medrano, 2008). Além disso, quebras e trocas de cromossomos na separacdo da meiose, junto
com deriva genética aleatoria e selecdo podem ter um forte efeito de acumulacdo em
sequencias repetitivas em tandem no genoma, devido a fragilidade existente nesse local
(Charlesworth et al., 1994).
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Estas contaminagdes podem, ocasionalmente, aumentar cada vez mais no genoma de
cada individuo e, consequentemente, no perfil da populagdo, caso as alteracdes genéticas
indevidas sejam ignoradas. Pequenas mutacdes podem acumular até chegar em significante
porcentagem de variancia fenotipica (Casellas, 2011). Como 0s animais iSogénicos precisam
manter as caracteristicas que assegurem a reprodutibilidade em pesquisas experimentais
(Godfrey-Smith, 2003), o principal desafio dos profissionais € manter as linhagens
geneticamente puras (Guénet e Benavides, 2009). De certa forma, a presenca de
contaminacfes nem sempre influencia no fenotipo do animal. Isso depende do tipo de
contaminagdo, pois enquanto a presenca de mutacBes influencia pouco no fendétipo, a
ocorréncia de acasalamentos acidentais é responséavel pela maioria dos problemas (Nitzki et
al., 2007), visto que sempre resulta em uma mudanca repentina e massiva dos alelos (Guénet
e Benavides, 2009). De qualquer forma, o problema principal é que as consequéncias sao
totalmente imprevisiveis e resquicios de contaminacdo podem aumentar a presenca de certa
variabilidade genética, tornando a linhagem cada vez menos pura e isso pode ter reflexo sobre

conclustes experimentais.

Quanto aos testes de acasalamento, é sabido que estes se fundamentam na distribuicdo
dos feno6tipos observados e esperados entre cruzamentos de linhagens diferentes, pois, hd uma
padronizacdo de coloracbes esperadas para muitos tipos de cruzamentos entre linhagens
isogénicas. Os dados apresentados na Tabela 10 deste trabalho, resultantes da analise do
fendtipo de coloragdo de pelagem de 22 animais da primeira geracdo (BALB/c X C57BL/6),
apresentaram trés individuos com coloragdo diferente os quais ndo possuiam a pigmentacédo
agouti esperada e sim coloracdo preta. Vale ressaltar que a progénie com fenotipo diferente
resultou do Cruzamento 3 onde, inesperadamente, a fémea apos ser colocada para acasalar,
ndo apresentou as caracteristicas tipicas da pos-fecundacéo sendo, entdo, novamente colocada
na presenca do mesmo macho para novo acasalamento. Tal episddio resultou em duas
ninhadas de fendtipos diferentes da mesma fémea. Para explicar tal resultado, consideram-se
duas possibilidades: a primeira é que essa divergéncia seja proveniente de um acasalamento
prévio com um macho contaminado e que resultou no primeiro parto, enquanto que o segundo
parto seja produto de um macho ndo contaminado; a segunda possibilidade é que a fémea
possivelmente ja estava prenha (antes da separagdo da fémea para o cruzamento induzido) de
um macho da mesma linhagem (macho C57BL/6) quando foi separada e colocada pela

primeira vez na presen¢a do macho BALB/c. A segunda proposta € a mais provavel uma vez
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que pela andlise genotipica do cruzamento, os filhotes da primeira ninhada tinham pelagem de
coloragéo preta (indicando contaminagéo) e apresentaram somente os alelos provenientes da
fémea em todos os locos analisados (Figura 6) enquanto os da segunda ninhada apresentaram
pelagem agouti e genoOtipo heterozigoto para todos os locos. As possibilidades para a
ocorréncia de cruzamentos inesperados na experimentacdo animal utilizando camundongos
podem levar em consideracgdo trés principais fatores como os eventos de atraso no desmame,
quando os filhotes machos séo separados das fémeas ap0s estas ja alcangarem sua capacidade
reprodutiva, e neste caso, ha possibilidade de acasalamento entre eles antes do isolamento;
erros de sexagem, 0 que pode acontecer na montagem de uma gaiola de estoque, onde a
presenca de machos e fémeas juntos pode permitir que a fémea torne-se prenhe; e puberdade
precoce, acarretada pelo inicio do desenvolvimento sexual antes do esperado para 0S
camundongos, ou seja, antes do animal alcancar 42 dias de idade (Chorilli et al., 2007),

possibilitando, dessa forma, a capacidade de prenhez.

N&o é possivel ter certeza sobre a ocorréncia de algum desses eventos, visto que nao se
sabe detalhadamente os procedimentos anteriormente realizados até a chegada dos casais
prontos para o cruzamento. Em adigdo a isso, as duragdes das gestacGes obtidas foram
equivalentes para todas as ninhadas resultantes, tornando este dado ndo informativo para
determinar se no cruzamento 3, as duas ninhadas sdo provenientes ou ndo de pais diferentes.
No entanto, 0 evento da ocorréncia de dois partos no experimento, resultando em ninhadas
com andlises fenotipicas e genotipicas diferentes entre elas, indicam a presenca de

acasalamento duplo desta fémea, e que, ndo se tratava do mesmo macho.

Na analise do loco microssatélite D5Mit79 para o teste de acasalamento, pode-se
observar que a maioria dos individuos da progénie, levando em consideracdo todos 0s
cruzamentos, ndo apresentou o gendtipo heterozigoto, como se esperava. 1sso, possivelmente
pode ser explicado devido a ocorréncia de alelos nulos ou de alelos drop-out. Os alelos nulos
sdo resultantes de mutacGes nas sequencias de flanqueamento dos primers, evitando o
anelamento destes, e assim, a amplificacdo da regido microssatélite. Tal possibilidade ja foi
demonstrada por Fernandez e colaboradores (2008), por meio de sequenciamento dos locos
microssatélites. Alem disso, também ha a probabilidade de ser interferéncia de elementos de
transposicdo, que sdo sequencias génicas que podem se inserir e mudar a regido de
anelamento de primers para amplificacdo do loco microssatélite (Ding et al., 2005). Os alelos

drop-out, por sua vez, séo caracterizados pela amplificacdo preferencial de um alelo (Garvin,
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et al., 1998). O baixo rendimento da quantidade de DNA em testes de amplificacéo, referente
ao pequeno numero de copias, resulta na obtencdo aparente de gendtipos homozigotos,
embora seja possivel a visualizacdo fraca do outro alelo esperado, que determinaria um
gendtipo heterozigoto. Tal fato também foi observado na analise do loco D5Mit79, sendo esta

uma das possibilidades responsaveis pelo desaparecimento de alelos esperados nesse loco.

Apesar de tudo, nenhum tipo de Biotério estad imune a ocorréncia de contaminacoes.
Sempre é necessario considerar que contaminagdes genéticas podem surgir a qualquer
momento, sejam de formas naturais, como mutagdes; ou até mesmo contaminagdes acidentais,
por descuido e falta de protocolo rigoroso de acasalamento. Frente a estes eventos de
contaminacdo, torna-se praticamente impossivel a manutencdo de uma isogenia absoluta por

inimeras geracOes (Casellas, 2011).

Felizmente, as caracteristicas de ndo isogenia das linhagens, dependendo do grau de
comprometimento, podem ser contornadas por meio de adequacdo dos procedimentos de
cruzamentos, determinacdo dos casais reprodutores e o tamanho da populacdo de acordo com
o resultado do monitoramento molecular no fluxo da propagacdo. Neste caso, a recomposi¢do
da linhagem deverd acontecer com o auxilio de técnicas de monitoramento genético;
avaliacdo de mapas genéticos e planilhas de reproducdo que permitam a selecdo de casais que
mantém as caracteristicas originais da linhagem. O principal objetivo é conseguir eliminar
reprodutores que apresentem regides génicas que desviam do padrdo genético da populacao,
por meio de cruzamentos. De acordo com Nitzki e colaboradores (2007), em varios Biotérios
onde se utilizam animais para pesquisas biomédicas, as colbnias de fundacdo sdo
periodicamente substituidas pelos mesmos animais, na tentativa de reduzir derivas genéticas

entre laboratdrios diferentes.

Portanto, seria pertinente selecionar para cruzamento apenas animais que passem por
uma investigacdo com microssatélites e apresentem o perfil genético esperado para todos 0s
locos analisados, devendo os resultados serem transferidos para mapas genéticos que
registrem o comportamento das linhagens frente a herangas poligénicas como o ndmero
médio de crias, por exemplo. Tal procedimento conferiria maior nivel de confianga genética
possivel para que estes animais fossem geradores das coldnias adiante, e assim diminuiria
riscos de reproduzir alelos em desacordo com a linhagem, ndo os mantendo em segregacao

(Guénet e Benavides, 2009), gerando modelos animais mais confidveis. Em continuidade,
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deveria em cada geracdo, se proceder a realizacdo de testes de controle genético com 0s novos
animais gerados. A andlise de microssatélites em linhagens isogénicas pode fornecer
conhecimento sobre o perfil genético da populacéo e dessa forma, ajudar na forma de manejo
e monitoramento das linhagens, permitindo manter um programa sensivel e eficiente para
assegurar a qualidade genética (Tolwani et al., 2002). Dessa forma, a pesquisa investigando o
perfil genético das linhagens de camundongos poderia prosseguir no desenvolvimento de um
plano de gestdo direcionado a unificacdo das linhagens conforme o padrdo estabelecido,
levando em consideracdo o nivel maximo de endogamia permitida e fixacdo dos alelos

constituintes.

Tendo em vista a obtencdo de resultados que apresentam desvios dos padrbes
esperados, Guénet e Benavides (2009) recomendam o uso de um maior numero de
microssatélites, alguns flanqueando os alelos mutantes. Isso ofereceria um maior nimero de

informacBes em relacdo ao grau de contaminacado das linhagens analisadas.

Segundo De Jesis e colaboradores (2011), também ndo se pode descartar a
possibilidade de as colonias formarem sublinhagens, tendo em vista que a divergéncia
genética das linhagens consanguineas € um fendmeno inevitavel. Tolwani e colaboradores
(2002) detectaram o surgimento de sublinhagens em individuos da mesma linhagem isogénica
utilizando sondas minissatélites (RFLP), até entdo ndo detectadas com regides microssatélites.
Porém, sublinhagens também podem ser diferenciadas por meio do uso de marcadores
microssatélites (Slingsby et al., 1996). Para tanto, € necessdria a realizacdo de um
escaneamento mais amplo (genome wide scan) com marcadores microssatélites dispostos em
distancias proximas possibilitando uma “varredura” completa do genoma (Slingshy et al.,
1996; Tolwani et al., 2002). Outra estratégia € o emprego de marcadores SNP na definicdo da
linhagem (Petkov et al., 2004). Contudo, é fundamental destacar que somente por meio de
programas de monitoramento genético periddico das col6nias é que se torna possivel o

reconhecimento e caracterizacdo de sublinhagens.

A possibilidade de contaminacgdes genéticas foi agora molecularmente documentada
para os Biotérios analisados. Porém, tendo em vista que este é o primeiro trabalho a ser
realizado com esse foco e, ainda, que h& possibilidade de artefatos da técnica de amplificacdo
influenciarem os resultados, ha necessidade do sequenciamento dos alelos encontrados nos

animais para confirmacdo dos polimorfismos. Apesar das possibilidades naturais de
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instabilidade genética em linhagens isogénicas, é necessario a utilizagdo de mais marcadores
microssatélites, ou complemento de técnicas para maior ciéncia do nivel de isogenia das
linhagens analisadas e a fim de padronizar um protocolo rigoroso de controle genético nestes

Biotérios.

Na literatura encontram-se relatos de que contaminacGes genéticas nao sdo problemas
exclusivos. Passos realizou no final dos anos 90, um estudo comparativo entre matrizes de
linhagens isogénicas de Biotérios nacionais e internacionais, encontrando contaminagdes em
duas linhagens de Biotérios nacionais (CBA e BALB/c) (Passos, 1997). Até mesmo linhagens
de origem comercial ndo estdo imunes a presenca de contaminacfes (Kaham et al., 1982;
Nitzki et al., 2007). As pesquisas realizadas e as condi¢des naturais sugerem que linhagens
isogénicas acabam sendo frageis do ponto de vista genético. De qualquer forma, mesmo que
estas linhagens ndo sejam completamente isogénicas, elas proveem um modelo de
homogeneidade animal de moderada a baixa variabilidade genética, sendo modelos muito

Uteis e vantajosos quando comparado as linhagens heterogénicas (Casellas, 2011).

Idealmente, o controle genético das diversas linhagens isogénicas mantidas nos
Biotérios deveria ser realizado dentro de uma rotina de trabalho. Porém, ndo é uma prética
usual entre os Biotérios brasileiros, e nem sempre possivel devido aos custos operacionais e
falta de pessoal qualificado. Tendo em vista a auséncia de programas de monitoramentos para
linhagens isogénicas em muitos Biotérios nacionais, onde os animais sdo frequentemente
utilizados em testes farmacoldgicos, toxicol6gicos e pesquisas nas areas de salde, a
disponibilizacdo de marcadores moleculares que sejam eficientes na distingdo molecular entre
os animais das principais linhagens, facilitaria a implantacdo rotineira destas técnicas nos

Biotérios que possuem linhagens isogénicas.
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9. CONCLUSAO

A avaliagdo de marcadores microssatélites permitiu constatar a condicdo de
homozigose e/ou heterozigose dos individuos e de alelos novos nas linhagens isogénicas de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 presentes nos dois Biotérios da cidade de Manaus.
Todas as linhagens analisadas apresentaram polimorfismo, em seus individuos, em pelo

menos um dos locos analisados.

10. CONSIDERACOES FINAIS:

Com base nos resultados deste trabalho, reforga-se:

1. A necessidade de estabelecimento de programas de controle genético em Biotérios

brasileiros;

2. A necessidade de implantacdo de programas de capacitacdo técnica para reduzir as
chances de contaminacéo por falha humana;

3. Um aprofundamento na Investigacdo de matrizes das col6nias de fundacdo destas

linhagens;

4. A criacdo de um Banco de DNA padrdo que possibilite o estabelecimento de

programas de monitoramento genético em biotérios da regido.
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