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Resumo

E essencial que haja um equilibrio nos processos metabélicos envolvidos no ciclo de
remodelacdo dssea, para que tenhamos um correto e dindmico funcionamento do sistema

musculoesquelético, evitando assim possiveis patologias.

A sindrome de Keutel é uma doenca autossomica recessiva rara que esta associada a
uma mutacdo especifica. O gene afetado codifica a proteina Gla da matriz (MGP), um
componente da matriz extracelular. Esta patologia envolve uma alteracéo de fendtipo e é
principalmente caracterizada pela presenca de um excesso de calcificagdo, como
resultado de causas genéticas e defeitos bioquimicos. De forma geral, podemos dizer que
mutacdes associadas ao gene da MGP resultam em proteinas alteradas e/ou disfuncionais,
responsaveis pelo desenvolvimento de alteracdes patoldgicas.

Um outro importante constituinte da matriz extracelular sdo as fibras el&sticas.
Constituidas essencialmente por elastina, uma proteina estrutural, podem ser encontradas
em tecidos moles, na traqueia, laringe, pavilh&o auricular, pele, tenddes e cartilagem. A
sua principal funcdo € fornecer elasticidade e resisténcia a tecidos dindmicos, como 0s

pulmdes e as artérias.

Estudos sugerem a existéncia de uma interligacdo positiva entre a mineralizacdo
anormal, provocada pela presenca de MGP mutada, e a degradacdo de elastina. Assim,
foi do nosso interesse investigar a interacdo entre estas duas proteinas, através da
caracterizacdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina. Por recurso a
analise fenotipica, viabilidade reprodutiva, exposicdo a antagonistas da vitamina K,
analise histolégica e imunohistoquimica, conseguimos obter alguns resultados que
apoiam a hip6tese de uma associagdo entre a existéncia de uma MGP disfuncional e a
consequente degradacdo de fibras elasticas.

Palavras-chave: sindrome de Keutel; MGP; calcificacdo; elastina; mutantes.
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Abstract

It is essential that there is a balance in the processes involved in the bone remodeling
cycle so that we have a good and dynamic functioning of the musculoskeletal system,
thus avoiding possible pathologies.

Keutel’s syndrome is a rare autosomal recessive disease that is associated with a
specific mutation. The affected gene encodes the matrix Gla protein (MGP), an
extracellular matrix protein. This pathology involves a change of phenotype and is mainly
characterized by the presence of excessive calcification as a result of genetic causes and
biochemical defects. In general, we can say that mutations associated with the MGP gene

result in altered and/or dysfunctional proteins, thus leading to the development of disease.

Another important component of the extracellular matrix is the elastic fibers. These
fibers are made up essentially of elastin, a structural protein, and they can be found in soft
tissues, trachea, larynx, pinna, skin, tendons, and cartilage. Their main function is to

provide elasticity and resistance to dynamic tissues such as the lungs and arteries.

Studies suggest the existence of a positive interconnection between abnormal
mineralization, caused by a mutation in MGP, and the degradation of elastin. Thus, it was
of our interest to investigate the interaction between these two proteins, through the
characterization of two zebrafish mutant lines for elastin. By using phenotypic analysis,
reproductive viability, exposure to vitamin K antagonists, histological and
immunohistochemical analysis, we were able to obtain some results that indicate a
possible association between a dysfunctional MGP and the consequent degradation of

elastic fibers.

Keywords: Keutel’s syndrome; MGP; calcification; elastin; mutants
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1. Introducéo
1.1. Sindrome de Keutel

1.1.1. Histdria e evolucdo da doenca

A sindrome de Keutel (KS) é uma doenca autossémica recessiva rara, caracterizada
pela calcificagdo difusa da cartilagem. Esta patologia tem uma taxa de incidéncia de
1:1.000.000, tendo sido identificada pela primeira vez em 1971 por Keutel, num estudo
onde se observou um excesso de calcificagdo da cartilagem, estenoses pulmonares
periféricas (PPS), braquitelefalangismo e perda auditiva, em dois irmdos com pais
consanguineos 1°. No estudo desenvolvido por Meier et al. em 2001, foi feito um
acompanhamento destes pacientes onde o0 exame post mortem verificou a presenca de
estenose traqueobronquial e calcificacdo de varias artérias (pulmonares, coronarias,

hepéticas, renais, entre outras) °.

Ao longo dos anos, varios investigadores tém confirmado as observac6es de Keutel,
mostrando que de facto esta doenca € uma sindrome diferente que merece alguma
atencdo. E exemplo o estudo desenvolvido por Fryns em 1984 e por Khosroshahi em 1989
37 No entanto os efeitos a longo prazo ainda ndo sdo claros, dado que tudo depende da

extensdo da calcificacdo que varia de paciente para paciente.

Em 1983, Price et al. descobriram uma nova proteina denominada por proteina Gla da
matriz 8°. Esta proteina, purificada a partir do 0sso de bovino, tem cinco residuos de acido
glutamico y-carboxilado (Gla) e um residuo de glutamato (Glu). E ainda insolGvel em
agua, liga-se ao célcio e é dependente de vitamina K para que ocorra a sua ativagio &%
12 Segundo os mesmos autores, esta foi a primeira proteina composta por residuos Gla a
ser identificada na cartilagem !

Através de um processo de desnaturacdo com ureia e guanidina-HCI, podemos extrair
a MGP da matriz dssea, possibilitando depois a sua associagdo com a proteina
morfogenética 6ssea (BMP). Desta forma, supds-se que a MGP poderia exercer um papel
importante no metabolismo 6sseo, nomeadamente na fase inicial de producdo de tecido

mineral 819,

Mais tarde, em 1985, os mesmos investigadores concluiram que a MGP era composta

por 79 residuos de aminodcidos, contendo apenas uma ligagdo dissulfito entre dois
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residuos de cisteina, e que apresentava um peso molecular de 9961 daltons °. Devido a
homologia existente entre as sequéncias de MGP e BGP (proteina Gla do 0sso ou
Osteocalcina), outra proteina Gla presente no 0sso, cré-se que estas duas proteinas tenham
um ancestral comum %! No entanto, devido a auséncia de hidroxiprolina (um
aminoéacido presente na BGP) na constituicdo da MGP, p6de-se afirmar que esta nao é

um precursor da proteina Gla 6ssea 8.

Em 1988, um estudo desenvolvido em ratinhos permitiu observar a presenca de MGP
em todas as amostras de cartilagem. Esta grande quantidade de proteina no tecido
cartilagineo confirmou que de facto existe uma elevada afinidade com a matriz organica.
Também neste trabalho verificou-se que o nivel de RNA mensageiro da MGP na
cartilagem, era muito maior do que nos 0ssos, podendo-se entdo concluir que a MGP era
realmente sintetizada na cartilagem. Observou-se ainda nesta experiéncia que a
quantidade de proteina expressa, bem como o peso molecular da MGP na cartilagem,
tinham valores semelhantes aos niveis da MGP no osso .

Estas observacGes levaram Hale et al. a concluir que a MGP é sintetizada por
condrdcitos e a propor que fosse responsavel pela inibi¢do da calcificacdo. De facto, esta
afirmacdo pode ajudar a explicar o excesso de mineralizacdo da cartilagem observado em
ratos quando sujeitos a um tratamento com varfarina, um antagonista da vitamina K
responsavel por inibir o processo de ativacdo da MGP. Resultados semelhantes também
foram observados em humanos 3, Resumidamente, podemos dizer que a falta de
vitamina K leva a inativacdo da MGP, que por sua vez ndo consegue exercer a sua funcao

de inibidor da calcificacéo.

Novos dados foram obtidos em 1990, quando se descobriu que o gene que codifica
para a MGP humana (hMGP), afinal constituida por 84 residuos, encontra-se no braco
pequeno do cromossoma 12 (12p12.3-13.1) e é composta por quatro exdes, trés grandes
intrdes e apenas um local de poliadenilagdo 24, Dado que o promotor do gene da hMGP
pode ser regulado por hormonas esteroides, como a vitamina D3 e o0 &cido retinoico, cré-

se que estas poderdo regular a atividade deste gene em algumas células *2.

A calcificagdo patologica ocorre quando deixa de haver um balango dos processos
envolvidos no ciclo de remodelacdo ¢ssea, passando a existir uma deposi¢do anormal de
sais de calcio e fosfato nos tecidos. Esta acumulagdo leva a formacdo de cristais de

hidroxiapatite que, numa fase avangada, podem dar origem a diversos tipos de doencas
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associadas ao excesso de mineralizacio do osso '°'¢. E sabido que este excesso de

calcificagdo também pode ocorrer em artérias, cartilagens e tecidos moles 1719,

No estudo feito por Luo et al., onde se desenvolveu um ratinho mutante com uma MGP
ndo funcional, foi possivel observar uma calcificacdo espontdnea das artérias e da
cartilagem nos ratinhos com auséncia de MGP (MGP /") ®7. Como consequéncia, estes
ratinhos MGP /- podem desenvolver baixa estatura (Figura 1.1), fraturas, osteopenia,
batimento cardiaco mais acelerado e tendem a morrer ao fim de 2 meses, devido a rutura
dos vasos sanguineos. A andlise histologica das artérias revelou a presenca de laminas
elasticas calcificadas, células do musculo liso desorganizadas e metaplasia cartilaginosa.
Também a matriz extracelular (ECM) e os condrécitos se apresentavam desorganizados
na cartilagem 1. Estas observages permitiram confirmar que a MGP é realmente

responsavel por inibir a calcificacio %°.

Figura 1.1. Analise morfoldgica de ratinhos wild type (+/+) e
knockout da MGP (-/-). E possivel verificar um menor tamanho
nos ratinhos MGP -/-. Imagem de Luo et al., 1997.

Mais tarde, em 1999, Munroe e colaboradores mostraram evidéncias de que a sindrome
de Keutel (KS) estaria relacionada com mutagdes no gene que codifica para a MGP 2622,
Para tal foi realizado um mapeamento genético a trés familias consanguineas que
possuiam KS, onde se verificou uma “regidao de homozigosidade” no cromossoma 12p,
entre os marcadores loci D12S320 e D12S363 25, Foram identificados trés tipos de
mutacdes (c.69delG, 1VS1-2A—G e c.113T—A) que resultavam numa MGP
disfuncional, ficando por isso confirmado que mutagBes nesta proteina levavam ao
aparecimento de KS. Estes resultados foram concordantes com algumas das observacdes

vistas por Luo et al. em 1997 2,

Esta descoberta foi um grande marco historico, permitindo desta forma entender
melhor os processos envolvidos nesta patologia (Figura 1.2). No entanto, as vias

moleculares associadas a esta doenga ainda ndo sdo evidentes.
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O numero de pessoas identificadas como sendo afetadas por esta patologia € muito
escasso, mas tem vindo a aumentar ao longo dos anos. Em 1998, foram relatados 13 casos
enquanto que, passados 20 anos, ja se encontravam cerca de 36 casos reportados ®21%2,

 Descoberta da sindrome de Keutel
1971 )

e « Associagdo dos residuos Gla com a matriz orgénica do 0sso

« Identificacdo da estrutura primaria da MGP
1985 y

1968 « MGP enquanto inibidor da calcificacdo expresso por condrocitos

e + Descoberta da estrutura molecular, cromossoma e gene humano da MGP

o + Agédo da MGP, como inibidor da calcificagdo, no modelo de ratinho knockout

e « Sindrome de Keutel associada a mutacdo da MGP

Figura 1.2. Esquema temporal desde a descoberta da sindrome de Keutel até & sua
interligagdo com a mutacéo da MGP.

1.1.2. Descricao clinica

A sindrome de Keutel, patologia que afeta homens e mulheres, envolve uma alteracao
de fendtipo e é principalmente caracterizada pela presenga de um excesso de calcificacao
da cartilagem, como resultado de causas genéticas e defeitos bioquimicos. A fisionomia
caracteristica desta doenca compreende: rosto alongado, testa inclinada, olhos
proeminentes, ponte nasal larga e deprimida, narinas pequenas, hipoplasia facial e
maxilar, ma oclusédo dentaria, boca larga, queixo recuado e baixa estatura. Um exemplo

destas alteracOes esta caracterizado na Figura 1.3 (A e B) 2372124,

A calcificacdo difusa da cartilagem é predominantemente observada nos tecidos
moles, arvore traqueobronquial, bronquios, traqueia, laringe, costelas, coluna vertebral,
testa, orelhas, nariz, auriculas e nas artérias (Figura 1.3, C) podendo, portanto, levar a

diminuic&o do didmetro dos vasos sanguineos, dificultando a respiragao 134672123,
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Além da calcificacdo ectopica anormal, esta patologia esta associada a presenca de
braquitelefalangismo (falanges distais mais curtas; Figura 1.3, D), estenoses pulmonares
periféricas, infegdes respiratdrias recorrentes (como bronquite, sinusite, enfisema, asma
e doencas pulmonares obstrutivas crénicas), perda de audicdo, e a possibilidade da
existéncia de um ligeiro atraso mental 2262223 Estudos verificaram que a maioria destes
pacientes apresentavam consanguinidade familiar, o que pode explicar assim a heranga
direta desta mutagdo 127?22  Acredita-se que este excesso de mineralizacio seja

responsavel pelos problemas respiratorios constantes e pela perda de audicio 122,

Figura 1.3. Aparéncia tipica de um paciente com KS, vista de frente (A) e de perfil (B).
Identificacdo por raio-X da presenca de calcificagBes laringotraqueais (C) e de
braquitelefalangismo (D). Imagens de Devriendt et al., 1999 (A e B) e de Khosroshahi et
al., 2014 (C e D).

Obviamente existem outros sintomas, nao tdo recorrentes, que variam de doente para
doente. Alguns deles séo otites, sinusites, convulsdes, alopecia (perda de cabelo em certas
regibes), lesdes cutaneas, possiveis problemas cardiacos (como a hipertrofia ventricular
e hipertenséo da artéria pulmonar), anomalias dentarias, nddulos na tiroide e problemas
de fertilidade 114?123, Relatou-se ainda que os individuos afetados manifestam valores

normais de célcio e fosfato e ndo tendem a apresentar fraturas dsseas 2.
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Assim, como podemos concluir pela analise da Tabela 1.1, de modo a evitar
complica¢cBes maiores, recomenda-se que pacientes que apresentem a aparéncia tipica
desta doenca, calcificacbes anormais, PPS, braquitelefalangismo, perda auditiva e
dificuldades respiratorias, devem receber acompanhamento médico. No Anexo I, consta
uma tabela-resumo das caracteristicas clinicas observadas da sindrome de Keutel ao

longo dos anos.

Tabela 1.1. Sinais e sintomas clinicos da KS de acordo com o seu nivel de frequéncia.

MUITO FREQUENTE FREQUENTE ESPORADICO
+ Calcificagdo da cartilagem + Deficiéncia auditiva + Baixa estatura
* PPS « InfecGes respiratorias persistentes « Convulsdes
« Braquitelefalangismo + Ligeiro atraso mental * Les@es cutaneas e
+ Hipoplasia maxilar e da parte « Atraso no desenvolvimento cerebrais
central da face corporal e psicomotor « Alopecia

« Atrofia Gtica
« Pele flacida e pastosa

 Ponte nasal deprimida e larga
» Face comprida e olhos

* Consanguinidade familiar
* Dispneia e pieira

proeminentes
« Atresia traqueal (formacéo
incompleta do orificio da

« Otites e sinusites recorrentes
 Hipertensdo da artéria pulmonar
* Hipertrofia e defeito no septo

» Nodulos na tiroide
« Fala nasalada e
ofegante

* Abortos

* Infertilidade

* Perda de memoria
* Desenvolvimento e
progressao tumoral

ventricular

« Anomalias dentarias

« Alae nasae subdesenvolvida
» Testa inclinada

traqueia)
* Problemas respiratérios

1.1.3. Tratamentos, diagndstico e progndstico

Atualmente os Unicos tratamentos existentes para a sindrome de Keutel sdo
sintomaticos, ou seja, apenas aliviam o0s sintomas, pelo que o estudo e pesquisa desta
doenca ¢ essencial de modo a conseguir melhorar o estilo de vida dos pacientes afetados.
Pode-se ainda recorrer ao uso de broncodilatadores para aliviar a dispneia e pieira, e a

realizacdo de uma endoscopia para tratar a estenose simples 2:242°,

Os pacientes tendem a ser diagnosticados com KS durante a infancia >®. Esta patologia
pode ser confirmada através de analise clinica permitindo a observacdo e detecdo das
caracteristicas fisicas, ou entdo por raio-X e/ou tomografia computadorizada para

confirmacdo da presenca de calcificagbes anormais no corpo, enfisema e

1,23-25

braquitelefalangismo Caso necessario, pode-se ainda realizar um
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20 exame

eletroencefalograma, exames oftalmologicos e otorrinolaringologicos
genético é também outra possibilidade, garantindo assim a existéncia ou ndo de mutacdes

na MGP 2.

O prognostico para a maioria dos pacientes € bom. No entanto, a esperanca média de
vida depende da quantidade e das zonas calcificadas, bem como da gravidade dos

problemas pulmonares, podendo obviamente, em alguns casos, ser fatal 22°,

1.2. Proteina Gla da matriz

Como foi dito anteriormente a proteina Gla da matriz, extraida a partir do osso de
bovino, foi identificada por Price e colaboradores em 1983 8926, Esta foi a primeira

proteina Gla a ser identificada na cartilagem e a segunda a ser isolada do osso 101127,

A MGP ¢é uma proteina da matriz extracelular, apresentando por isso uma forte ligacao
a esta, que pode ser encontrada em diversos 6rgdos e tecidos, tais como na cartilagem,
0ss0, pulm&o, coracdo, artérias, cérebro, rim, olho e pele 8111719212728 = Além de
insollvel em &gua, exibe uma elevada afinidade pelo célcio e é extremamente dependente
de vitamina K para que seja y-carboxilada e a sua atividade seja possivel e correta 810
1221 A sua estrutura tem vindo a ser preservada ao longo dos anos, ainda que ja se tenham
observado algumas variantes a sua disposicao base, o que leva a supor que a MGP tem
vindo a manifestar um comportamento evolutivo 262, Exibindo uma funcéo direcionada
para os vertebrados, esta proteina apresenta fundamentalmente um papel enguanto

inibidor da calcificacio cartilaginea e vascular 132426,

Para alem do ser humano, a proteina Gla da matriz ja foi identificada em vérias
espécies como no rato, ratazana, coelho, xenopus, galinha, peixes 6sseos, como o peixe-

zebra e cartilagineos, como o tubaro 2%,

1.2.1. Caracterizacao estrutural do gene e da proteina

Como anteriormente referido, sabe-se que o gene que codifica paraa hMGP encontra-
se localizado no cromossoma 12p, sendo composto por quatro exdes e trés intrdes que no

seu todo atingem um comprimento de 3,9 kb. Esta proteina, expressa principalmente por
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condracitos e células musculares lisas vasculares (VSMCs), apresenta um total de 84

amino&cidos e uma massa atémica de 10,6 kDa 11422.26.27.33

Estudos recentes identificaram a presenca de um exao extra entre 0 que se pensava
corresponder ao primeiro e segundo exdo (Figura 1.4, A - 0 novo exdo corresponde a
caixa vermelha). Desta forma, o nimero total de exdes existentes na hMGP passou a ser
cinco, o que levou a adicdo de mais 33 aminoacidos na cadeia peptidica. Este novo exao,
especifico de primatas, foi descoberto a partir do tecido precursor do cérebro fetal

humano, ndo havendo ainda informagdes sobre que estruturas codifica 262,

A estrutura molecular mais comum encontrada na proteina, sintetizada pelo gene que
codifica para a MGP, corresponde aos 4 exdes inicialmente identificados e € a que se
pode ver representada na Figura 1.4, B. Esta organizagéo existe em praticamente todas
as espécies, ainda que com ligeiras alteracGes entre si. Como podemos observar, esta
estrutura é complexa possuindo na sua constituicdo: um péptido sinal (SP), um dominio
de fosforilacdo (P), residuos serina, um ponto de reconhecimento da enzima y-glutamil
carboxilase (y, GGCX), um primeiro local de clivagem (AxxF), seguido por um dominio
Gla, uma ponte dissulfito entre dois residuos de cisteina (C-C) e, por fim, um local de

clivagem proteolitica C-terminal (RR) 25",

1 2‘ 3 o 4 5
A) Gene: . . 1 _ -
— e T —
Gla PR
B) Proteina: SP m (j( ) J
-
000 [ X I N ]
AxxF/ RR/

Figura 1.4. Representagdo esquematica da estrutura do gene (A) e da proteina (B) MGP. Os ex6es
encontram-se numerados de 1-5 (o exdo correspondente a caixa vermelha apenas pode ser
encontrado em primatas). Os pontos azuis representam os residuos Gla, enquanto os pontos verdes
correspondem aos residuos fosfoserina. SP- péptido sinal; P- dominio de fosforilagdo; y- ponto de
reconhecimento da enzima y-glutamil carboxilase; AxxF- local de clivagem proteolitica; Gla
domain- dominio Gla; C-C - ponte dissulfito entre duas cisteinas; RR- local de clivagem
proteolitica C-terminal. Imagem adaptada de Cancela et al., 2021.

Na tabela 1.2 é possivel observar com mais detalhe as fungdes que estdo associadas

aos dominios desta proteina.
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Tabela 1.2. Dominios da MGP e respetivas fun¢des. Tabela adaptada de Cancela et al., 2014.

DOMINIOS DA MGP FUNCAO

« Garante a exportacdo da MGP da célula para a

Péptido sinal (SP) ECM

Fosforilagdo da MGP

Secrecdo para a matriz extracelular

Inibidor da calcificacdo

Inibidor da formacé&o de cristais

Ligacdo a cristais de célcio e vesiculas da matriz

Dominio de fosforilacéo (P)

Dominio da enzima GGCX (y) « Local de reconhecimento da enzima GGCX

Local de clivagem proteolitica (AxxF) « Processamento proteolitico pds-tradugédo

« Inibidor da calcificacdo

« Ligacdo a BMP2 e BMP4 (prolina e residuos de
acido glutamico y-carboxilado)

 Afinidade e ligacdo a ides de célcio

Dominio Gla (Gla domain)

Ponte dissulfito entre dois residuos de cisteina

(CC)

« Garante a estrutura dimensional

« Inibidor da calcificacdo
« Clivagem proteolitica
« Ligacéo a vitronectina

Local de clivagem proteolitica C-terminal (RR)

Esta proteina é ainda composta por cinco residuos de acido glutdmico/glutamato (Glu)
que, quando expostos a enzima y-glutamil carboxilase, sofrem uma alteracdo pds-
traducio em acido glutdmico y-carboxilado (Gla) 8191226 Assim, a GGCX é uma enzima
altamente conservada e dependente de vitamina K para efetuar e garantir a conversdo de

residuos Glu em Gla, através da adi¢cdo de um grupo carboxilo na zona gama (Figura 1.5)
26,34-36

Com esta conversdo os residuos Gla passam a ter a capacidade de se ligar a ides
minerais (como calcio e fosfato), cristais de hidroxiapatite, fosfolipidos e a proteinas
BMP, impedindo assim a calcificagdo vascular e de outros tecidos. Portanto, com esta
modificagéo de estrutura passamos de uma MGP inativa, para uma MGP ativa e capaz de

exercer a sua funcdo enquanto inibidor da calcificagao 21718262733,

Tem-se ainda conhecimento que o gene que codifica para a sintese de MGP, pode

interagir com fatores hormonais que vao atuar diretamente no promotor desta proteina, é
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0 exemplo da vitamina D que atua nas células 0sseas através da modulacdo da expressédo
da proteina Gla da matriz. E de notar ainda que a hMGP pode ser regulada por &cido

retindico e fatores de crescimento de fibroblastos %%,

(o) (o) (o) (o)

HOW OH HO OH
i o OHNH’ Figura 1.5. Esquema
representativo da conversdo de
Glu Gla glutamato em &cido glutdmico

y-carboxilado e a interligacdo

GGCX com o ciclo da vitamina K.
Glu- éacido glutamico; Gla-

acido glutdmico y-carboxilado;
GGCX- enzima y-glutamil
carboxilase; KH,- vitamina K na
forma reduzida (hidroquinona);

KH, KO
Ciclo da

b vitamina K : KO- vitamina K na forma

% d oxidada (epéxido); K- vitamina

%, K o K (quinona); VKOR- vitamina

"o,' “c' K epoxido redutase. (figura

LTI obtida através da aplicacdo
BioRender)

VKOR

1.2.2. Vitamina K

A vitamina K é um micronutriente conhecido por atuar como cofator da enzima GGCX
na producio de Gla ?’. Ainda que descoberta em 1929 pelo cientista Henrik Dam, s6 mais
tarde € que se veio a compreender as diversas funcdes e vias onde participa. E facilmente
encontrada na nossa dieta e a sua auséncia pode levar a problemas de coagulacéo e

calcificagéo 367

Como se pdde observar na Figura 1.5, para que se possa ocorrer a formacéo de acido
glutamico y-carboxilado é necessario que a vitamina K na sua forma reduzida (KH) seja
convertida na forma oxidada (KO). Mais tarde, a KO pode entdo ser reciclada pela
vitamina K epoxido redutase (VKOR) a KH2, permitindo que ocorra novamente a
passagem de Glu a Gla. Este mecanismo de reciclagem ocorre no figado, local onde
sucede também a sintese de uma série de fatores de coagulacdo como € exemplo a
protrombina, fator essencial que se liga a ides calcio promovendo, portanto, a coagulagdo

do sangue 2%,

10
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As proteinas dependentes de vitamina K (VKDPs) sdo uma vasta familia de proteinas
que tém um grande impacto bioldgico 2’. Deste grupo fazem parte, entre outros, a
protrombina, os fatores de coagulacdo 11, VII, IX, X, fatores anticoagulantes (proteinas
C, Se Z), osteocalcina, MGP e a proteina rica em Glas (GRP). As suas fun¢des, essenciais
para bom funcionamento do organismo, passam pelos processos de hemostasia,
inflamacdo, remodelacdo Ossea e prevencdo de calcificagbes 3633, E importante
relembrar que para que estas proteinas sejam capazes de ligar o calcio, é necessario que

sofram o processo de y-carboxilacdo dos residuos glutamato.

A vitamina K pode ser classificada de duas formas distintas, consoante a sua estrutura
e o local onde se encontra no organismo. Enquanto a vitamina Ki é utilizada
principalmente no figado para ativar os fatores de coagulacéo, a vitamina K é usada fora
deste tecido (pele, 0sso, tecido adiposo, coracdo, pulmdes, rim, pancreas e cérebro) para

estimular VKDPs 192737,

No entanto, a sintese desta vitamina pode ser destabilizada de diversas formas,
nomeadamente com fenitoina e varfarina que atuam diretamente na inibi¢do da VKOR,
impedindo desta forma producéo de Gla (Figura 1.6) 28, A atividade da VKOR também

pode ser comprometida por polimorfismos de um Gnico nucleétido (SNPs) 4.

Glu Gla

\ GGCX

Figura 1.6. Acéo da varfarina no ciclo

KH, KO da vitamina K. Glu- &cido glutamico;
Ciclo da Gla- acido glutimico y-carboxilado;
A vitamina K : GGCX- enzima v-glutamil
B s carboxilase; KHz- vitamina K na
"., .:' forma reduzida (hidroquinona); KO-
o, K o vitamina K na forma oxidada
(ep6xido); K- vitamina K (quinona);
VEROR VKOR- vitamina K epéxido redutase.
(figura obtida através da aplicagdo

T BioRender)

Varfarina

A varfarina, antagonista da vitamina K (VKASs), é um anticoagulante usado na
prevencdo de tromboses. Contudo, a exposicdo a este tratamento pode acarretar sérias

complicagdes tais como malformagdes, desenvolvimento 6sseo alterado, calcificagdes

11
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excessivas, hemorragias e pode mesmo ser fatal. Devido a sua capacidade de ultrapassar

a barreira placentaria, este farmaco n&o é recomendado durante a gravidez 81342,

Em 2019, foi feita uma investigacdo que permitiu estudar o desenvolvimento do peixe-
zebra quando exposto a um tratamento com varfarina. Deste trabalho péde-se concluir
que tanto embrides como eleuthero-embrides apresentavam alguma mortalidade,
hemorragias e alteracGes esqueléticas. Foi ainda observado que algumas vias e processos
bioldgicos se encontravam expressos de forma significativa apds o inicio da terapia *2.

Estas informacGes foram de encontro a pesquisa de Price et al. em 1983.

Além do uso de VKAs existem outras explicacdes para uma diminuicdo dos niveis de
vitamina K, tais como: um baixo consumo da mesma, uma vez que esta vitamina apenas
pode ser obtida de forma exdgena; alguma alteracdo no seu ciclo de reciclagem; maior
utilizacdo de vitamina K de modo a contrariar o processo de calcificacdo; ou como

resultado de alguma mutacio genética 3.

Sabe-se que uma suplementacdo com vitamina K conduz ao aumento dos niveis de
MGP, levando assim a uma maior protecdo dos tecidos contra a calcificacdo ectopica
(Figura 1.7) 194243 Assim, podemos dizer que uma forma de repor os niveis da proteina
Gla da matriz passa por aumentar a quantidade de vitamina K disponivel. No entanto, na
sindrome de Keutel, esta abordagem ndo € possivel pois o0 gene que codifica paraa MGP
leva a formacéo de uma proteina disfuncional, pelo que mesmo aumentando os niveis de
vitamina K n3o se consegue reverter o excesso de mineralizacio 2°. Desta forma, estudos

nesta area devem ser realizados para que se possam arranjar terapias para esta doenca.

Inibi¢do da calcificacdo e elastina

Presenc¢a de vitamina K ﬂ MGP ativada # protegida de uma maior degradagéo

Calcificagdo e degradagao acelerada

Auséncia de vitaminaK | = | MGP inativa | s daelastins

Figura 1.7. Contraste entre a presenca e auséncia de vitamina K. (figura obtida através
da aplicacdo BioRender)
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1.2.3. MGP enquanto inibidor da calcificacéo

Apesar de se saber a funcdo da MGP, o seu mecanismo molecular ainda ndo é bem
compreendido, pelo que mais investigacdes devem ser desenvolvidas no sentido de se
esclarecer estas duvidas 2%, No entanto, ja se sabe que a inibicdo da deposicdo de
minerais nos tecidos moles, quando induzida por fosfato inorganico, é também feita pelo

péptido N-terminal da MGP (m3pS), que possui 3 residuos serina fosforilados %4,

Existem diferencas entre a mineralizagdo 6ssea e 0 processo de calcificagdo vascular
(Figura 1.8). No primeiro, a deposicdo de minerais ocorre devido ao balanco existente
entre as funcdes de células osteoblasticas e osteoclasticas, podendo em algumas situacdes
estar associada a transdiferenciacdo condrogénica/osteogénica de VSMCs. Ja na segunda,
amineralizacdo é causada pela deficiéncia de MGP, esta diretamente associada a presenca

de elastina e ndo existe dependéncia da diferenciacdo de células musculares lisas

CALCIFICAGAO VASCULAR
Formagdo ,_ Reabsorgao Falta de Mineralizagao
deosso "7  éssea MGP excessiva

'7 Q'
B/ ¥ WP AW T
B e,

Nte

® @ ® ® ® ®

A mineralizagdo 0ssea Os osteoblastos Ja os osteoclastos A auséncia de MGP Desta forma, certas A progressao da

€ assegurada pelo promovem a sd@o responsaveis pela provoca um aumento estruturas e tecidos calcificagao pode
balango de fungdes formagao de absorgao de tecido da quantidade de ides moles passam a estar originar patologias,

entre osteoblastos e 0SS0 NOVO, mineral dsseo que se minerais. mais rigidos que o como € o caso da
osteoclastos encontre velho e/ou normal calcificagao vascular.

danificado
. .‘ LTI -
— ot ® : . — loes minerais (calcio e fosfato)

_;-g.‘ — Osteoclastos —+ Cristais de hidroxiapatite

Figura 1.8. Esquema representativo das diferencas existentes entre a mineralizagdo éssea e a
calcificacdo vascular. (figura obtida através da aplicacdo BioRender)
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vasculares **. Na Sindrome de Keutel o tipo de mineralizagido predominante é a

calcificacdo cartilaginea e vascular.

Além da sua acdo anticalcificante, esta proteina interage com diversos genes que
podem, obviamente, influenciar a sua expressao (Figura 1.9). Um exemplo é a BMP2,
uma proteina que atua a favor da mineralizacdo estimulando a diferenciagdo
osteocondrogénica, que ¢ inibida pela MGP *. Pode-se entdo afirmar que esta proteina

também pode agir como antagonista de proteinas que apoiam o desenvolvimento 6sseo
18,44

0 %%
® ©

Madification

GPBAR1

@ @ Binding
Expression

’9%@9

@ o®
oo

Figura 1.9. Genes que interagem com a MGP. Imagem retirada de Pathway Commons
ao dia 27 de Janeiro de 2021.

Outro fator que parece afetar diretamente a acdo da MGP é a transglutaminase 2 (TG2).
Esta enzima, expressa praticamente em todo o tipo de células, apresenta um papel
fundamental na transformacdo condrogénica, favorece a degradacdo de elastina (EIn)
levando ao desenvolvimento de elastocalcinose, estando também associada a diversos
tipos de patologias, nomeadamente doencgas cardiovasculares, neurodegenerativas,
inflamatorias e fibrose 184, No estudo desenvolvido por Beazley et al., confirmou-se que
a mutacdo do gene da TG2 em ratinhos MGP -/- resulta numa diminuigdo das lesdes
cartilaginosas, atenua a deposicdo de calcio nas fibras elésticas e aumenta o tempo de

vida deste modelo animal aquando comparado ao controlo *8,

14



Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

A proteina Gla da matriz apresenta ainda um papel essencial na angiogénese,
assegurando a funcéo correta das células endoteliais. A sua acdo também ja foi observada
na diferenciacao celular e na tumorigénese 2. Por fim, uma grande vantagem da MGP é
que esta é das poucas proteinas que tem a capacidade de entrar no interior das fibras

elasticas, impedindo desta forma a degradacéo de elastina 413,

1.2.4. Causas e consequéncias da auséncia de MGP

Mutacdes no gene responsavel pela producdo de MGP, tém sido associadas a um
excesso de calcificagdo em tecidos moles e ainda a fragmentacéo de fibras elésticas 118,
Uma ma ligacdo da MGP a ECM também pode levar a alteracGes nesta proteina, que por
sua vez, podem desencadear o desenvolvimento de varias doencas, tais como

pseudoxanthoma elasticum (PXE), esclerose sistémica e sindrome de Keutel 6%,

Dado que a fosforilacdo pds-traducdo dos residuos serina da MGP é uma das etapas
essenciais para evitar a maturacdo 0ssea, pode-se dizer que também um defeito neste
processo podera pdr em causa a agdo da proteina Gla da matriz 224, Outro modo de afetar
a funcdo da MGP passa por bloquear a etapa da conversdo de Glu a Gla. Assim sendo,

esta fase pode ser destabilizada essencialmente de cinco formas:

» Deficiéncia em vitamina K, como resultado da alimentacdo, da exposi¢do a um

tratamento com VKAS, ou mesmo de uma mutacdo no recetor desta vitamina;
» Mutacdo do residuo Glu;

» Disfuncdo da GGCX, devido a mutacdes no local de ligacdo (maior tendéncia para

hemorragias como resultado do comprometimento dos fatores de coagulacdo);
» Estado incompleto de carboxilacao;

» Alteracdo da proteina Gla da matriz.

Desta forma, a MGP néo fica ativa e operacional para se ligar a i6es de calcio e impedir,
portanto, a calcificacdo ectopica. E importante ndo esquecer que efeitos epigenéticos,
bem como a modelagdo de outros genes, poderdo tambeém ser elementos causadores de
alteracbes nesta proteina. Todas as muta¢Ges conhecidas até a0 momento geraram

proteinas disfuncionais 22628,
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Algumas das consequéncias da auséncia desta proteina passam pela calcificacdo
ectopica de artérias e cartilagens, malformagdes no desenvolvimento 6sseo e no sistema

arterial/venoso, crescimento anormal e hemorragias 1447,

Mais se sabe que a anélise dos niveis de MGP inativo (desfosforilada e descarboxilada,
dp-ucMGP) na corrente sanguinea sdo um modo de estudar a quantidade de vitamina K
presente no organismo, pelo que se pode considerar a dp-ucMGP como um biomarcador

do défice da vitamina K 13848,

De forma geral, podemos dizer que mutac¢Ges associadas ao gene da proteina Gla da
matriz resultam em proteinas alteradas e promovem o desenvolvimento de fendtipos

patoldgicos.

1.3. Sistema vascular

O sistema vascular € composto pelos vasos sanguineos, sendo eles: artérias, veias e
capilares. Compreende fun¢des que variam consoante a sua constitui¢ao e estrutura, mas
que estdo principalmente associados ao transporte sanguineo, garantindo a entrega de
oxigénio e nutrientes a todas as células do organismo e consequente extracao de residuos

metabolicos #°.

A calcificagdo vascular normalmente inicia-se nas redes de elastina da parede arterial,
podendo ocorrer tanto na camada intima como na camada média dos vasos sanguineos,
sendo estas independentes uma da outra °4%43, O seu processo pode estar associado a
alteracdo da ECM, infiltracdo de macrofagos, proliferacdo e diferenciacdo de células
musculares lisas vasculares (VSMC) e degradacdo de fibras elasticas. Resulta muitas
vezes de falhas no processo de remodelagéo vascular e, no caso da calcificagdo medial,
localiza-se especificamente nas fibras elasticas e/ou VSMCs 47951 Num estudo
desenvolvido em 2004, concluiu-se que a calcificagdo da aorta € um processo localizado,
uma vez que apenas as areas vasculares expostas diretamente a cloreto de calcio tenderam

a calcificar de forma significativa *°.

Como ja foi dito anteriormente, num estudo publicado em 1997, observou-se que
ratinhos MGP -/- morreram prematuramente devido a calcificagcbes vasculares,
promovendo assim a rutura dos vasos *"°. Foi também identificado que as VSMCs

apresentam um papel crucial na calcificacdo vascular, uma vez que se tende a observar
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uma mudanca de fendtipo destas células para um perfil osteogenico. Estes dados foram
observados também em ratinhos MGP -/- e podem ser explicados pela diminuicdo da
expressdo de marcadores de VSMCs, seguido do aumento da expressdo de marcadores

que favorecem a formacao de tecido mineral 6sseo /4,

Estudos afirmam ainda que a parte vascular é dos principais contribuintes para o
aumento de produtos, resultantes da digestdo das fibras elasticas, na corrente sanguinea.
O que nos leva a concluir que, também a degradacéo e calcificacéo de elastina, fardo parte

das doencas vasculares 414750,

A biopsia feita as lesdes cutaneas de um paciente com KS apresentou uma baixa
proliferacio vascular, associada a inflamagdo cronica perivascular 1. Desta forma é
possivel perceber a interacéo existente entre a falta de MGP, a digest&o de fibras elasticas
e o papel que o sistema vascular desempenha nesta patologia, que é a sindrome de Keutel
(Figura 1.10).

Auséncia
de MGP

Lesoes Calcificagao
Cllidncas T cefoplca Figura 1.10. Esquema representativo
da interacdo existente entre a auséncia
de Keutel de MGP, degradagio de elastina e 0
sistema vascular. (figura obtida
através da aplicacdo BioRender)
Elastina stacrgfar
degradada Sforada

S40 varias as vias de sinalizacdo que contribuem para este tipo de calcificacdo. E
exemplo a via Notch, Wnt, mas principalmente a via da BMP. Como ja foi abordado neste
trabalho, esta ultima via apresenta propriedades importantes para que ocorra a formacéo
de osso, estando por isso intimamente relacionada com a regulacdo da expressdo de
marcadores osteogenicos. A veracidade das afirmacbes anteriores ficou assegurada
quando se observou que ratinhos knockout para a MGP ndo apresentam calcificagdo

vascular quando expostos a inibidores da via BMP 4.
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Cada vez mais se tem verificado um aumento do nivel de incidéncia de problemas
vasculares, estando estes associados a alguma mortalidade. Exemplos de doengas
relacionadas com o sistema vascular sdo o enfarte do miocardio, acidente vascular
cerebral, isquemia, hipertensdo, aterosclerose, diabetes, doenca renal cronica, PXE,
doenca de Marfan e a sindrome de Keutel (Figura 1.11) 1. De um modo geral, podemos
concluir que a rigidez e remodelacédo arterial andmala favorecem a formagédo de danos
%051 Mais estudos tém de ser realizados para que se possa entender com clareza as causas

e consequéncias associadas a este tipo de patologia.

Genetic Diseases
Marfan

Gene defect:.
¢ FBN-1 (Fibrillin-1) ; = Iy
Clinical: mpaired __ Impaired VSMC _ echanica

. elastogenesis stretch |
* Aortic aneurysms & attachment Shear stress

Pl ;
« Elastin fragmentation
* Abnormal synthetic VSMC

Endothelial
dysfunction

Oxidative stress =

PXE ——————— Chemokine release
Gene defect:
* ABCC6 = = | P
Clinical: Arterial Remodeling Clinical
« Cardiovascular events/death [ VSMC phenotype | ———— .
)s 3 5 — 2

Ocular/skin lesions switching Synthesis —_— Arterial stiffness
Phenotype: +
« Elastin fragmentation ‘
= Abnormal synthetic VSMC . . 1
* Mineral deposition (—> | Elastin degradation Collagen deposition Aberrant hemodynamics ™"
Keutel's syndrome ‘
Gene defect: .
* MGP (Matrix Gla Protein) Calcification Cardiovascular disease

+ Soft tissue mineralization ry
+ Pulmonary stenosis s
* Facial hypoplasia

3 Matrix Gla

Protein

* Mineral deposition

PXE-Like syndrome Carboxylation Vitamin K-antagonists
Gene defect: Mechanism:

> GGCX Vitamin K cycle « Inhibition of Vitamin K-cycle
Clinical: — T ”

* Soft tissue mi ization } Clinical:

* Goal: Anticoagulant therapy
+ Adverse: Soft tissue
mineralization

* Pulmonary stenosis
* Facial hypoplasia

* Mineral deposition

Figura 1.11. Vias envolvidas no processo de remodelagdo vascular em quatro doengas genéticas.
PXE- pseudoxanthoma elasticum; MMP- metaloproteinases da matriz; VSMC- célula muscular
lisa vascular; GGCX- enzima y-glutamil carboxilase. Imagem de Bernard van Varik et al., 2012.

1.4. Elastina

Um importante constituinte da ECM sdo as fibras elésticas, compostas essencialmente
por elastina (cerca de 90%) e microfibrilas. A sua estrutura e funcéo depende do tecido
onde se encontra, podendo alternar desde uma organizacao em forma de anéis, a volta do

ltmen das artérias, a uma disposi¢&o com aspeto de malha ou mesmo de favo de mel 512,
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A elastina é uma proteina de estrutura, constituida por desmosina e isodesmosina
(DES), que deriva do precursor tropoelastina (60-70 kDa) localizado no cromossoma 7q
do ser humano. A sua produgéo ocorre antes do nascimento, podendo ainda ser secretada
por VSMCs nos primeiros meses de vida 1*4%%, Encontra-se principalmente em tecidos

moles, mas também na traqueia, laringe, pavilhdo auricular, pele, tenddes e cartilagem 2.

Apresenta uma série de caracteristicas particulares, como a elevada elasticidade,
resisténcia, resiliéncia e deformabilidade, que sdo essenciais ao funcionamento de certos
tecidos dindmicos, como os pulmdes e as artérias 19414352 Estas qualidades s&o um
importante requisito para 0s processos que envolvem a circulagdo sanguinea e a
respiracdo 1°°2, Para além disto, a elastina apresenta um papel fundamental na
manutencdo e remodelacdo da parede arterial, na regulacdo da homeostasia de VSMCs e

esta também envolvida no processo de calcificagdo ectopica patoldgica 2.

1.4.1. Degradacdo de elastina e a sua possivel interacdo com a sindrome
de Keutel

Quando existe um desequilibrio entre a acdo de proteases (promovem a degradacédo de
proteinas) e antiproteases (impedem a digestdo de proteinas), passam a existir
mecanismos patoldgicos que, em condi¢Bes normais, ndo aconteceriam 1. A calcificagio
e a degradacdo de elastina sdo, como foi dito anteriormente, caracteristicas da patologia
vascular e resultam, exatamente, de uma falha deste balanco *°. O envelhecimento é outro

fator responsavel pela perda das redes de elastina 4°2,

E sabido que as fibras elésticas s&o o local de eleicéo para que se proceda & deposicéo
inicial de minerais necessarios ao processo de calcificacdo 8. Tal deve-se ao facto da
elastina apresentar uma elevada afinidade ao calcio, pelo que estes niveis tendem a
aumentar com a idade 440, Desta forma, e apesar da elastina manifestar uma certa
resisténcia a protedlise, tende a ocorrer a sua digestdo por parte de enzimas, como
elastases e metaloproteinases da matriz (MMPs), levando assim a diminui¢do dos niveis

de DES e & perda de organizacéo e de integridade das fibras elasticas 1%4°52,

Podemos entdo definir elastases como enzimas serina-protéases, produzidas por
macrofagos e neutrofilos, que sdo responsaveis por degradar a elastina 36, A sua sintese

aumenta em funcg&o do teor de calcio das fibras, pelo que se pode afirmar que as elastases
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tendem a ser estimuladas pela presenca de calcificagio “2*3. Beazley et al. identificaram
a adipsina como a principal elastase ativa, sendo induzida pela auséncia de MGP em
ratinhos knockout. Verificou-se ainda que esta é responsavel por intensificar a atividade

proteolitica, resultando numa maior quantidade de fibras elésticas fragmentadas 2.

A calcificacdo e a degradacdo de elastina sdo dois processos que estdo intimamente
relacionados e, por isso, tendem a estimular-se mutuamente “**°. Estudos recentes
confirmaram esta observacdo, mostrando que o aumento da degradacéo de elastina tende
a estar diretamente relacionado com uma elevada presenca de calcificacdo. Tal € possivel
de comprovar pela interligacdo positiva com o aumento dos niveis de desmosina e
isodesmosina plasmaticos (pDES), que funcionam como biomarcadores sanguineos da
taxa de degradac&o das fibras elasticas 19414350, Pode-se entdo afirmar que a degradac&o

de elastina é um dos fatores que promove a calcificacdo (Figura 1.12) >,

Desequilibrio . Degradacdo - . ) Aumenta a necessidade
protéase/antiprotéase de elastina e de sintese de MGP

!l

Aumentam os
niveis de pDES

Aumentam os
requisitos em
vitamina K

Figura 1.12. Esquema das etapas associadas a degradacgdo e calcificacdo de elastina. (figura obtida
através da aplicacdo BioRender)

A proteolise de elastina, podera estar ainda associada uma desorganizacio e mudanca
de morfologia das fibras elasticas, podendo haver, portanto, uma transicdo de fibras com

um aspeto ondulado para fibras achatadas °*°2,

De igual forma, sera de esperar que também na sindrome de Keutel, os niveis de
degradacéo das fibras elasticas e da elastocalcinose tendam a aumentar gradualmente em
fungéo da auséncia de MGP. No estudo desenvolvido em 1997 por Luo et al., a anélise
histologica das artérias de ratinhos MGP -/-, revelou a presenca de laminas elasticas
calcificadas !’. Mais tarde, outros investigadores confirmaram a presenca de fibras
elasticas calcificadas na derme e nas artérias de pacientes com sindrome de Keutel, bem
como uma diminuigdo da quantidade das mesmas °>4%7 Isto pode em parte explicar a

formacéo de lesbes cutaneas nestes doentes.
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Num estudo de 2014, os autores afirmaram
que pacientes com KS manifestavam falta de
fibras elasticas na derme papilar, enquanto que
a derme reticular se encontrava inalterada !
Como podemos observar pela Figura 1.13, a

derme é composta por duas camadas, papilar e

reticular. A camada papilar € a que se encontra Derme - & .- v ’ W
junto a epiderme, e é caracterizada pela :r&g@@é&u!&r. - 3{1

- A . - , . , e A;‘ ~ . .
existéncia de papilas dérmicas. Ja a derme L i - e ]

reticular, encontra-se entre a derme papilar e a ) .
Figura 1.13. Corte histoldgico da pele,

hipoderme 8. onde se pode observar a epiderme e as
duas camadas que formam a derme.

Basalyga et al. (2004), realizaram um Imagem adaptada de Yoshito, 2011.

tratamento da aorta abdominal de ratos,

através da administracao de baixas concentracdes de cloreto de célcio. Deste estudo péde-
se observar a presenca de uma ECM adrtica desorganizada, apoptose de algumas células
vasculares, perda da estrutura e forma natural das fibras, diminuicao dos niveis de DES e
a formacdo de depositos de calcio nas laminas eldsticas, seguido da sua degradacdo e
calcificagio *°.

Também no estudo desenvolvido por Meier et al. (2001), verificou-se a presenca de
fibras elasticas calcificadas, nomeadamente na elastica interna, em lesdes vasculares de

um paciente com KS (Figura 1.14) °.

Figura 1.14. Calcificacdo da elastica interna em trés tipos de artérias: da artéria de um tecido mole (A), da
artéria meningea (B) e da artéria intracerebral (C). As setas indicam onde se encontram as calcificacdes.
Imagens adaptadas de Meier et al., 2001.

Estudos recentes mostraram que uma suplementagdo rica em vitamina K, podera

impedir a degradacdo e a calcificacdo de elastina, diminuindo assim os niveis de pDES,

21



Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

bem como a possibilidade de formacéo de doencas despoletadas pela perda de funcao
destas fibras 14143, Também em 2004, foi realizado um ensaio que concluiu que um
tratamento com ides de aluminio reduz os efeitos patoldgicos associados a estas fibras,
bem como as alterac6es morfologicas que possam estar relacionadas. Tal deve-se ao facto
destes i6es manifestarem um efeito protetor, atuando como inibidores da degradacao e

calcificaco de elastina °.

Como podemos observar pela Figura 1.15, o estudo desta proteina tem vindo a tomar
cada vez mais relevancia com o passar dos anos, mostrando que de facto a elastina tera
um papel importante na manutengao

. o RESULTS BY YEAR
dos tecidos saudaveis °°.

Recentemente, num estudo
publicado ja em 2021, verificou-se que

ratinhos mutantes para MGP -/- e

.|||||||||H|||\M\MM|”|||
O‘.............................m O

calcificacdo medial, o que sugere um
. . . 1925 2021
efeito direto por parte da quantidade
de elastina  no processo  de Figura 1.15. Evolucdo de estudos publicados
sobre elastina ao longo dos anos. Gréfico retirado
mineralizagdo 4. do Pubmed ao dia 22 de Setembro de 2021.

1.5. Peixe-zebra

O peixe-zebra (Danio rerio) tem vindo cada vez mais a ser usado enquanto modelo de
estudo de diversas patologias humanas, tais como doencas genéticas e alteracBes de
processos bioldgicos . De facto, este animal apresenta varias vantagens que o tornam
num dos melhores modelos de investigacdo na area da biomedicina 8. Algumas delas séo
a facil e répida capacidade de reproducdo (Figura 1.16); fertilizacdo externa; a
possibilidade do estudo e observacdo do desenvolvimento desde a fase de zigoto; atingem
a maturidade sexual com aproximadamente trés meses; pequeno tamanho; facil de cuidar
e manipular; elevada capacidade de regeneracdo; resisténcia a variagdes de temperatura e
salinidade; custo de manutencdo relativamente menor quando comparado com roedores;
e o facto de apresentar semelhancas estruturais com outros organismos %628 Esta
espéecie € muito usada no estudo funcional do esqueleto, bem como das etapas que lhe

estdo associadas ©°.
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Zigoto
Peixe adulto Periodo de
ey _—r — clivagem
e —
30 min apos
- —
g € ,_——:_// fertilizagéo

Periodo de
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L \
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fertilizagao
Periodo de
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e

Periodo de
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Segmentagao —
Periodo de
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Figura 1.16. Fases do desenvolvimento do peixe-zebra ao longo do tempo.
(figura obtida através da aplicacdo BioRender)

Foi a possibilidade da analise da biologia do desenvolvimento que realmente nos
despertou interesse neste animal. Como ja foi abordado anteriormente, a sindrome de
Keutel é uma doenca associada a problemas de calcificacdo, pelo que a analise desta
patologia no peixe-zebra podera ajudar a explicar quais as vias e processos que Sao
afetados ao longo do crescimento. Além disto, podemos facilmente observar através da
Figura 1.17 que a sequéncia proteica da MGP é bastante semelhante entre 0 Homo
sapiens, Mus musculus e Danio rerio, podendo desta forma desempenhar funcdes
idénticas nestes trés organismos %, Esta é mais uma prova de que o peixe-zebra é um

modelo animal indicado para 0 nosso estudo.

O sistema esquelético desta espécie, nomeadamente o processo de mineralizacdo e vias
de sinalizagdo, apresentam semelhangas com o dos mamiferos, e em particular com o ser
humano %%, Este ¢ constituido por uma ECM mineralizada, células 6sseas (osteoblastos
e osteoclastos), proteinas de matriz, colagénio e agua 5+%7%8, Um dos fatores que afeta o
seu desenvolvimento € a nutri¢do, ainda que o uso de suplementos possa influenciar o
crescimento e a incidéncia de anomalias . Este organismo modelo tem vindo inclusive
a ser usado no estudo de problemas associados a mineraliza¢éo ectépica, como no caso
da PXE 679,
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vV VY
HsaMGP MKS---LILLAILAALAVVTLCYESHESMESYELNPFINRRNANTEISPQORWRAKVOERIRERSKPVHELNREA
MmuMGP MKS---LLPLAILAALAVATLCYESHESMESYEISPFINRRNANTFMSPQORWRAKAQKRVOERNKPAYEINREA

DreMGP MCVSPQCVFLCVVLALGAAA-AYDSQESRESLEV--FVNPYQANAFMRNTQHN-———— PYIYRRMKTPAERRAEV
cons * HE I O T R R G O *: L
HsaMGP CDDYRLCERYAMVYGYNAAYNRYFR 1@ -GT----- K

MmuMGP CDDYKLCERYAMVYGYNAAYNRYFRORR--GAK----Y

DreMGP CEDFSPCRVFALRYGSQVAYQTFFSPQQLRANQQLE:ﬁ

cons *:*: * .k . * % ~‘**: .k H .

\/... : HEA

Legenda:
- Péptido de sinal
- Dominio de fosforilacéo
- Dominio Gla
- Ponto de reconhecimento da enzima y-glutamil carboxilase
- Local de clivagem proteolitica (ANxF)
~—~ - Ponte dissulfito entre duas cisteinas
[::] - Local de clivagem proteolitica C-terminal (R"R)
- - Falta de um ou mais aminoacidos
*

- Sequéncia alinhada nos trés animais em estudo

— Local onde se observam substitui¢des conservadas de residuos, ainda que estes
estejam associados a um grupo de aminodcidos com uma forte semelhanca

- Local onde se observam substitui¢bes semi-conservadas de residuos que estéo
associados a um grupo de aminodcidos com uma fraca semelhanga

+ E - Glutamatos, conservados nas trés espécies, que vao sofrer o processo de carboxilacédo

VvV E - Glutamatos, conservados apenas no homo sapiens e ratinho, que vdo sofrer o processo de
carboxilacéao

v E - Glutamato, conservado apenas no homo sapiens, que vai sofrer o processo de carboxilagado

+ S - Serinas, conservadas nas trés espécies, que vdo sofrer o processo de carboxilacdo

Figura 1.17. Alinhamento das sequéncias proteicas da MGP no Homo sapiens (HsaMGP), ratinho
(MmuMGP) e peixe-zebra (DreMGP) através do software T-Coffe. A previsdo do local do péptido sinal e do
dominio Gla foi realizado com recurso a plataforma InterProScan, enquanto os restantes dominios através do
artigo de Laizé et al. (2005).

Outro fator que pode afetar o sistema dsseo é a TG2. Esta ja foi descrita como tendo
um papel essencial na formacdo da estrutura do ovo da carpa e, mais recentemente, no
processo de mineralizagéo e calcificagdo do peixe-zebra ®"*. Num estudo realizado em
2012, verificou-se ainda que a TG2 tende a estar envolvida principalmente nas primeiras
etapas do desenvolvimento de Danio rerio, bem como no processo de homeostasia da
fase adulta. Esta enzima pode ser encontrada nos muasculos, notocorda e barbatanas
peitorais .
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Relativamente ao gene que codifica para a proteina Gla da matriz de peixe-zebra, este
localiza-se no cromossoma 3 e € composto por cinco exdes, sendo apenas quatro deles
codantes. Esta particularidade da existéncia de um ex&o ndo codante do lado N-terminal
da proteina, foi identificada em praticamente todos os anfibios, apresentando um papel

importante na regulagdo de transcritos .

Através do Assembly GRCz11l (GCF_000002035.6) da plataforma do NCBI,

pudemos concluir que o peixe-zebra apresenta um unico gene para a MGP e que este

possui 19 266 pares de bases "3. Varios estudos realizados ao longo dos anos permitiram
concluir que a MGP é expressa na barbatana caudal, arcos branquiais e numa série de
sistemas esséncias ao funcionamento deste organismo, tais como o sistema respiratorio,

cardiovascular, digestivo, nervoso e esquelético '8,

J4 0 gene que codifica para a elastina a (Elna) em Danio rerio, encontra-se no
cromossoma 15 e € constituido por cinquenta e sete exdes (Anexo I1). Possuindo um total
de 59 908 pares de bases, este gene pode levar a producdo de vinte e um transcritos,
estando apenas um deles validado °. A elastina a é expressa no sistema nervoso, coragao,
bexiga natatoria e nas estruturas ligamentares do cranio de peixes-zebra adultos de ambos
os géneros 88 Desta forma, a manifestacio desta proteina poderd afetar o tecido

muscular, vascular, nervoso e esquelético.
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2. Objetivos

Sendo a sindrome de Keutel uma doenca rara e ainda sem cura, 0 proposito desta tese
de mestrado foi caracterizar duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina, e analisar
de que modo esta proteina pode estar diretamente associada a uma proteina Gla da matriz
alterada.

Através da analise fenotipica, relacbes biométricas, mortalidade, viabilidade
reprodutiva, exposicdo a VKAs, analise histoldgica e imunohistoquimica, foi feito um
estudo dos mutantes heterozigéticos e homozigaticos das duas linhas. Foi ainda realizado

um estudo bioinformatico da estrutura da proteina elastina.

Este trabalho, além de ser o primeiro estudo com estas duas linhas de peixes mutantes,
podera promover novas abordagens no que toca ao funcionamento desta patologia,

podendo mais tarde ser uma mais-valia no tratamento de pacientes afetados.
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3. Materiais e métodos

3.1. Linhas de estudo e condic¢des de manutenc¢ao

Neste trabalho foram usados trés modelos diferentes de peixe-zebra, duas linhas
transgénicas (Sal7177 e Sa42459) e uma wild type (WT, linha AB). As duas linhas
modificadas expressam uma mutacao no cromossoma 15 que afeta diretamente a estrutura

de Elna ®. A diferenca entre elas advém da localizagio da mutagao.

Assim, a mutagéo existente na linha Sal7177 provoca a troca de uma guanina por uma
timina na posi¢do gendmica 296216, resultando num c6ddo STOP prematuro. Ja na linha
Sa42459 ha a substituicdo de uma timina por uma adenina (localizacdo gendmica 285811)
que vai afetar o local de splicing, uma vez que o intrdo onde se encontra a mutacao vai
ser retido 8. A razdo pela qual nos focamos em duas linhas de estudo deve-se a ndo

sabermos qual sera o efeito de cada uma neste modelo animal.

A sequéncia nucleotidica do gene Elna no peixe-zebra pode ser observada na
plataforma do NCBI, ou através do link: Danio rerio strain Tuebingen chromosome 15,
GRCz11 Primary Assembly - Nucleotide - NCBI (nih.gov).

Todos os animais foram mantidos em condic¢Ges 6timas de modo a garantir o bem-
estar e desenvolvimento. Assim, os peixes foram cuidados a temperatura de 28+0,5°C,
pH de 7,5+0,1, niveis de condutividade entre 750+30uS e um fotoperiodo de 14h de
luz/10h de escuro. Relativamente a limpezas, regularmente procedia-se a higiene dos
tanques (volume de 3,5 L, marca Tecniplast) garantindo que ndo houvesse acumulagédo
de comida no fundo dos aquarios. Os peixes eram ainda alimentados duas vezes por dia,
uma vez com artémia (Artemia nauplii, da INVE Aquaculture) e outra com ragdo
(Zebrafeed®, da Sparos).

3.2. Experiéncia de exposicdo a varfarina com peixes wild type juvenis

De modo a verificar se realmente a degradacdo das fibras elésticas esta diretamente
associada a calcificacdo, foi feito um ensaio com o propoésito de avaliar a presenca e
estrutura da elastina em juvenis de peixe-zebra (linha wild type), com cerca de dois meses
de idade, quando sujeitos a um protocolo de exposicao a varfarina. Este teste envolveu

duas experiéncias: uma exposta a 0 mg/L de varfarina, desempenhando por isso a fungéo
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de grupo controlo; e outra contendo 25 mg/L. Cada grupo teve trés réplicas e a cada um
deles foram adicionados 10 peixes (Figura 3.1). A amostragem foi feita aleatoriamente e

o0s animais colocados em tanques com 1 L de &gua do sistema.

n-=10 n-=10 n=10

omg/Lde
varfarina

n=10 n=10 n=10

25 mg/L de
varfarina

Figura 3.1. Esquema experimental do protocolo de exposi¢do a varfarina com peixes wild type.
n = namero de animais por tanque. (figura obtida atraves da aplicacdo BioRender)

Diariamente os tanques eram sifonados, os peixes alimentados e era feito o registo do
comportamento dos animais, bem como da mortalidade. A cada dois dias, era feita uma
substituicdo de 800 mL da &gua dos tanques por agua nova do sistema e, aos grupos
sujeitos a concentracdo de 25 mg/L de varfarina, era adicionado novamente esta
substancia de modo a manter os seus niveis constantes. Os peixes eram alimentados duas
vezes por dia, uma vez com artémia e outra com racao. A experiéncia teve a duracgdo de

2 semanas.

Apbs perfazer o periodo estabelecido, procedeu-se a anestesia dos animais com uma
dose letal de Tricaine, seguido de fixacdo e desidratacdo das amostras segundo o
protocolo desenvolvido por Gavaia et al. em 2006 (Anexo 11 - Protocolo de fixagéo das
amostras bioldgicas) . Mais tarde, apds a obtencdo dos cortes histologicos (ver capitulo
3.8.), realizou-se a analise dos mesmos através das técnicas Verhoeff-Van Gieson (VVG,
ver protocolo no capitulo 3.11.) e imunohistoquimica com anticorpos anti-elastina
(informagdes mais pormenorizadas no capitulo 3.7. e 3.10.). Nesta ultima técnica,
utilizamos um controlo positivo através de secgdes de amostras de ratinho,

nomeadamente do fémur e do coracao.
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3.3. Genotipagem das linhas Sal7177 e Sa42459

Para se proceder a genotipagem de ambas as linhas de peixes-zebra, iniciando nos
peixes adultos heterozigdticos (com cerca de 6 meses, 12 geracéo) e depois passando para
0s animais obtidos das suas posturas (peixes com 2 meses), realizou-se a encomenda de
primers especificos para cada uma das mutagdes. Na Tabela 3.1 constam as informac6es
sobre cada um deles. Os primers foram dissolvidos em 90 pL de agua e guardados a
-20°C.

Tabela 3.1. Tabela de primers.

PRIMERS
LINHA TIPO DE SEQUENCIA PARES | TEMPERATURA
PRIMER (SENTIDO 5" = 37) DE DE MELTING
BASES (Tm)
Forward CCTAACTCCTCATTTGCTCAGCCA 24 58,91°C
Sal7177
Reverse TTCCACCAGCACCTGAAACAAGAG 24 59,41°C
Forward GCAGCACAGCAGTCTTCAAGG 21 58,88° C
Sa42459
Reverse GGATTCGTCTCAGTTGGTTTAGTTGG 26 57,57° C

De seguida, realizou-se a extracdo do DNA gendmico a partir das caudas de peixes-
zebra. Para isso, 0s animais foram previamente anestesiados com uma solucgéo de Tricaine
(3,5 mL de Tricaine misturados em 100 mL de agua do sistema) e realizou-se um pegqueno
corte da barbatana caudal de cada um dos peixes. Cada uma das amostras genémicas foi
guardada num tubo de 0,2 mL, ja preparado com uma solucdo de Alkalyne Lysis buffer
(25 pL: 25 mM NaOH; 0,2 mM EDTA pH=8) para promover a lise dos tecidos.

Apos todas as colheitas, os tubos com o material genético foram sujeitos a uma
temperatura de 95°C durante 15 minutos, seguido de um ligeiro SPIN e da adi¢éo de 25

uL de Tris-HCI buffer para neutralizar as amostras.
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A proxima etapa consistiu em fazer um PCR, onde foi adicionado a cada amostra:

e 1,5uL DNA genomico
e 2,5 L buffer

e 0,75 pL MgCl;

e 0,5uL dNTPs

e 0,1 L Tag polimerase

e 1,25 pL primer forward
e 1,25 L primer reverse
e 17,15 pL H0

Relativamente ao nimero de ciclos:

e 94°C durante 3 minutos

e 94°C durante 45 segundos

o 58°C durante 30 segundos 35 ciclos
e 72°C durante 55 segundos

e 72°C durante 10 minutos

Ap0s esta técnica, fizemos uma electroforese de modo a garantir que o fragmento que

pretendemos observar realmente existe. Para o gel de agarose usamos:

» 1,2.g agarose em p6 3 minutos no microondas, seguido de arrefecimento do
e 120 mL TAE recipiente em &gua corrente a temperatura ambiente

e 1,6 pL GreenSafe

Vertemos a solucdo para o suporte e deixamos solidificar por 10 minutos. De seguida,
procedemos a colocagdo do gel numa tina cheia de TAE. No primeiro pogo do gel é
pipetado o marcador de tamanhos (Gene Ruler 1kb DNA ladder) (6 pL) e aos restantes

pocos é adicionado:

e 15 L do produto de PCR
e 4 L loading buffer
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Deixamos o gel a correr por cerca de 30 minutos a voltagem de 120 Volts e
posteriormente visualizamos as bandas no transiluminador de luz ultravioleta (UV). Na
Figura 3.2 podemos ver um exemplo do gel analisado em cada uma das mutagdes. Quando
foi possivel a observacdo das bandas esperadas, procedemos ao envio das amostras do

produto de PCR para sequenciacao.

A) Marcador B) Marcador

/

Figura 3.2. Electroforese das amostras da linha Sal7177 (A) e Sa42459 (B).

A andlise dos dados da sequenciacdo foi feita em duas plataformas:

e NCBI - Fizemos um blast para confirmar se de facto era a sequéncia de

nucleotidos esperada;

e BioEdit - Foi realizado o estudo dos cromatogramas de cada animal. A
sobreposicdo de dois picos no quadro de leitura, indica que estamos perante um

animal heterozigotico (um alelo apresenta-se normal e 0 outro manifesta a mutagéo).

Apos efetuar a analise de todas as amostras, os peixes foram separados conforme sejam
wild type, heterozig6ticos ou homozigéticos. Seguidamente, deu-se inicio aos

cruzamentos de acordo com o que se encontra visualizado na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Linhagem e processo de obtengao de peixes-zebra homozigoticos. (figura obtida através
da aplicacdo BioRender)

3.4. Relacdes biomeétricas e analise do fenotipo

De maneira a podermos verificar se existem alteracbes significativas no
desenvolvimento 6sseo nos dois mutantes, foi feito o registo das medidas biométricas dos
peixes adultos heterozigoticos (12 geracdo) de ambas as linhas, bem como de algumas
larvas que resultaram do primeiro cruzamento. Para a obtencdo das medidas das larvas
tivemos de recorrer ao software Fiji-ImageJ, que funciona como uma aplicacdo de

processamento de imagens. Ja no caso dos peixes adultos o método utilizado foi manual.

3.5. Estudo bioinformatico da estrutura da elastina

Foi ainda do nosso interesse realizar um estudo mais aprofundado sobre a estrutura da
elastina, de modo a entender como é que esta proteina tem vindo a evoluir ao longo dos
anos em diferentes espécies. Assim, numa primeira abordagem, fomos analisar a estrutura

dos transcritos existentes no humano, ratinho e peixe-zebra.

Para que esta analise bioinforméatica fosse possivel recorremos entdo a duas
plataformas digitais, NCBI e InterProScan. Da primeira aplicacdo, tivemos acesso a
sequéncia da proteina, no formato FASTA, apenas para 0s transcritos validados de cada
um dos animais em estudo. Depois entdo, na plataforma InterProScan, carregdmos cada

uma das sequéncias e obtivemos, para cada uma delas, um grafico onde constam o0s
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diferentes dominios, bem como as suas posi¢des e o tamanho total da proteina. E de
ressaltar que este estudo foi feito com base no algoritmo da plataforma InterProScan e,
portanto, os esquemas realizados s&o com base numa percentagem de aceitacdo, podendo

ndo corresponder a estrutura real da proteina.

De maneira a entendermos se existe algum nivel de similaridade entre estes trés
organismos, fizemos ainda um alinhamento das sequéncias (Hsa,ELN1; Mmu,ELN;
Dre,ELNa) através do software T-Coffee - Multiple Sequence Alignment. Desta forma,
além de conseguirmos organizar as estruturas, podemos comparar os locais das regides
funcionais da elastina, verificar se existem zonas isoladas/ndo alinhadas e prever se houve
de facto uma tendéncia evolutiva. Tal é possivel pois este software apresenta um conjunto
de algoritmos focados na comparacao de sequéncias compreendidas em bases de dados.
No caso de se verificar que realmente existe uma homologia de regides, isso significa que

provavelmente esses locais terdo relagdes funcionais e/ou estruturais semelhantes.

Posteriormente, aproveitamos também para comparar a estrutura das proteinas
produzidas nas linhas Sal7177 e Sa42459, com a estrutura da proteina ELNa existente

no peixe-zebra wild type.

3.6. Experiéncia de exposicdo a varfarina com peixes Sa42459

heterozigoticos, Sa42459 homozigoticos e wild type adultos

Depois do estudo bioinformatico da estrutura da elastina nas duas linhas mutadas
decidimos, a semelhanca da experiéncia desenvolvida no capitulo 3.2., realizar também
um ensaio onde peixes Sa42459 heterozig6ticos, com cerca de 2 meses e meio de idade,
foram sujeitos a um protocolo de exposi¢do a varfarina. Assim, como € visivel na Figura
3.4 foram usados dois tanques, um desempenhando a fun¢do de grupo controlo (0 mg/L
de varfarina) e outro onde os animais foram expostos a 50 mg/L de varfarina. Cada tanque
foi preenchido com 1,5 L de agua do sistema, e a este foram adicionados 10 peixes, tendo
sido a amostragem feita aleatoriamente. Os dois grupos foram mantidos numa incubadora

a 28,2° C, com um fotoperiodo de 14h de luz e 10h de escuro.

Diariamente os tanques eram sifonados, os peixes alimentados e era feito o registo do
comportamento dos animais, bem como da mortalidade. A cada dois dias, era feita uma

substituicdo de 1 L da &gua dos tanques por dgua nova do sistema e, ao grupo sujeito a
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concentracdo de 50 mg/L de varfarina, era adicionado novamente esta substancia de modo
a manter os seus niveis constantes. Ao longo dos 9 dias de experiéncia, 0s animais foram

alimentados duas vezes por dia com racdo Zebrafeed.

/L de
arina

£

om,

var
50 mg/L de
varfarina

CONTROLO TESTE COM VARFARINA

Figura 3.4. Esquema experimental do protocolo de exposicdo a varfarina com peixes
Sa42459 heterozigbticos. n = nimero de animais por tanque. (figura obtida atraves
da aplicacdo BioRender)

Apbs perfazer o periodo estabelecido, procedeu-se a realizacdo de um banho de
Alizarin Red (0,3% em HO destilada, pH=7,6), técnica que permite assegurar a presenca
de calcificagbes nos tecidos de interesse. Para tal, 50 mL deste composto foram
adicionados em 700 mL de &gua do sistema, de modo a se obter uma concentracéo final
de 0,02%. Os peixes foram expostos a esta coloracdo durante cerca de 30 minutos. De
seguida, realizaram-se quatro banhos com agua do sistema, cada um entre 10-15 minutos,

de maneira a garantir que todo o corante em excesso era descartado.

Mais tarde, realizou-se uma analise de tipo live imaging para que pudéssemos observar
se de facto a exposicao a varfarina provocou hemorragias e/ou calcificagdes nos animais.
Assim, estes foram previamente anestesiados com uma solucdo de Tricaine (3,5 mL de
Tricaine misturados em 100 mL de agua do sistema) e fotografados em posicéo lateral,
na zona peitoral e na barbatana caudal. Nestes dois ultimos locais, foi usado fluorescéncia

para permitir visualizar a presenca/auséncia de aglomeracdes de ides célcio e fosfato.

Durante esta etapa, quatro dos animais do grupo Sa42459 expostos a varfarina
faleceram. Assim, posteriormente, realizou-se a fixacdo e desidratacdo das amostras
conforme o que se encontra descrito no Anexo Il - Protocolo de fixagdo das amostras
bioldgicas . Estas mantiveram-se guardadas numa arca frigorifica a 4° C, até que mais
tarde fosse possivel realizar a analise histoldgica através das técnicas von Kossa (permite

visualizar a presencga de mineraliza¢do nos tecidos, protocolo pormenorizado no capitulo

34



Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

3.12) e VVG. Também neste ensaio foi do nosso interesse realizar uma

imunohistoquimica através de anticorpos anti-elastina.

Para isso, os animais foram dissecados e procedeu-se a extracdo do coracdo para que
depois pudessem ser feitos os cortes, apenas para este 6rgao, por crioseccao (ver capitulo
3.9.). Esta diferenca de protocolo comparativamente ao capitulo 3.2., deveu-se a tentar
evitar que as amostras fragmentassem novamente e, que fosse possivel uma analise mais
detalhada deste tecido rico em elastina. De modo a termos também um grupo controlo
nesta analise, foi feita de igual forma este mesmo procedimento para peixes WT. Estas
secgOes foram depois distribuidas para que se conseguisse realizar as trés técnicas acima
referidas. Relativamente a imunohistoquimica, fizemos ainda uso de um controlo positivo

através de seccOes de amostras de ratinho, nomeadamente do fémur e do coracéo.

Para as linhas Sa42459 homozigo6ticos e wild type, foi feito este mesmo protocolo de
exposicdo a varfarina tendo os animais, respetivamente, cerca de quatro e cinco meses de
idade. Devido ao curto espaco de tempo, apenas foi possivel realizar este ensaio até a
etapa de live imaging. Apos esta etapa, escolhemos alguns exemplares de cada grupo para
que posteriormente fosse possivel realizar uma dissecacdo do coracgdo, seguido do seu

registo fotografico em condi¢fes normais e sob fluorescéncia.

Também devido ao periodo pandémico que vivemos, ndo nos foi possivel realizar este

mesmo estudo para a linha Sal7177 por restricdo do tempo de trabalho.

3.7. Validacao de anticorpos anti-elastina em peixes wild type e Sa42459

heterozigoticos

Neste trabalho, desejamos ainda estudar o uso de anticorpos anti-elastina nos modelos
de peixe-zebra mutados. Para isso foram encomendados anticorpos para a proteina
pretendida.

Uma vez que ndo existe um anticorpo validado para a elastina no peixe-zebra,
recorremos entdo ao uso de dois anticorpos policlonais de coelho anti-ratinho (ab21607
e BA-4). Os testes destes anticorpos podem ser feitos por western blot (1:2000), ou entéo
por imunofluorescéncia (IF; 1:400-800). Como anticorpo secundario foi usado o

anticorpo policlonal de cabra anti-coelho - Alexa Fluor® 488, caracterizado por absorver
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radiacdo azul e emitir cor verde. O isotipo deste anticorpo € a imunoglobulina G (IgG,
H+L).

Quando observado ao microscopio de fluorescéncia apresenta uma cor verde intensa,

enquanto o background exibe uma cor amarelada.

3.8. Protocolo para obtencédo de cortes histoldgicos

O principal objetivo dos procedimentos histoldgicos é produzir sec¢bes de parafina
muito finas e de boa qualidade para que posteriormente possam ser analisadas
microscopicamente. Para isso, ap0s 0s cortes as laminas podem ser coradas ou sujeitas a
um protocolo de imunohistoquimica. Esta analise permite observar possiveis alteracdes

nos tecidos e /ou a presenca de doencas.
Procedimento:

1- Apds o sacrificio dos animais com excesso de Tricaine (6 mL de Tricaine
misturados em 100 mL de agua do sistema), estes foram fixados segundo o protocolo
desenvolvido por Gavaia et al. em 2006 (Anexo Il - Protocolo de fixacdo das amostras

bioldgicas) e, posteriormente, guardados em etanol 70% a 4° C.

2- E essencial ainda, preparar também as laminas com o protocolo seguinte:

Revestimento de laminas com o reagente (3-AminopropyDtriethoxysilane, mais

conhecido como TESPA, para histologia e hibridizacdo in situ. Para isso as laminas vao

sofrer um esquema de montagem onde véo ser “lavadas” pela seguinte ordem:

2.1- Agua destilada: Passagem rapida

2.2- Etanol a 100%: Passagem rapida

2.3- TESPA a 2% em acetona (2 mL em 100 mL de acetona): 30 segundos
2.4- Acetona a 100%: Passagem répida x2

2.5- Agua destilada: Passagem rapida

2.6- Deixar secar as laminas numa incubadora a 40° C durante a noite, € no dia
seguinte guarda-las a temperatura ambiente até uso posterior.

3- O passo seguinte passa por colocar as amostras num processador de tecidos, para

proceder a inclusdo em parafina (no nosso caso fizemos uso da maquina Leica TP1020).
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Para isso as amostras foram previamente colocadas em cassetes descartaveis, e

submetidas a varias solugdes pela seguinte ordem:

3.1- Etanol 70%, 15 min.
3.2- Etanol 90%, 15min.
3.3- Etanol 100%, 15 min. - Etapa de desidratagédo
3.4- Etanol 100%, 30 min.

3.5- Etanol 100%, 45 min. |
3.6- Xilol, 20 min.
3.7- Xilol, 45 min.

3.8- Parafina, 30 min.

} Etapa de limpeza

3.9- Parafina, 30 min. Etapa de inclusdo

3.10- Parafina, 45 min.

4- Depois de passarmos as nossas amostras para uns moldes de plastico, iniciamos o
processo de obtencdo dos blocos de parafina com recurso ao aparelho Tissue embedding
station 28157 & 28157-230. Esta maquina engloba um centro de incorporacdo que
permite verter parafina derretida para o nosso molde, e uma placa fria que permite

exatamente arrefecer e solidificar o bloco.

5- Por fim, sdo feitas as sec¢des com recurso a um micrétomo e a um slide warmer.
Os nossos cortes foram feitos com uma espessura de 5 um. Apos o corte dos blocos,
colocamos as sec¢des numa lamina, previamente preparada com uma gota de agua
destilada. E importante que as laminas a usar (preparadas com TESPA) estejam sobre
uma placa aquecida a 35° C. NOTA: Para que os cortes sejam limpos e corretos, os blocos

devem estar frios (-1° - 0° C).

No nosso caso, a maioria das amostras fragmentaram ap6s o corte. Assim, num
trabalho futuro, talvez devéssemos recorrer a uma etapa de descalcificacdo apos a fixagao

dos tecidos.

6- Apo0s seccionar os tecidos, as laminas devem ser armazenadas a -80° C para manter
a integridade das proteinas/RNA, caso 0 objetivo seja fazer uma reacdo de
imunohistoquimica ou uma hibridacdo in situ. Se o proposito for realizar coloragGes

histoldgicas, basta armazenar no frigorifico a 4° C.
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3.9. Protocolo para obtencédo de cortes através de um criostato

Um criostato permite preservar e cortar amostras de tecido congelado, gracas a
existéncia de uma camara que mantém a temperatura bastante baixa (inclusive valores
negativos). O corte dos tecidos de interesse é feito gracas a um micrétomo, que se

encontra montado dentro do criostato.
Procedimento:

1- Apo6s o sacrificio dos animais com excesso de Tricaine (6 mL de Tricaine
misturados em 100 mL de agua do sistema), estes foram fixados segundo o protocolo
desenvolvido por Gavaia et al. em 2006 (Anexo IlI - Protocolo de fixagdo das amostras

bioldgicas) e, posteriormente, guardados em etanol 70% a 4° C.
2- Lavar 3x com tampao fosfato salino (PBS 10x), durante 30 min cada lavagem.
3- Mergulhar as amostras numa solucdo de sacarose 15%, durante a noite a 4° C.

4- No dia seguinte, substituir a solucdo anterior por uma solugdo de sacarose 30%
durante pelo menos 5h a 4° C (as amostras podem permanecer guardadas a esta

temperatura até um periodo maximo de 2 meses).

5- Extrair o coracdo dos animais em estudo e guardar a -80° C num bloco de plastico
com Optimal Cutting Temperature (O.C.T. compound, meio de montagem para

crioseccao), até que se queira realizar as seccdes.

6- Mais tarde, realizar cortes com 10 um através do uso de um criostato (recorremos a
um microtomo criostato rotativo CryoStar™ NX70 da Thermo Scientific). Para que isto
seja possivel necessitamos de uma temperatura de cdmara de -20° C. E ainda importante
que as seccdes sejam colocadas em laminas microscopicas de carga positiva. Uma vez
que as amostras bioldgicas tendem a apresentar uma carga negativa, o uso destas laminas

permite uma melhor adesdo de células e tecidos a superficie da lamina.

7- Apds terminar os cortes, deve-se guardar as laminas a -80° C até uso posterior. Para
se proceder as colora¢des ou imunohistoquimica, basta primeiro retirar as laminas do

congelador, deixar descongelar durante alguns minutos e fazer uma lavagem em PBS.
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3.10. Protocolo de imunohistoquimica para microscopia otica

O objetivo desta técnica é detetar e identificar a presenca de antigénios especificos
através de uma reagdo anticorpo-antigénio (Figura 3.5). Esta técnica é muito usada em
investigagdo, principalmente na anatomia patoldgica, pela grande capacidade de
estabelecer ligacdo a diversos constituintes de interesse como proteinas, células e tecidos.
Tal € possivel, gracas a formacao de uma cor exclusiva para um determinado complexo

antigénio-anticorpo.

emissao de luz verde

i Anticorpo secundério

H
i Anticorpo primario

4

@ ‘J,J~F : Tecido fixado

Proteinas

Figura 3.5. Imagem representativa da técnica imunohistoquimica para microscopia oOtica,
utilizando um anticorpo secundério fluorescente. (figura obtida através da aplicagdo BioRender)

Procedimento:

1- Numa primeira etapa, retiramos as laminas do -80° C e deixamos descongelar

durante alguns minutos.

2- No caso das amostras a tratar estarem em parafina, de seguida temos de proceder ao
processo de desparafinacdo das laminas (Xilol 100%, 10min; Etanol 100%, 10min; Etanol
50%, 10min; H>Odd, 10min). Se as secc¢des a usar tiverem sido obtidas no criostato, esta
etapa ndo é necessaria pois as amostras ndo sofreram a fase de desidratacéo, e entdo

prosseguimos diretamente para o préximo ponto do protocolo.
3- Lavar 3x com PBS, 5min.

4- Saturar os cortes com PBS + 4% soro de cabra, 30min.
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5- Dissolver o anticorpo primario em PBS + 4% soro de cabra (5 puL de anticorpo
primario para 750 pL de soro de cabra em PBS). Fazer esta etapa para os dois anticorpos
em estudo (ab21607 e BA-4, anticorpos de coelho anti-ratinho).

6- Incubar durante a noite as ldminas com o anticorpo primario, dentro de uma cdmara

hamida.
7- No dia seguinte, lavar 3x em PBS, 5 min.

Nota: Todos o0s passos seguintes devem ser realizados no escuro, pois os fluorocromos
presentes no anticorpo secundario perdem rapidamente fluorescéncia quando expostos a
luz ou aos UV.

8- Incubar durante 1 h com anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 (anticorpo de cabra
anti-coelho) diluido em PBS + 4% soro de cabra (5 pL de anticorpo secundério para 750
pL de soro de cabra em PBS), em cadmara humida. Na Figura 3.5 podemos ver ilustrada

a acdo deste anticorpo de uma forma meramente representativa.
9- Lavar 3x em PBS, 10 min.

10- Montar as laminas em glicerol e observar rapidamente ao microscopio sob luz UV
(também se pode substituir o glicerol por um meio de montagem antifading, como €
exemplo o DAKO ou Mowiol que sdo meios de montagem que evitam a perda de

fluorescéncia).
No final os tecidos podem ser analisados e diferenciados segundo as seguintes cores:

= Tecidos reativos ao anticorpo: fluorescentes
de cor verde intensa
= Background: cor amarelada

3.11. Protocolo de coloracéo de fibras elasticas através da técnica de

Verhoeff-Van Gieson

Para que a observacdo das fibras elasticas fosse possivel, recorremos ao uso da técnica
de coloracdo de Verhoeff-Van Gieson, uma coloracdo histoldgica especialmente
direcionada para a observacdo de elementos do tecido conjuntivo. Esta € ainda
recorrentemente usada para comprovar a auséncia ou desgaste de fibras elasticas em

tecidos associados a problemas vasculares. Devido a diversos fatores, como € o caso do
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envelhecimento ou problemas genéticos, estas fibras podem fragmentar perdendo assim
a sua capacidade de promover a extensdo, elasticidade e flexibilidade de certos 6rgéaos e

tecidos.

Por outro lado, uma vez que estas fibras sdo muito finas, torna-se impossivel a sua
visualizagdo e analise pelos métodos tradicionais, como a coloragdo com hematoxilina e
eosina. Assim, de uma forma sucinta, podemos dizer que a VVG ¢ a técnica ideal para
promover uma coloracdo rapida e intensa, aléem de permitir confirmar a presenca ou

auséncia de fibras elésticas.

Uma outra grande vantagem desta coloracdo € que combina duas técnicas, Verhoeff e
Van Gieson. Enquanto a primeira atua diretamente na marcacdo de fibras elasticas, a

solucdo de Van Gieson é especifica para o colagénio.

Reagentes:

» Hematoxilina alcodlica:

-Hematoxilina: 5,0 g

-Alcool absoluto: 100,0 mL

Dissolver a hematoxilina em alcool com a ajuda de um ligeiro calor, ndo ferver.
Etiquetar com a data e iniciais, a solucdo é estavel durante 1 ano.

» Cloreto férrico a 10%:

-Cloreto férrico: 10,0 g
-Agua destilada: 100,0 mL
Misturar bem. Etiquetar com a data e iniciais, a solucéo é estavel para 1 ano.

» lodo de Lugol:

-lodo: 2,5¢
-lodeto de potassio: 5,0 g
-Agua destilada: 50 mL

> Hematoxilina de Verhoeff:

-Hematoxilina alcoolica: 20,0 mL

-Cloreto férrico a 10%: 8,0 mL

- lodo de Lugol: 8,0 mL

Adicionar por ordem, misturando entre as adi¢Oes. Faga fresco e descarte.
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» Solucdo de diferenciacao (cloreto férrico a 2%):

-Qloreto férrico a 10%: 10,0 mL
-Agua destilada: 40,0 mL
Usar feito de fresco.

> Tiossulfato de s6dio a 5%:

-Tiossulfato de sodio: 5,0 g
-Agua destilada: 100,0 mL
Misturar bem. Etiquetar com a data e iniciais.

» Solucdo de Van Gieson;

-Acido Fuchsin a 1%: 1,0 mL

-Acido picrico, saturado: 45,0 mL

Misturar bem. Deixar repousar durante a noite. Etiquetar com a data e iniciais. Estavel
durante 2 semanas.

ATENCAO: Toxico, evitar o contacto e inalago.

SEGURANCA: Usar luvas (nitrilo), oculos de protecdo e bata de laboratorio.
Trabalhar numa area bem ventilada, utilizar a hotte, evitar o contacto e inalagéo.
-Acido picrico: toxico, pode tornar-se explosivo se forem dadas as condicdes que
favoregam a sua solidificagdo.

-lodo: sensibilizante dérmico, irritante aos olhos, pele e sistema respiratorio.

Procedimento:

1- Desparafinar e hidratar as sec¢fes com agua destilada (Xilol 100%, 10min; Etanol
100%, 10min; Etanol 50%, 10min; H>Odd, 10min).

2- Aplicar a solucdo de hematoxilina de Verhoeff durante 30min (guardar a solugéo

até que a coloracdo esteja completa).
3- Lavar as sec¢des com agua destilada.

4- Etapa de diferenciacdo através do uso de uma solucéo de cloreto férrico a 2%, até
que seja possivel observar microscopicamente a presenca de fibras pretas bem definidas

sobre um fundo cinzento.
5- Lavar as secgdes com &gua destilada.

6- Aplicar uma solucdo de tiossulfato de sédio a 5% durante um 1 min, de forma a

remover o iodo.
7- Lavar as sec¢Oes com agua destilada.

8- Coloragéo de contraste com a solugdo de Van Gieson durante 5min.
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9- Desidratar os cortes e lavar em xileno (Etanol 96%, 10min; Etanol 100%, 10min;
Etanol 100%, 10min; Etanol 100%, 10min; Xilol 100%, 10min; Xilol 100%, 10min; Xilol
100%, 10min).

10- Montar as laminas com EUKIT.
No final os tecidos podem ser analisados e diferenciados segundo as seguintes cores:
= Fibras e nucleos elésticos: preto

= Colagénio: vermelho
= Qutros elementos do tecido: amarelo

3.12. Protocolo de coloracdo com von Kossa

Esta coloracdo é recorrentemente usada em processos histoldgicos pois permite detetar
a presenca de quantidades anormais de célcio nos tecidos. Tal é possivel, porque estes
depdsitos de célcio sdo transformados em sais de prata quando aplicamos uma solugéo de
nitrato de prata a 1%. Este corante, que apresenta uma carga positiva, reage com as células
anionicas dando origem a forcas eletrostaticas. De forma resumida, podemos dizer que 0s
ifes de calcio, em contacto com a solugdo aplicada, sdo substituidos por iGes de prata
promovendo assim a presenca de um aspeto metalico nos lugares onde houver presenca

de célcio.
Procedimento:
1- Inicialmente, comecamos por retirar as laminas do frigorifico a 4° C.

2- De seguida, saturamos os cortes com uma solugéo de nitrato de prata a 1%, durante

cerca de 60 min sob luz forte.
3- Lavar as amostras com agua destilada.
4- Aplicar a solucdo de tiossulfato de sodio 2,5% por 5min.
5- Lavar as amostras com agua destilada.
6- Coloragéo de contraste com azul de toluidina (1% em 0.1% Borax) por 5 seg.

7- Lavar as amostras com agua destilada.
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8- Desidratar os cortes e lavar em xileno (Etanol 96%, 10min; Etanol 100%, 10min;
Etanol 100%, 10min; Etanol 100%, 10min; Xilol 100%, 10min; Xilol 100%, 10min; Xilol
100%, 10min).

9- Montar as laminas com EUKIT.

Sendo a azul toluidina um corante histologico metacromatico, significa que as cores
obtidas vao variar segundo as ligacdes estabelecidas entre a solucdo e os elementos do
tecido (por exemplo: &cidos nucleicos, proteinas e glicosaminoglicanos da ECM). As
seccOes podem ser analisadas e diferenciadas segundo as seguintes cores:

= Sais de célcio: preto

= Estrutura normal do tecido: azul
= Proteoglicanos e glicosaminoglicanos: rosado
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4. Resultados

4.1. Experiéncia de exposicdo a varfarina com peixes wild type juvenis

O registo diario permitiu verificar uma incidéncia do nimero de mortes nos grupos
sujeitos a este produto, antes de perfazer uma semana desde o inicio do tratamento. Assim,
confirmou-se que a varfarina atua como VKA promovendo hemorragias e uma
mortalidade acentuada (Figuras 4.1 e 4.2). Este composto afeta diretamente a reciclagem
da vitamina K. Além disto, verificou-se que estes animais tendiam a manifestar um

comportamento mais agitado, provavelmente devido a alteragcdo do meio.

4 B -
: Figura 4.1. Exemplo representativo de um
= ~ peixe wild type apds a exposicdo a 25 mg/L de

varfarina. Ponta de seta- hemorragia cerebral.

Num total de trinta peixes sujeitos a 25 mg/L deste farmaco, apenas sobreviveram
cinco exemplares, quatro do grupo 1 e um do grupo 3. O gréafico da Figura 4.2 mostra a
evolucdo do nimero de mortes ao longo da experiéncia. Nos grupos de controlo nao foi

registada nenhuma mortalidade.

Mortalidade diaria dos trés grupos wild type expostos a
varfarina ao longo do ensaio

7 8

Tempo (dias)

NUmero de mortes
N

117

9 10 11 12 13 14 15

mGrupol @@Grupo2 =Grupo3

Figura 4.2. Mortalidade diaria dos trés grupos wild type expostos a 25 mg/L de
varfarina ao longo do periodo experimental.
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De seguida, realizamos a analise histologica pela técnica Verhoeff-Van Gieson
(VVG). Como j& foi anteriormente abordado, grande parte das sec¢bes fragmentaram no
momento do corte, dificultando assim a andlise, pelo que as figuras que se seguem
poderdo nao representar completamente a estrutura “normal” deste modelo animal. Como
podemos notar na Figura 4.3, a técnica de coloracdo de VVG resultou positivamente nas
amostras WT ndo expostas ao tratamento. Através da cor preta conseguimos facilmente
verificar a presenca de fibras elasticas ao redor da borda do olho, na estrutura ocular,
arcos branquiais, ovarios e nas células sanguineas, estando grande parte delas presentes
no figado. Ao contrario do que era esperado, 0 musculo cardiaco ndo foi tdo facil de
examinar dada a sua localizagdo no sitio de fragmentacdo das seccBes. Outra observacao
desta ultima estrutura foi estar predominantemente marcada a cor vermelha, cor

representativa do colagénio.

Figura 4.3. Analise histologica das seccoes coradas pela técnica VVG para o grupo WT exposto a
0 mg/L de varfarina. A cor preta corresponde a fibras e nicleos elésticos, a cor vermelha a residuos
de colagénio e a tonalidade amarela a outros elementos do tecido. 1- estrutura ocular; 2- retina; 3-
rim; 4- figado; 5- arcos branquiais; 6- ovarios; 7- aorta; 8- coragdo; 9- células sanguineas.
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Ja os resultados dos peixes WT expostos a varfarina foram ligeiramente diferentes.
Como podemos observar pela Figura 4.4, existe uma maior tendéncia para que os locais
onde existe elastina manifestem uma cor preta bem mais intensa do que o que foi
visualizado nos controlos (Figura 4.3). Mais uma vez as zonas marcadas predominam na
estrutura ocular, arcos branquiais, vasos sanguineos e génadas masculinas e femininas.
N&o conseguimos uma foto representativa do coracdo neste grupo devido a fragmentacao

dos cortes.

Figura 4.4. Andlise histolégica das seccOes coradas pela técnica VVG para o grupo WT exposto a
25 mg/L de varfarina. A cor preta corresponde a fibras e nlcleos elasticos, a cor vermelha a residuos
de colageénio e a tonalidade amarela a outros elementos do tecido. 1- estrutura ocular; 2- retina; 3-
arcos branquiais; 4- ovérios; 5- testiculos; 6- vertebra; 7- vaso e células sanguineas.

E sabido que este anticoagulante além de ser o responsavel pelo aparecimento das
hemorragias observadas, também promove a calcificacdo de diversos 6rgdos. Assim,
havendo uma maior mineralizacdo, era de esperar que consequentemente as fibras

elasticas fossem degradadas levando a uma menor quantidade de elastina marcada nos
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tecidos. Como tal ndo se verificou, podemos afirmar que os resultados alcancados foram
contra a nossa hipotese. Futuramente seria interessante realizar um teste de colorago com

von Kossa, de modo a conseguirmos entender a extensdo e intensidade das calcificacGes.

Relativamente a imunohistoquimica podemos ver os resultados ilustrados na Figura
4.5. Ao contrério do que possa parecer, ndo conseguimos detetar sinal através do uso
destes dois anticorpos anti-elastina. Tal podera ser devido ao facto dos anticorpos de
coelho contra ratinho ndo reconhegcam a proteina de peixe-zebra, dado a diferenca
evolutiva entre os dois animais. O pouco sinal de fluorescéncia detetado, néo
correspondia realmente a sinais especificos e sim a sobreposicao de cortes originando,
portanto, pequenas interferéncias. De qualquer das formas, de modo a esclarecer duvidas
que possam surgir, poderiamos numa préxima etapa repetir esta experiéncia e aumentar
a quantidade de anticorpo aplicado as sec¢des. Nao foram visiveis diferencas entre os dois
grupos experimentais, nem destes para com as condigdes de controlo, para ambos os
anticorpos utilizados.

Devido ao facto do controlo positivo também ndo manifestar qualquer tipo de
fluorescéncia, apesar dos anticorpos usados serem teoricamente reativos em ratinho,
sugere-se que a falta de sinal possa ser devido a um problema na técnica, ou a possivel

degradacéo dos anticorpos que poderdo ndo estar a ligar ao antigénio.
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Figura 4.5. Anélise dos resultados obtidos pela técnica imunohistoquimica, tanto para o grupo controlo como para o grupo tratado com 25 mg/L. A cor verde fluorescente
corresponde a tecidos reativos ao anticorpo, enquanto uma cor amarelada a background. 1- rim; 2- células sanguineas; 3- arcos branquiais; 4- estrutura ocular; 5- intestino;

6- vaso sanguineo; 7- coragdo; 8- fémur.

CONTROLO
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CONTROLO
SECUNDARIO,
BA-4

CONTROLO
POSITIVO,
ab21607

CONTROLO
POSITIVO, BA-4

WT exposto a 0 mg/L de varfarina

WT exposto a 25 mg/L de varfarina
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4.2. Genotipagem das linhas Sal7177 e Sa42459

Através da genotipagem, além de confirmarmos a presenca das mutacfes em estudo,
conseguimos observar que na linha Sa42459 ha a adi¢do de uma adenina na cadeia mutada
(posicédo 286034), explicando assim o desfasamento encontrado nos cromatogramas. No
entanto, dado que esta insercdo ocorre no intrdo anterior aquele onde se encontra a
mutacdo, acreditamos que ndo ira afetar a viabilidade dos animais. No Anexo Il pode-se
observar com mais detalhe a estrutura e organizagéo do gene Elna em cada uma das linhas

transgénicas.

Na Tabela 4.1 esta diferenciado o nimero de animais, por género, para cada uma das

mutacgdes (12 geracao).

Tabela 4.1. Nimero de animais existentes na 1% geragdo de peixes, para ambas as mutagdes em estudo.

LINHAS GENERO NUMERO DE ANIMAIS
Machos 12
Sal7177
Fémeas 13 (atualmente 11)
Machos 13 (atualmente 12)
Sa42459
Fémeas 12

Como ja foi levemente referido, posteriormente, realizamos também a genotipagem
dos animais que resultaram dos cruzamentos na primeira linha de peixes. Assim, na
Tabela 4.2, encontram-se os resultados das posturas efetuadas que permitiram levar a 22
geracdo de peixes-zebra. Nesta mesma tabela, podemos ainda observar a quantidade de
animais adquiridos por postura, e quantos correspondem a peixes homozigoticos,

heterozigoticos e/ou WT siblings.

Devido ao periodo pandémico que vivemos e a alguns problemas técnicos com 0s

equipamentos necessarios, ndo nos foi possivel realizar a genotipagem de todas as
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posturas. Desta forma, nesta mesma tabela as posturas que ndo foram genotipadas estdo

representadas com um _.

Tabela 4.2. Nimero de animais, por postura, existentes na 22 geracdo de peixes-zebra para ambas as
mutagdes em estudo. _ - significa que a postura néo foi genotipada.

LINHAS | POSTURA GENERO NUMERO DE NUMERO DE
ANIMAIS PEIXES/POSTURA

Homozig6ticos —

28’ Abril Heterozigéticos _ =
Sal7177 WT siblings _
Homozigoticos _

18’ Maio Heterozigdticos _ -
WT siblings -
Homozigoticos 17

31’ Margo Heterozigaticos 29 62
WT siblings 16
Homozigoticos 3

Sa42459 13 Abril Heterozigéticos 11 17
WT siblings 3
Homozigoticos —

12’ Maio Heterozigéticos _ =
WT siblings -

4.3. Registo das posturas e mortes ao longo do ensaio experimental

Ao longo deste trabalho, foram realizadas varias posturas conforme se ilustra na Figura
4.6. Quantos mais cruzamentos fossem realizados maior seria a probabilidade de

obtermos peixes homozigoticos.

Na Figura 4.6, A é notavel a auséncia de produgdo de ovos vidveis nas duas primeiras

posturas. Observou-se ainda que na quarta reproducdo desta mesma linha, cerca de um
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terco dos ovos postos resultaram em abortos apds 24h da desova. Este facto despertou-
nos curiosidade uma vez que na sindrome de Keutel, onde estamos perante uma MGP
disfuncional, existem relatos de pacientes com abortos e problemas de fertilidade. Assim,
estes dados levam-nos a supor que de facto podera existir algum elo de ligacéo entre a
MGP e a ELN na mutacéo Sal7177. Em contraste, na linha Sa42459 nédo se observaram

problemas significativos na producéo de ovos.

A) Posturas da linha Sal7177 (12 geracdo) ao longo
do periodo experimental

**
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1" Abril 13" Abril 28" Abril 18' Maio
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B) Posturas da linha Sa42459 (12 geracdo) ao longo
do periodo experimental
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Figura 4.6. Posturas da linha Sal17177 (A) e Sa42459 (B) ao longo do ensaio experimental.
* - desova de ovos ndo vidveis; **- produgdo de ovos, mas com alguma mortalidade nas
primeiras 24h.

Durante o ensaio experimental, foi ainda feito o registo da mortalidade da primeira
geracdo de peixes mutantes. Da andlise da Figura 4.7 podemos concluir que em ambas as
linhas estudadas se verificou um namero de mortes relativamente baixo, correspondendo
a 15,38 % para as fémeas da linha Sal7177, e 7,69 % para os machos da mutacéo
Sa42459.
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A) NUmero de mortes da linha Sal17177 (12 geragéo) ao longo
do periodo experimental
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B) NUmero de mortes da linha Sa42459 (12 geracéo) ao longo
do periodo experimental

7,69 %
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Tempo
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Figura 4.7. Mortalidade da linha Sal7177 (A) e Sa42459 (B) ao longo do ensaio
experimental.

4.4. Relacdes biometricas e analise do fenotipo

Também para a 12 geracdo foram registados os tamanhos dos espécimes, comparando
depois as linhas transgénicas com peixes WT da mesma postura, de forma a poder avaliar
possiveis diferencas significativas no desenvolvimento. Na Tabela 4.3 podemos examinar
com mais detalhe os dados observados. Da sua anélise, concluimos que os peixes Sal7177
machos sdo maiores que 0s WT do mesmo genero, bem como das fémeas mutantes desta
mesma linha. J4 estas Gltimas, ndo apresentam diferencas dos peixes controlo fémeas. E
ainda visivel que esta linha possui animais com dimens6es menores, aquando equiparado
com a linha Sa42459.

Relativamente & outra mutacdo em estudo, verificou-se que os animais Sa42459
machos também apresentavam um tamanho superior comparativamente aos seus

controlos e as fémeas transgenicas. Paralelamente, os resultados observados nas fémeas
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desta linha foram diferentes, dado que estas mostraram ser ligeiramente mais pequenas

que fémeas WT da mesma postura.

Tabela 4.3. Relacdes biométricas de peixes adultos (1 geracdo) das duas linhas de estudo.

- - Média da Média da
. , Médiado | Mediada | Médiada | ;0n0ode | distancia de
Linhas Género comprimento distancia da | distancia do (1) pelo ) pelo
total Ocaél:r)sﬁ?oaa) ocgirgzl(%;l comprimento | comprimento
P total total
'\(/:]‘f{‘;)s 2,92 cm 0,54 cm 2,38 cm 0,18 cm 0,82 cm
Sal7177
Femeas 270 ¢m 0,50 cm 220 ¢m 0,19 cm 0,81 cm
(n=12)
'V(';‘igc)’s 2,63 cm 050cm | 213cm 0,19 cm 0,81 cm
Sal7177,
WT siblings R
F(eznrr;g?s 2,71 cm 0,51 cm 2,21 cm 0,19 cm 0,82 cm
|\(/r|]a:c{120)s 3,73 cm 0,63 cm 3,10 cm 0,17 cm 0,83 cm
Sa42459
Femeas 3,46 cm 0,57 cm 2,90 cm 0,16 cm 0,84 cm
(n=12)
'\(’r']"":clhg)s 3,48 cm 0,61 cm 2,87 cm 0,18 cm 0,82 cm
Sa42459,
WT siblings R
iﬁ:‘ff)s 3,55 cm 0,58 cm 2,97 cm 0,16 cm 0,84 cm

No entanto, quando olhamos para as duas Ultimas colunas da Tabela 4.3 podemos

facilmente perceber que as diferencas entre linhas e géneros ndo sdo assim téo distintas.

O facto de realizarmos a média da distancia do opérculo pelo comprimento total, tem o

propdsito de averiguarmos se de facto os valores em causa sdo ou ndo significativos, o

que neste caso ndo se verifica. No entanto, pelos dados que constam nesta tabela, ndo

podemos afirmar que haja diferencas consideraveis no estado adulto destas duas linhas.

Assim, de forma a esclarecer se estes animais manifestam de facto alteracdes no

crescimento, foi feito ainda um apanhado do comprimento de algumas larvas de ambas

as linhas as 48h apds o periodo de eclosdo (Tabela 4.4). Da sua andlise concluimos que

os valores sdo semelhantes entre os dois tipos de mutantes. E de notar que estas larvas
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ndo foram genotipadas, pelo que ndo sabemos se estamos ou ndo presente de animais

transgénicos.

Tabela 4.4. Média do comprimento de larvas (22 geragdo) com 48h, para as duas linhas mutadas.

Linhas Comprimento total
Sal7177 (n=8) 0,3271 cm
Sa42459 (n=8) 0,3300 cm

Na Figura 4.8 podemos observar algumas das amostras analisadas, quer para as larvas
quer para os peixes adultos heterozigdticos.

Sal7177

Sa42459

Figura 4.8. Imagem representativa dos tamanhos de algumas larvas e de peixes
adultos. Em A e B podemos observar a linha Sal7177, enquanto que em Ce D
a linha Sa42459.

Relativamente a analise fenotipica os resultados foram diferentes. Como podemos ver
na Figura 4.9, os animais da linha Sal7177 apresentavam uma estrutura esquelética
normal, com auséncia de deformacdes. No entanto, ndo nos podemos esquecer que estas
amostras ndo foram genotipadas pelo que ndo sabemos se estdvamos de facto perante

animais transgénicos ou ndo (ainda que todos os animais exibissem o fendtipo tipico).
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Ja na linha Sa42459 obtivemos resultados mais surpreendentes. Verificamos a
existéncia de animais heterozigoticos e homozig6ticos com anomalias esqueléticas,
nomeadamente lordose, cifose e escoliose, logo na 22 geragdo de peixes. Os espécimes

WT da mesma postura manifestavam um fenotipo normal.

Os resultados da linha Sa42459 foram inesperados. N&o era espectavel a presenga de
anomalias nos mutantes heterozigéticos, e apenas sim nos homozigo6ticos uma vez que

estes Ultimos apresentam ambos os alelos afetados.
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Figura 4.9. Analise do fen6tipo da 22 geracdo de peixes mutantes das duas linhas em estudo. Fotos obtidas com uma ampliacédo de 0,8x. 1- lordose; 2- cifose; 3- escoliose.
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4.5. Estudo bioinformatico da estrutura da elastina

De maneira a tentar perceber o porqué de possiveis alteracbes no crescimento destes
animais, desenvolvemos também um estudo bioinformatico da estrutura da elastina. No
ser humano é sabido que o gene que codifica para esta proteina se encontra no
cromossoma 7 e possui trinta e quatro exdes. Esta é expressa em varios tecidos como no
coragio, pulmao, pele, ligamentos e vasos sanguineos 8%, No entanto, relativamente a
sua estrutura e dominios que lhe estdo associados, ainda pouco se sabe. Da anélise da
Figura 4.10, A conseguimos concluir que o gene ELN no Homo sapiens tem treze
isoformas possiveis por splicing alternativo. Todas elas sdo muito semelhantes em termos
de constituicdo, mas ainda assim, existem pequenas diferencas que podem ser detetadas,
como o nimero de aminoacidos ou a auséncia de dominios. Um exemplo desta Ultima
situacdo € a estrutura da isoforma Hsa,ELN10 que ndo apresenta o terceiro dominio

tropoelastina.

E notavel a existéncia de uma grande heterogeneidade de estruturas possiveis, bem
como da sua organizacdo, no ser humano. No entanto, ndo nos podemos esquecer que
estes dados foram obtidos através da multidatabase do InterProScan. No fundo o uso
deste software permite obter uma mera hipotese da estrutura e disposicdo de uma dada
proteina. Assim, basta que exista um pequeno erro na codificacdo da sequéncia proteica
para que certos dominios ndo sejam detetados e/ou estejam mal-organizados. Esta pode
ser a justificacdo do mau alinhamento de certos dominios entre diferentes isoformas, mas
também da auséncia do terceiro grupo TE na estrutura Hsa,ELN10. Outra suposicao passa
pela diminuicdo do nimero de aminodcidos, resultando assim num menor score signature

na plataforma e por isso, ndo detetando o dominio tropoelastina.

Observamos ainda que a Hsa,ELN13 € a Unica a apresentar um dominio DP.
Analisando com mais detalhe percebemos que o dominio transmembranar nesta estrutura
é ligeiramente menor aquando comparado as restantes isoformas. Uma vez que este € um
caso singular pode ser mais um exemplo do mau alinhamento por parte do software

originando, portanto, um grupo TD menor e identificando um DP inexistente.

De seguida, fomos analisar e comparar a estrutura dos transcritos existentes no
humano, ratinho e peixe-zebra. Para o representar Homo sapiens escolhemos a isoforma

Hsa,ELN1, dado que foi a primeira estrutura a ser encontrada, e por ser também a que
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Legenda:
- Péptido de sinal
TE - Tropoelastina
- Dominio Transmembranar
@ - Previsdo de Desordem
> - Familia Tropoelastina
© - Familia Elastina

* - Probabilidade de haver um dominio TD

Figura 4.10. Proposta de apresentacdo da estrutura e
dominios da proteina elastina. A) Estrutura dos 13
transcritos possiveis para o gene da elastina do Homo
sapiens (Hsa). B) Comparacdo da estrutura do transcrito
Hsa,ELN1 com a estrutura proteica do ratinho (Mmu,ELN)
e do peixe-zebra (Dre,ELNa e Dre,ELNb). C) Comparacéo
do transcrito existente em peixes wild type (Dre, ELNa)
com a estrutura proteica das mutagdes em estudo
(Dre,Sal7177 e Dre,Sa42459). InformacOes obtidas com
recurso as plataformas NCBI e InterProScan, apenas para
os transcritos validados. (figura obtida através da aplicagdo
BioRender)
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melhor representa todas as isoformas existentes. Ja para o Danio rerio, realizdamos o

estudo das duas isoformas atualmente encontradas, Dre,ELNa e Dre,ELND.

Na Figura 4.10, B podemos observar desde logo que existe uma maior homologia entre
as sequencias do humano e do ratinho, ainda que este Gltimo animal ndo apresente o
dominio transmembranar. Mais uma vez, também aqui a causa para a auséncia do grupo
TD pode estar num mau alinhamento da sequéncia, ndo havendo assim o reconhecimento
deste dominio por parte da base de dados do InterProScan. Verificamos ainda que o
ratinho apresenta mais 137 aminoacidos que o humano, provavelmente consequéncia da
evolucdo a que este organismo foi sujeito. Um exemplo disso é o facto do gene que
codifica para a elastina estar no cromossoma 5 e apresentar trinta e sete exdes. Também
neste animal a proteina tende a ser expressa no sistema cardiovascular, no sistema

respiratorio e ainda nas estruturas ligamentares do cranio 8%,

Consequentemente, no peixe-zebra existem também algumas diferencas. Como ja foi
anteriormente abordado, o gene que codifica para esta proteina encontra-se no
cromossoma 15 e é constituido por cinquenta e sete exdes. Este organismo exibe dois
tipos de elastina, elastina a e elastina b, que como podemos observar pela Figura 4.10, B
apresentam diferencas na organizacao dos seus transcritos. Comecando pela Dre,ELNa,
concluimos que esta estrutura ndo apresenta o quarto dominio TE, dominio esse
anteriormente observado no humano e no ratinho. Além disto, mostra um dominio DP
junto ao segundo grupo tropoelastina, e a presenca de um grande espa¢o em branco no
final da estrutura. Esse local, atualmente ainda sem qualquer tipo de funcdo associada,
podera corresponder a parte estrutural e/ou funcional da proteina. Para esclarecermos esta

questdo mais estudos terdo de ser realizados.

Ja o transcrito Dre,ELNb mostra uma estrutura completamente distinta. Desde logo
notamos a auséncia de qualquer grupo tropoelastina, sendo a Unica semelhanca para com
as proteinas anteriormente observadas a localizagdo do péptido sinal. Comparando este
transcrito com o Dre,ELNa, facilmente concluimos que a estrutura da elastina b apresenta
mais um dominio DP e 857 aminodcidos. As diferencas entre estas duas isoformas
sugerem uma tendéncia evolutiva, podendo ter resultado em funcdes diferentes. E de
ressaltar mais uma vez que este estudo foi feito com base no algoritmo da plataforma
InterProScan e, portanto, os esquemas realizados sdo com base numa percentagem de
aceitacdo, podendo ndo corresponder a estrutura real da proteina. Assim sendo, a

probabilidade de existirem dominios ndo identificados ndo deve ser descartada.
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Posteriormente, aproveitamos também para supor e comparar a estrutura das proteinas
produzidas nas linhas Sal7177 e Sa42459, com a estrutura da proteina ELNa existente
no peixe-zebra wild type (Figura 4.10, C). A primeira observacdo da estrutura
Dre,Sal7177 é o pequeno tamanho da proteina, apresentando apenas 97 aminoacidos.
Isto podera levar obviamente a alteracfes quer a nivel de estrutura, quer a nivel funcional.
Notdmos ainda que ha a probabilidade de haver um dominio TD, mas uma vez que as
sequencias Dre,ELNa e Dre,Sa42459 ndo o apresentam, pomos em hipdtese que se trate

apenas de um mero artefacto. Podera ter sido também uma falha por parte do software.

Por fim, a isoforma Dre,Sa42459 mostra semelhangas notaveis com a estrutura dos
peixes wild type. A Unica diferenca € a auséncia do “espago branco”, resultando por isso
numa proteina com menos 518 aminoacidos, o que podera implicar diferencas

relativamente a estrutura e funcéo original (Dre,ELNa).

Na Tabela 4.5 estdo indicados os diversos dominios observados nesta proteina, assim

como as respetivas funcoes.

Tabela 4.5. Dominios da elastina e respetivas fungoes.

DOMINIOS DA ELASTINA FUNCAO

« Promove a secrecéo da proteina do

Pliptils el o) citoplasma para a matriz extracelular

. « Interacdo com microfibrilas na ECM
Tropoelastina (TE) « Montagem das fibras elasticas

« Regides hidrofébicas responsaveis

Dominio transmembranar (TD) pelo transporte intracelular

o Prevé a possibilidade/tendéncia de
existirem regides desordenadas/ndo
estruturadas numa proteina

Previsdo de desordem (DP)

Como ja foi anteriormente abordado, apés a analise destas estruturas procedeu-se ao
alinhamento das mesmas através do software T-Coffee, escolhendo apenas uma
sequéncia para representar cada um dos animais. Assim, na Figura 4.11 podemos observar

o0 alinhamento das sequéncias Hsa,ELN1, Mmu,ELN e Dre,ELNa.
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Numa primeira analise concluimos que embora alguns dos dominios funcionais
coincidam, nunca existe uma homologia completa nos trés organismos em estudo.
Inicialmente, conseguimos observar que a regido que corresponde ao péptido sinal
apresenta praticamente 0 mesmo numero de aminoacidos nas trés espeécies, e que existe

uma maior similaridade entre o humano e o ratinho.

Relativamente aos dominios de tropoelastina conseguimos facilmente ver maiores
diferencas. No primeiro grupo TE a auséncia de aminoacidos tanto no Hsa,ELN1 como
Mmu,ELN é um facto, pelo que nos leva a supor que provavelmente a sua causa sera a
tendéncia evolutiva a que estas espécies foram sujeitas. Por outro lado, ndo nos podemos
esquecer que estes resultados baseiam-se no algoritmo do software, podendo assim existir
locais mal alinhados que nos poderdo levar em erro. Passando ao segundo grupo
tropoelastina, as trés sequéncias apresentam igual nimero de residuos e pelo menos treze
locais alinhados foram observados. Ja o terceiro dominio TE apresenta-se ligeiramente
desfasado na sequencia Dre,ELNa, ainda que seja de facil visualizacdo a presenca de
varios locais emparelhados entre as trés espécies. Assim, a semelhanca do segundo
dominio TE, era de esperar que o também este terceiro grupo tivesse uma maior
similaridade entre as trés sequéncias. Desta forma, especulamos que talvez possa ter
havido um mau alinhamento por parte do software T-Coffee provocando um
desfasamento na sequéncia correspondente ao peixe-zebra, ou entdo que as informacdes
que constam nas bases de dados estejam desatualizadas ou incorretas levando-nos ao
equivoco sobre quais os residuos que realmente correspondem ao terceiro dominio TE no
Dre,ELNa.

Por fim, é visivel que apenas os dois mamiferos apresentam um quarto grupo
tropoelastina mesmo no limiar da sequéncia. Também esta informacdo nos deixou
apreensivos, dado que € de facil observacao a presenca de varios locais alinhados nos trés
animais em estudo. Portanto, supomos que também nesta situacdo possa haver
informagdes incorretas e que muito provavelmente também exista um quarto dominio TE

no peixe-zebra, que pode apenas nao estar a ser representado por falha do software.

Ainda da analise desta figura, concluimos que apenas o Homo sapiens manifesta a
presenca de um dominio transmembranar, enquanto o Danio rerio é a Unica espécie a
exibir um local de previsdo de desordem. Em ambas as situacdes, varias regides
apresentam pequenas zonas conservadas. Estas informacdes vao de acordo ao observado

na Figura 4.10.
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Verificamos também na Figura 4.11 varios locais emparelhados, apesar de ndo estarem
associados a um dominio especifico. Mais uma vez, ndo nos podemos esquecer que este
alinhamento é baseado num algoritmo e nas informacdes existentes nas bases de dados,
pelo que estes varios locais alinhados podem apresentar fungdes associadas a estrutura ou
a parte funcional da proteina, mas nédo estarem associadas diretamente a um dominio por

ndo haver um registo destas informacdes nas bases de dados.

De maneira a conseguir esclarecer todas estas informac6es, poderiamos estender o
nosso estudo a mais espécies e, para além do alinhamento das diversas sequéncias, fazer
um ajuste manual permitindo assim uma melhor visualizagdo dos locais conservados.
Outra sugestdo, seria ainda realizar um WebLogo para que pudéssemos efetuar uma
representacdo grafica do alinhamento das sequéncias, promovendo também uma

interpretacdo mais facil dos resultados.
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Figura 4.11. Alinhamento das sequéncias proteicas da elastina no Homo sapiens (Hsa,ELN1), ratinho
(Mmu,ELN) e peixe-zebra (Dre,ELNa) através do software T-Coffe. A previsdo dos diversos dominios
foi realizada gracas a plataforma InterProScan.

4.6. Experiéncia de exposicdo a varfarina com peixes Sa42459

heterozigdticos

Desde o inicio do tratamento, 0s espécimes de ambos 0s grupos manifestavam um
comportamento agitado, sendo mais evidente nos peixes expostos a varfarina. Dado que

nesta experiéncia também o grupo controlo apresentou alteragbes a nivel

65



Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

comportamental, a justificacdo para esta atitude ndo podera recair apenas na exposi¢ao
com varfarina podendo, por exemplo, 0 manuseio dos animais ser um dos fatores que
despoletou esta reacdo. Verificimos ainda que também o grupo tratado, ndo ia
imediatamente a comida quando era disponibilizado alimento. Assim, estas observacdes
levam-nos a sugerir que talvez o uso deste anticoagulante possa afetar diretamente a

reacdo a estimulos, bem como a atitude deste nosso modelo animal.

Ao fim do 5° dia de ensaio, dois dos peixes mais pequenos sujeitos ao tratamento com
varfarina manifestavam hemorragias cerebrais, enquanto no 6° dia de experiéncia, 0
namero de animais com lesdes subiu para cinco. J& no penultimo dia, este nimero voltou
a aumentar e pelo menos trés mortes foram registadas, sendo em duas delas visivel a
presenca de hemorragias na cabeca, podendo esta ser certamente a causa da mortalidade.
Podemos assim dizer que também nesta experiéncia, a varfarina atua como VKAS
promovendo hemorragias e provocando uma reducdo do nimero de amostras expostas ao

tratamento.

Na Figura 4.12 podemos observar a mortalidade ao longo do tratamento. Assim, para
a concentracao de 50 mg/L de varfarina, foram registadas trés mortes ao 8° dia do ensaio
experimental. De notar que ap6s o live imaging quatro animais deste mesmo grupo
faleceram, provavelmente devido aos procedimentos realizados. Relativamente ao tanque

controlo, ndo foi registada qualquer de mortalidade.

Mortalidade dos peixes Sa42459 heterozigédticos
ao longo do ensaio

Numero de mortes
N

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo (dias)

m Controlo @Varfarina

Figura 4.12. Mortalidade nos dois grupos da linha Sa42459 heterozigoticos
(controlo e com exposicdo a 50 mg/L de varfarina) ao longo do periodo
experimental.

66



Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

Alguns dos resultados obtidos do live imaging estdo representados na Figura 4.13.
Também aqui confirmamos que os animais tratados com o anticoagulante apresentam
realmente hemorragias cerebrais. Além disto, é visivel que a zona da aorta se apresenta
com coloracdo por vermelho de Alizarina, algo que ndo foi observado nos grupos

controlo, indicando por isso que esta regido se encontra calcificada. Também nos vasos

CONTROLO VARFARINA

POSICAO LATERAL

AORTA

BARBATANA CAUDAL

Figura 4.13. Visualizagdo da auséncia/presenca de calcificagdes em peixes Sa42459
heterozig6ticos, no estado de controlo e quando tratados com varfarina. 1-
hemorragia cerebral; 2- aorta calcificada (local mais saliente); 3- vasos sanguineos
da barbatana calcificados (ligeiro ponteado).
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sanguineos da barbatana caudal é observavel, sob a forma de um ligeiro

ponteado/picotado, que estas estruturas sdo alvo da acumulagéo de ies célcio e fosfato.

Nesta mesma figura é possivel observar o fendtipo caracteristico de alguns animais
desta linha, com alteracbes na estrutura esquelética (lordose e escoliose), que
consequentemente afeta a viabilidade destes espécimes no meio ambiente. De uma forma
geral, podemos dizer que dos sete peixes analisados: trés apresentavam deformidades
esqueléticas, cinco tinham lesdes cerebrais e 0s sete manifestavam calcificaces nas zonas

analisadas.

Posteriormente, como ja foi referido, realizdmos a analise histoldgica dos coracdes
expostos a coloracdo com a técnica de von Kossa. Na Figura 4.14 podemos ver ilustrados
0s resultados obtidos para os peixes Sa42459 heterozigdticos tratados com varfarina, e

para o seu grupo controlo (peixes WT).

40x

Wild type

Sad2459 heterozigdticos
expostos a varfarina

Figura 4.14. Analise histologica das secgBes coradas com von Kossa para ambos 0s grupos
experimentais. A cor preta corresponde a locais onde existem depésitos de célcio, como resultado
do tratamento com varfarina. 1- ventriculo; 2- tubo da aorta; 3- bolbo arterioso.
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Comparando os dois grupos experimentais concluimos que as diferencas sdo notorias.
Facilmente percebemos que nos animais heterozigéticos da linha mutada, existe a
aglomeracdo de manchas escuras que correspondem a sais de calcio depositados no tecido
cardiaco. Podemos entédo afirmar que esta coloracdo realmente permitiu detetar a presenca
de quantidades significativas de calcio no coracdo de peixes tratados com o

anticoagulante varfarina, sendo este o principal causador destas alteracoes.

De modo a poder averiguar se a presenca de calcificacdes neste tecido levou a
degradacéo de fibras elasticas, de seguida procedemos a analise histoldgica das seccdes

coradas com a técnica VVG. Na Figura 4.15 constam os resultados observados para 0s

dois grupos experimentais.

20x 1 40x

Wild type

Sa42459 heterozigoticos
expostos a varfarina

Figura 4.15. Anélise histoldgica das seccbes coradas pela técnica VVG para ambos os grupos
experimentais. A cor preta corresponde a fibras e ndcleos elasticos, a cor vermelha a residuos de
colagénio e a tonalidade amarela a outros elementos do tecido. 1- ventriculo; 2- tubo da aorta; 3- bolbo

arterioso.

Apbs a andlise desta Gltima imagem, verificAmos que os espécimes Sa42459
heterozigoticos expostos ao tratamento com varfarina apresentam um coragao contendo

colagenio e fibras elasticas (tecido corado com a cor vermelha e preta, respetivamente).
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Ja o grupo de controlo exibe a estrutura cardiaca praticamente so constituida por elastina,
estando o colagénio apenas nas estruturas envolventes a este tecido e no tubo da aorta.
Mais tarde, olhando com mais detalhe, conseguimos perceber que a quantidade de fibras
elasticas na linha mutada € muito menor comparativamente ao grupo controlo. Tal é
possivel de confirmar pela presenca de pouco corante preto nas sec¢des dos animais
Sa42459.

Assim, pusemos em questdo a possibilidade de que exposicdo a varfarina, ao induzir
a mineralizacdo excessiva do musculo cardiaco, pudesse consequentemente provocar a
degradacdo das fibras elasticas presentes neste mesmo tecido levando, portanto, a uma
diminuicdo da quantidade de elastina detetada por esta técnica.

Por fim, examindmos as amostras sujeitas ao protocolo de imunohistoquimica para
detecdo da presenca de elastina (Figura 4.16). Mais uma vez, nao foi detetado sinal através
do uso dos anticorpos ab21607 e BA-4. Também aqui pusemos a possibilidade de os
anticorpos usados nao reconhecerem a proteina de peixe-zebra, dado a diferenca evolutiva
entre os dois animais. De modo a esclarecer duvidas que possam surgir, poderiamos numa
proxima etapa repetir tambem esta experiéncia e aumentar a quantidade de anticorpo

aplicado as seccgoes.

Ndo foram visiveis alteracbes entre as amostras WT e Sa42459 heterozigdticos
expostos a varfarina, e as respetivas condi¢fes de controlo para ambos os anticorpos

aplicados.

Sendo o0s controlos positivos 0os mesmos do capitulo 4.1., também aqui nos
surpreendeu o facto deste grupo ndo manifestar qualquer tipo de fluorescéncia. Sendo os
anticorpos usados reativos em ratinho, era de esperar que ao menos em amostras deste

modelo animal fosse detetado sinal.
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Figura 4.16. Analise dos resultados obtidos pela técnica imunohistoquimica nos dois grupos experimentais. A cor verde fluorescente corresponde a tecidos reativos ao
anticorpo, enquanto uma cor amarelada a background. 1- coracédo; 2- aorta; 3- vaso sanguineo; 4- fémur.

CONTROLO
PRIMARIO

ANTICORPO
ab21607

CONTROLO
SECUNDARIO,
ab21607

ANTICORPO BA-4

CONTROLO
SECUNDARIO,
BA-4

CONTROLO
POSITIVO,
ab21607

CONTROLO
POSITIVO, BA-4

Wild type

Sa42459 heterozigobticos

expostos a varfarina

Amostras de ratinho

71




Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

4.7. Experiéncia de exposicdo a varfarina com peixes Sa42459

homozigoticos

A semelhanca dos resultados comentados no capitulo 4.1. e 4.6., verificou-se também
que neste ensaio tanto o grupo controlo como o exposto a varfarina apresentavam
regularmente um comportamento agitado. Outra observacdo que ainda vai de encontro as
experiéncias anteriormente realizadas, ¢ o facto de ambos os grupos ndo terem ido

diretamente a comida.

As causas que despertaram estas atitudes nos nossos animais podem ser variadas.
Obviamente a exposi¢do ao anticoagulante é uma delas, mas também devemos ter em
conta que a manipulacdo do técnico podera ter influenciado a conduta desempenhada
pelas nossas amostras. Concluimos entdo, mais uma vez, que o uso de varfarina podera
realmente afetar a resposta a estimulos independentemente da linha de peixes usada e da

sua zigotia.

Ao longo dos nove dias de experiéncia apenas um obito foi registado no grupo tratado,
sendo visivel a presenca de lesdes cerebrais (Figura 4.17). Examinando a Figura 4.18
entendemos que o falecimento deste animal ocorreu no 6° dia do ensaio, e que no grupo
controlo ndo houve mortalidade. Reparamos ainda que no 5° dia de tratamento, quatro
dos dez peixes expostos a 50 mg/L de varfarina ja apresentavam hemorragias na cabeca.

O numero de peixes afetados foi aumentando com o passar dos dias.

Figura 4.17. Exemplo representativo de um peixe
Sa42459 homozig6tico apds a exposicdo a 50 mg/L
de varfarina. Ponta de seta- hemorragia cerebral.
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Mortalidade dos peixes Sa42459 homozig6ticos
ao longo do ensaio

Ndmero de mortes
=
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Figura 4.18. Mortalidade dos dois grupos da linha Sa42459 homozigdticos
(controlo e com exposicdo a 50 mg/L de varfarina) ao longo do periodo
experimental.

Relativamente ao live imaging, podemos ver representado na Figura 4.19 alguns dos
resultados observados nos dois grupos experimentais. Mais uma vez, conseguimos ver a
presenca de hemorragias e calcificagdes na aorta e barbatana caudal dos individuos
tratados com 50 mg/L de varfarina. Visualizamos ainda que grande parte dos peixes desta
linha apresentava anomalias esqueléticas na formacdo da cauda, sendo esta

provavelmente outra caracteristica fenotipica destes mutantes.

Podemos entdo concluir que este anticoagulante além de ser responsavel pela formacéo
de hemorragias, também foi o principal composto que levou ao aparecimento de uma
mineralizacdo anormal nos peixes sujeitos a este tratamento. Logo, confirmamos que a
acdo desta molécula altera o ciclo da vitamina K, especificamente a atividade da VKOR,
impedindo a conversdo de KO em KHa. Desta forma, ndo obtemos &cidos glutdmicos y-
carboxilados, que por sua vez levam a uma MGP inativa e incapaz de impedir a

calcificacdo excessiva de certos tecidos.

Também aqui, apos a andlise dos resultados obtidos pela técnica de coloracdo com
vermelho de Alizarina, se verificou a morte de dois peixes do grupo tratado. A possivel
justificacdo para esta situacdo podera recair sobre a anestesia aplicada aos animais, que
quando em excesso pode provocar mortalidade, ou entdo, do tratamento a que estes foram
submetidos ao longo dos nove dias. Assim, posteriormente, os individuos foram fixados

e guardados a 4°C.
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CONTROLO VARFARINA

POSICAO LATERAL

AORTA

BARBATANA CAUDAL

Figura 4.19. Visualizagdo da auséncia/presenca de calcificacbes em peixes Sa42459
homozig6ticos, no estado de controlo e quando tratados com varfarina. 1-
hemorragias; 2- aorta calcificada (local mais saliente); 3- anomalias esqueléticas na
formagdo da cauda; 4- vasos sanguineos da barbatana calcificados (ligeiro
ponteado).

Como ja foi anteriormente abordado, de seguida seleciondmos algumas das amostras

sujeitas ao tratamento com o anticoagulante para que pudéssemos proceder a recolha do

coragdo, seguido do seu registo fotografico. Também foi feito este procedimento para os

74



Caracterizagdo de duas linhas de peixe-zebra mutantes para a elastina no estudo da sindrome de Keutel

animais fixados. Na Figura 4.20 podemos examinar o tecido cardiaco em condicdes
normais e quando submetido a fluorescéncia. Foi observada a marcagéo de veias e do

coracao.

Apenas alguns animais mostraram resultados positivos aquando observados sob
fluorescéncia, indicando por isso a presenca de locais calcificados neste tecido. De uma
forma geral, podemos afirmar que um em cada trés peixes apresentou os resultados
esperados, confirmando assim a acdo da varfarina. Talvez fosse necessario um maior
periodo de exposicédo a este composto para se conseguir possuir dados mais significativos
e em maior quantidade. No entanto, ndo nos podemos esquecer que a acdo desta droga
varia consoante a fragilidade e resisténcia de cada organismo, podendo as vezes nao
corresponder aos efeitos imaginados.

A) 8,0x

Figura 4.20. Analise do tecido cardiaco de peixes Sa42459 homozigoticos, expostos a 50
mg/L de varfarina, em condi¢des normais (A) e quando observado sob fluorescéncia (B).

Futuramente seria interessante realizar a histologia destes tecidos recorrendo a técnica
de coloracdo com von Kossa, de modo a conseguir entender a extensdo destas
calcificacBes. Poderiamos ainda repetir esta experiéncia aumentando o numero de
amostras, fazendo replicados e uma andlise estatistica, com o prop6sito de comprovar se

a mineralizac&o e fluorescéncia observada neste ensaio € ou ndo consideravel.

Nos ultimos anos varios estudos foram realizados com as linhas transgénicas fli/a e
gata-2 (associada a mCherry). Enquanto a primeira marca 0S vasos sanguineos e o
coragdo, a segunda é responsavel por colorir os glébulos vermelhos. Assim, quando
promovemos o cruzamento destes dois mutantes, damos origem a linha fligata-2 que vai
englobar ambas as caracteristicas. Neste sentido, outra proposta para estudos posteriores,

seria cruzar a linha fligata-2 com 0s nossos mutantes Sa42459 homozigéticos. Desta
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forma, ndo sé conseguiriamos examinar mais corretamente as calcificacdes presentes no
coracdo, aquando provocadas pela exposicéo a varfarina, bem como a mineralizacdo de
vasos e eritrocitos. Consequentemente, esta ideia seria ainda uma mais-valia no estudo da

degradacéo da elastina.

Foi ainda visivel a presenca de fluorescéncia nos arcos branquiais dos organismos
Sa42459 homozigaticos (Figura 4.21).

Figura 4.21. Anélise dos arcos branquiais de peixes Sa42459 homozigéticos em condigdes
normais (A) e quando observado sob fluorescéncia (B). 1- basibranquial; 2- arcos branquiais.

4.8. Experiéncia de exposicao a varfarina com peixes wild type adultos

Também neste ensaio alcancdmos dados idénticos as experiéncias anteriormente
realizadas. Ao longo do periodo experimental foi notado a presenca de algum stresse nos
animais, bem como alguma tendéncia a ndo responder positivamente a disposicdo de
alimento, sendo estas observacGes predominantes no grupo varfarina. As possiveis

justificacOes para estas atitudes sdo as mesmas previamente referidas.

Contrariamente ao que foi visualizado nas outras exposi¢cdes experimentais, neste
ensaio ndo houve nenhuma mortalidade, quer para o grupo controlo quer para 0 grupo
tratado com 50 mg/L do anticoagulante. S&o visiveis as diferengcas comparativamente ao
capitulo 4.1., onde os animais wild type de apenas 2 meses foram expostos a uma menor
quantidade deste composto (25 mg/L de varfarina), mas sofreram efeitos mais adversos
do que os analisados em peixes wild type adultos. Podemos assim fomentar a
possibilidade de que a maturidade dos individuos pode estar diretamente associada a uma

maior resisténcia a acdo da varfarina.
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Relativamente as hemorragias apenas foram visiveis no ultimo dia do ensaio,

a

presenca de trés peixes afetados. Na Figura 4.22 podemos examinar os resultados do live

imaging. Comprovamos também aqui, a presenca de lesGes cerebrais e calcificagdo de

tecidos como uma consequéncia do tratamento. No caso da aorta foi dificil examinar
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Figura 4.22. Visualizag8o da auséncia/presenca de calcificacBes em peixes wild type
adultos, no estado de controlo e quando tratados com varfarina. 1-hemorragias
cerebrais; 2- aorta calcificada (local mais saliente); 3- vasos sanguineos da barbatana
calcificados (ligeiro ponteado).

0
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local, dado a presenca de um elevado nimero de escamas devido a idade avancada das

nossas amostras.

Na Figura 4.23 podemos examinar o tecido cardiaco em condi¢Ges normais e quando
submetido a microscopia de fluorescéncia, para as duas situagdes experimentais. Como
esperado, 0 coracdo dos animais do grupo de controlo ndo apresentou qualquer tipo de
fluorescéncia. Ja os resultados observados nos individuos tratados com varfarina foram
mais surpreendentes. Como sabemos, a exposicdo a este anticoagulante promove a
mineralizacdo anormal dos tecidos, pelo que quando observados sob microscopia de
fluorescéncia, o previsto seria a presenca de algum sinal para Alizarina neste tecido,
comprovando assim a acdo deste composto. Como tal ndo foi visualizado, podemos
concluir que uma exposicdo de 50 mg/L de varfarina ao longo de nove dias de ensaio ndo
foi suficiente para promover o efeito previsto, pelo que numa proxima etapa poderiamos

optar por aumentar o tempo de tratamento, bem como a concentracéo de varfarina.
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Figura 4.23. Andlise do tecido cardiaco de peixes wild type adultos em condi¢Bes
normais (A e C) e quando submetidos a microscopia de fluorescéncia (B e D), para as
duas situages experimentais.
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5. Discussao

O objetivo deste trabalho foi caracterizar duas linhas de peixe-zebra mutantes para a
elastina, e averiguar de que modo a degradacdo e calcificacdo de fibras elasticas podera
alterar a sua associacdo a MGP, acelerando ou diminuindo o processo de calcificacdo
ectdpica. Sdo varios os estudos onde se concluiu que estas duas proteinas tendem a estar
relacionadas, exemplo disso é a pesquisa desenvolvida em 1997 por Luo et al. e a

investigacao realizada em 2014 por Khosroshahi e colaboradores 1141718,

Como sabemos a sindrome de Keutel € uma patologia caracterizada por provocar
alterac@es fenotipicas e uma mineralizacdo anormal %622, Cré-se que o desenvolvimento
de calcificacGes ectdpicas seja o responsavel por grande parte das condi¢6es associadas a
esta doenca, nomeadamente dos problemas respiratdrios e da perda auditiva, uma vez que
a calcificacdo descontrolada destes tecidos leva a diminuicdo do diametro dos vasos

sanguineos, dificultando assim a sua funcionalidade 82%23,

O modelo animal selecionado para este projeto foi 0 peixe-zebra. Sdo varias as
caracteristicas que fazem deste um dos melhores modelos de estudo em ciéncia, tais como
0 pequeno tamanho, facil e rapida capacidade de reprodutiva, baixo custo de manutencéo
e semelhancas estruturais para com o ser humano ¢, E importante relembrar que este é
0 primeiro ensaio que envolve as mutagdes Sal7177 e Sa42459, pelo que ndo é possivel

comparar os resultados obtidos com trabalhos realizados por outros investigadores.

O registo das posturas ao longo do ensaio experimental permitiu verificar diferencgas
entre 0s dois tipos de mutantes. Se por um lado a linha Sa42459 ndo apresentou
problemas, a Sal7177 manifestou desde o primeiro cruzamento, levando a formacéo de
ovos ndo viaveis. Além disto, observou-se que na quarta postura cerca de um terco dos
ovos resultaram em abortos apds 24h da desova. Estes resultados sugerem caracteristicas
semelhantes as observadas em pacientes com KS !. Paralelamente, existe uma grande
quantidade de ensaios que relatam a associacdo da degradacdo de elastina com a
infertilidade. Um exemplo disto foi a investigagéo realizada por LeBlanc et al. (2009)
onde se avaliaram os problemas associados a endometrite de éguas °*. Outro trabalho fala
sobre a diminuicao da quantidade de fibras elasticas e de desmosina, no colo do Utero de
mulheres com um tipo de gravidez de risco. Esta patologia, denominada de insuficiéncia
cervical, promove um parto prematuro conduzindo muitas vezes ao aborto espontaneo %,

Assim, na tentativa de se perceber se realmente no nosso estudo existe uma ligacdo entre
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a MGP e a ELN na reproducéo, experiéncias futuras poderiam passar pelo exame dos

6rgéos reprodutores, bem como da viabilidade dos gametas produzidos por estes animais.

Relativamente a mortalidade da primeira geracdo de peixes mutantes, os valores
foram baixos pelo que ndo consideramos serem muito significativos. Passando a anélise
das relacdes biométricas, também aqui ndo foram observados resultados discrepantes no
desenvolvimento das duas linhas transgénicas. No entanto, é de notar que a linha Sa42459
apresentou espécimes de tamanhos relativamente maiores quando comparados com 0s
individuos da linha Sal7177 e com os irmaos wild type. Para as larvas analisadas apds as

48h do periodo de eclosdo também ndo foram vistas diferencas.

A analise fenotipica da 2% geracdo de peixes permitiu obter resultados mais
surpreendentes. Nos mutantes Sa42459, além do aspeto comum, examinamos animais
heterozigoticos e homozig6ticos com deformacdes esqueléticas, nomeadamente lordose,
cifose e escoliose. Foi ainda visualizado nos homozigéticos a presenca de anomalias na
estrutura da barbatana caudal. No entanto, devido ao periodo pandémico que vivemos ndo
nos foi possivel realizar a genotipagem de todas as posturas, pelo que para os peixes da
linha Sal7177 esta analise foi apenas realizada visualmente. Concluimos entdo que para

estes individuos a aparéncia esquelética era normal, sem qualquer tipo de irregularidade.

Como ja foi comentado no capitulo anterior, os resultados dos mutantes Sa42459
foram invulgares, principalmente os dos peixes heterozigdticos, dado que os animais da
12 geracdo (de igual zigotia) ndo apresentavam uma aparéncia semelhante. Assim, ap6s o
estudo bioinformatico da estrutura da elastina, supusemos que a justificacdo para esta
situacdo poderia estar na proteina produzida por esta linha. Comparativamente a estrutura
original, a linha Sa42459 gera uma proteina de menor dimenséo, tendo perdido um
fragmento importante na por¢do C-terminal para o qual ndo se conhece uma funcédo. Desta
forma, propusemos que a parte em falta possa ter contribuido para uma funcéao alterada
da proteina, ficando os animais mais suscetiveis ao desenvolvimento de problemas. Esta

justificacdo poderia assim explicar as deformac6es esqueléticas observadas.

A estrutura da proteina ELN nos animais Sal7177 pode explicar o facto destes
individuos apresentarem tamanhos ligeiramente menores do que a linha Sa42459. A
realidade é que a elastina produzida nestes mutantes € completamente diferente da sua
estrutura original, exemplo disso é a auséncia de pelo menos 1068 aminoacidos. As

desigualdades a nivel de dominios e de tamanho, fazem-nos supor possiveis
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consequéncias nestes peixes, pelo que para se confirmar as nossas hipoteses mais estudos
terdo de ser realizados no futuro. Ainda neste estudo bioinformatico conseguimos
concluir que as diferengas observadas entre o humano, ratinho e peixe-zebra podem estar
associadas a evolucédo a que estes animais foram sujeitos. Estudos concordantes foram

vistos no alinhamento destas trés sequéncias.

Quanto as experiéncias de exposicdo a varfarina foram realizados quatro ensaios com
animais diferentes: peixes wild type juvenis, Sa42459 heterozigdticos, Sa42459
homozigdticos e wild type adultos. Apesar das inumeras semelhancgas nos resultados,
houve algumas diferengas quanto a mortalidade observada. O ensaio mais afetado foi com
0S peixes-zebra wild type juvenis, onde se verificou vinte e cinco animais mortos.
Comparativamente, o estudo com individuos wild type adultos ndo demonstrou qualquer
mortalidade. Assim, questionamos se as diferencas de idade entre experiéncias poderdo
ter tido influéncia quer no nimero de Gbitos, quer a nivel da extensdo das calcificacGes.
Ja nos mutantes Sa42459 heterozigéticos e homozigéticos, apenas foi registado uma
morte em cada um dos trabalhos. Também no artigo publicado por Granadeiro et al. se
observou um elevado numero de 6bitos em embriGes e eleutero-embrides de peixes-zebra

tratados com diferentes quantidades do anticoagulante varfarina #2.

Passando aos resultados obtidos do live imaging, podemos concluir que todos 0s
animais sujeitos a varfarina, apresentaram hemorragias e calcificacfes ectopicas na aorta
e na barbatana caudal. Estes dados vao mais uma vez de acordo com o examinado por
Granadeiro e colaboradores em 2019, bem como do trabalho realizado por este mesmo
autor em 2015, onde embribes e larvas de peixe-zebra mostraram lesGes cerebrais e
perturbacBes na estrutura esquelética quando expostos a niveis crescentes deste
anticoagulante #>°3. Contrariamente ao esperado, a andlise do musculo cardiaco dos
animais WT adultos do grupo tratado ndo revelou uma mineralizagdo anormal, quando
observado por microscopia de fluorescéncia. Por outro lado, nos mutantes Sa42459
homozigo6ticos sujeitos ao mesmo tratamento foi visivel a marcacdo do mineral corado
nas veias, do coracdo, bem como dos arcos branquiais. Assim, estudos futuros poderiam
proceder a andlise histologica destes tecidos para conseguirmos entender a extensdo das
calcificagbes. Ensaios em ratazanas provaram a calcificacdo das lamelas el&sticas
existentes nas artérias e valvulas cardiacas, quando aplicado um tratamento com
varfarina. Ainda neste estudo realizado por Price, fez-se a comparagdo destas
calcificacdes com o fendtipo observado em ratinhos MGP -/-, podendo-se concluir que a
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varfarina promove a calcificagao através da inibi¢do da y-carboxilacdo da proteina Gla da
matriz, o que por sua vez leva a uma MGP inativa e incapaz de impedir a mineralizagdo

patoldgica dos tecidos %,

Da analise histolégica dos coragdes corados com a técnica de von Kossa, observamos
que os peixes Sa42459 heterozigoticos tratados com varfarina apresentavam uma grande
quantidade de minerais depositados no tecido cardiaco. Estes dados sdo concordantes com
0 estudo desenvolvido por Kriiger, onde se visualizou a calcificacdo do coracédo e da aorta
de ratinhos sujeitos a um tratamento com este anticoagulante %. Também numa
investigacdo realizada em ratazanas expostas a esta mesma terapia, se examinou a

acumulacéo de sais de calcio ao longo das fibras elasticas da aorta .

A andlise histoldgica através da técnica VVG permitiu observar a marcacao de fibras
elasticas no olho, arcos branquiais, 6rgdos reprodutores e nas células sanguineas dos
peixes WT expostos ao tratamento com varfarina. Paralelamente, nos mutantes Sa42459
heterozigoticos sujeitos a mesma terapia, notou-se a presenca de fibras no coracéo, ainda
que menos intensas do que no grupo controlo. Assim, sugerimos que a mineralizagdo
induzida pela varfarina possa ter conduzido a degradagdo de elastina. Também num
estudo onde se aplicou esta mesma coloracgéo, conclui-se que pacientes com elastofibroma
dorsal, patologia que provoca lesdes tumorais em tecidos moles, tendem a apresentar

fibras elasticas fragmentadas e alguns depoésitos de colagénio 7.

Por fim, a imunohistoquimica ndo mostrou qualquer tipo de sinal através do uso dos
anticorpos ab21607 e BA-4, tanto nos animais wild type juvenis, Sa42459 heterozigoticos
expostos a varfarina, como nos controlos positivos. Tal podera ser devido a algum
problema técnico, ou ao facto destes anticorpos ndo serem especificos e por isso ndo
funcionarem no peixe-zebra. Assim, em trabalhos posteriores poderiamos optar por

desenvolver anticorpos mais especificos para a elastina de peixe-zebra.
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6. Conclus0es e perspetivas futuras

Apds a andlise e discussdo dos dados obtidos, podemos concluir que de facto existem
algumas provas que indicam que a proteina elastina poderé realmente estar em contacto
com a proteina Gla da matriz. Sugerimos, portanto, através dos nossos estudos, que a
exposicdo a VKAs promove uma interligacdo positiva entre uma MGP disfuncional e a
consequente degradacdo de fibras elasticas. E importante relembrar que apesar de
apresentarem fungdes bastante distintas, estas duas proteinas encontram-se em locais

idénticos.

Apesar dos trabalhos realizados nesta tese de mestrado, mais ensaios deveriam ser
desenvolvidos de modo a melhorar a caracterizacdo das linhas mutantes em estudo. Desde
logo poderiamos estender o estudo e analise a linha Sal7177 e observar se existem
diferencas para com os resultados visualizados nos mutantes Sa42459. Seria bastante
interessante ainda comparar as duas linhas em termos de sobrevivéncia a longo prazo,
viabilidade reprodutiva e possiveis deformagdes esqueléticas, quer para 0S peixes
heterozig6ticos como para 0s homozigéticos. Para dados mais completos, a analise
morfoldgica e histologica poderia ser realizada ao longo do desenvolvimento e na fase

adulta dos animais.

Como ja foi anteriormente descrito, outro estudo de grande importancia seria cruzar
animais homozigoticos das linhas Sal7177 e Sa42459 com a linha fligata-2, permitindo
assim observar com mais detalhe as calcificacbes presentes no coracdo, quando
provocadas pela exposicao a varfarina, bem como a mineralizagdo de vasos sanguineos.
Posteriormente, poder-se-ia fazer testes mais direcionados a andlise da resisténcia
cardiaca (como por exemplo sujeitando os animais a uma corrente de d&gua com uma
determinada velocidade) e dos niveis de resposta a estimulos nervosos (através da
exposi¢do a luz durante o periodo larvar), verificando assim se existem ou ndo defeitos

nestes Orgéos ricos em fibras elasticas.

Relativamente a imunohistoquimica poderiamos fazer uso de anticorpos mais
especificos, como é o caso do anticorpo monoclonal anti-elastina (A-8) de ratinho, com
0 epitopo compreendido entre os aminoacidos 371-407. Este anticorpo é recomendado
para a detecdo do precursor tropoelastina no ratinho, ratazana e humano, mas nada se sabe
sobre a sua funcionalidade para o peixe-zebra. Em simultaneo, também se podia realizar

arecolha e processamento de amostras biologicas para validacdo de anticorpos anti-MGP,
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permitindo mais tarde apurar se a localizacdo de ambas as proteinas sempre ocorre nos
mesmos tecidos. A par desta técnica, podiamos promover a identificacdo dos locais de
expressdo do gene da MGP por RT-PCR e hibridacao in situ.

E importante relembrar que um constituinte nunca age sozinho, pelo que o estudo dos
parceiros funcionais tanto da elastina como da MGP, seria uma mais-valia em trabalhos
futuros (exemplo BMP2 e TG2).

Como sabemos ainda ndo existem terapias eficazes para a sindrome de Keutel, sendo
que os pacientes podem recorrer unicamente a tratamentos sintomaticos. Através de
estudos anteriormente realizados, prevé-se que um tratamento com ides de aluminio possa
reduzir os efeitos patologicos associados a estas fibras diminuindo, portanto, a gravidade
e extensdo dos danos. Ainda assim, estudos nesta area devem ser feitos para que se

possam arranjar mais alternativas terapéuticas para esta doenca.

Ndo ha ddvida que a proteina elastina tem vindo a ganhar um papel critico na
investigacdo, pelo que garantidamente no futuro existirdo novas abordagens que
permitam ajudar os individuos afetados. Cada passo em ciéncia conduz a pequenos dados
que, embora possam parecer pouco consideraveis, mais tarde podem ser a chave tdo
aguardada. Desta forma, esperamos que 0s nossos resultados consigam ajudar pesquisas

futuras.
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8.1. Anexo | - Caracteristicas clinicas da sindrome de Keutel

Tabela 8.1. Resumo das caracteristicas clinicas da sindrome de Keutel observadas ao longo dos anos. PPS- Estenoses Pulmonares Periféricas; X- corresponde a
presenca do sintoma no(s) paciente(s) observado(s).

Casos Caracteristicas | Calcificacbes | Braquitelefalangismo | PPS | Infecfes/problemas Perda Atraso | Consanguinidade Outras
relatados faciais tipicas anormais respiratdrios auditiva | mental familiar observacoes
1971, Keutel .Dispneig,
etal X S = X X S X otite/sinusite e
. convulsdes
Pieira, defeito do
septo ventricular,
hipertrofia do
1984, Fryns X X X X X X X X ventriculo direito,
etal. ligeiro atraso no
desenvolvimento
corporal, fala
anasalada
1989, Pieira, otite/sinusite,
Khosroshahi X X X X X X X X bécio e baixa estatura
etal.

1993 Dispneia, pieira,
e X X X X X X X ite/sinusi igei
Ziereisen et otlte/s_lnu5|tg e ligeira
al. dilatagéo do

ventriculo direito
Otite/sinusite,
convulsoes, atraso no
) desenvolvimento
1998, Teebi X X X X X X psicomotor, baixa
etal. estatura, hipoplasia

maxilar, lesdes
cerebrais, atrofia Gtica

(miopia), fala
anasalada e ofegante

(A tabela continua na pagina seguinte)
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Casos
relatados

Caracteristicas
faciais tipicas

CalcificacBes
anormais

Braquitelefalangismo

PPS

InfecBes/problemas
respiratérios

Perda
auditiva

Atraso
mental

Consanguinidade
familiar

Outras
observacoes

1999
Devriendt et
al.

2001, Meier
etal.

2005, Hur et
al.

2012, Sun et
al.

2014,
Khosroshahi
etal.

2018, Perrone
etal.

Dispneia, pieira,
alopecia e hipoplasia
maxilar

Dispneia, pieira,
tosse, DPOC,
convulsoes, lesdes
cerebrais, hipertensdo
sistémica, aumento da
espessura da pele e
insuficiéncia cardiaca
(causa de morte)

Pieira, hipertensdo da
artéria pulmonar,
hipertrofia do
ventriculo direito,
convulsGes, atrofia
Otica, lesdes cutaneas
e cerebrais e
encefalomalacia

Pieira e sopro
sistolico

Problemas de
fertilidade, perda de
memoria a curto
prazo, hipertensdo
arterial sistémica,
leses cutaneas,
dificuldade em
recuperar a
consciéncia ap6s
anestesia geral,
nodulos na tirdide
(microcarcinoma
papilar), insuficiéncia
pulmonar, DPOC,
sinusite, asma e
enfisema

Dispneia e sopro
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8.2. Anexo Il — Estrutura do gene que codifica para a Elna no peixe-zebra

Gene Elna | i \M M—HHMHFHH—W—'—'—M HH—HH——

NC_007126.7:254201..332081 Danio rerio strain Tuebingen chromosome 15, GRCz11 Primary Assembly
330K 325K 320K 315K 310K 1305 K 300K 295 K 290K 285K 280 K 275K 270 K 265 K 260 K

Genes, NCBI Danio rerio Annotation Release 106, 2017-06-26

elna

XM_017351023.2 [|-» % Hot2m === A = e > XP 01720857221
XM_017351024.2 |- > Hrt>> > Bl - —>—{ I XP_017206513.1
XM_017351035.2 [~ o fot =A== > XP 0172068524,
XM_017351037.2 || P IEa s it —H - XP_017206526.1
XM_017351032.2 ||=» > ot ==t — . > XP_017206521.1
XM_017351036.2 [l 5 B - W - - - = e = XP_017206525.1
XM_017351022.2 [} = A < - = AH—H—— - - - - XP_017206511.1
XM_017351031.2 [} =2 e - - 4 e il e e R e el { > XP_017206520.1
XM_017351026.2 [j=- < fs A e | e o HH—H—— -+~ = - » XP_017206515.1
XM_021481474.1 [|-> > | - XP_021337149.1
XM_017351038.2 [} S -l W4 + - —+-HHE - A A e - > XP_017206527.1
XM_021481473.1 [ L ittt XP_021337148.1
XM_017351033.2 [} » Hot = st —{ I XP_017206522.1
XM_021481472.1 |~ > L fit AT XP_021337147.1
XM_017351029.2 |- ' Ht-> ==t XP_017206518.1
XM_017351027.2 = > Hpot=p- =t XP_017206516.1
XM_017351025.2 [}=» » Pt ot A ——— T XP_017206514.1
XM_017351021.2 = > Bt et e XP_017206510.1
XM_009291337.3 [l > Homt-p- = I, A H— Attt = }% {I XP_009289612.1
XM_017351028.2 [}~ » | »4H "‘ po— =t {IEI XP_017206517.1
NM_001080063.2 | > Hot 4HB+=-HH—HHH+H+H—H+H+—EHH—+—H*—HH—°—HH~’—+—i+ﬂHﬂ-| NP_001073532.2

Genes, Ensembl release 103

ENSDARG00000117256 [+3] i lll-—-r+>—H—H

Imagem retirada e adaptada do NCBI ao dia 9 de Marco de 2021.
Legenda:
* *
\/ - Mutagdo Sal7177 \/ - Mutagdo Sa42459

(na pagina seguinte pode-se observar com mais detalhe cada uma das mutagdes)
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*
v - Mutagéio Sal7177:

G>T
Coddo STOP
Primer Forward prematuro
—> A
' @ Intrdo 6

do 5 . 1 Exdo 6 Exdo7 __

I
296446 296423 296216 295902 295879

Intrao 5

Intra .
ntrao 4 Primer Reverse

*
v - Mutagio Sa424509:

T>A

Primer Forward LD Gl Ele SR intrao

x Intrao 28

; 1 Ex3do 28 I
286213 286193 286034 285811 285604 285579
= : :
Intrio 27 Primer Reverse
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8.3. Anexo Il - Protocolo de fixagdo das amostras biologicas

Sample collection and whole-mount double staining procedures for accessing the larval
skeletal development and evaluation of deformities

Paulo Gavaia CCMAR - Centre of Marine Sciences (pgavaia@ualg.pt)

Larval samples for describing the ontogeny of the skeleton should be collected from early
post-metamorphosis (day ~20) 45 DAH, end of experiment (if desired use the description of
hours pot fertilization-HPF- as proposed by Rosenthal at IAFSB-2009).

Specimens for deformities should be kept on flat bottom flasks.

To better preserve the samples during fixation and storage before staining, the containers
should be kept at 4°C in the dark.

SOLUTIONS:

» 0,2 M Phosphate Buffer pH 7,4
0.2 M NaHPO4
0.2 M NaH2PO4
Adjust the pH of the solution of Na,HPO4 to 7,4 with the solution of NaH2PO4
Autoclave and store at 4°C.

» (PBS) Phosphate Buffer Saline 0,1 M, pH 7.,4.

Add 500 ml of the buffered phosphate solution to and 400 ml of distilled H20. Add 10 gr
of NaCl, dissolve and adjust volume to 1 liter.
Autoclave and store at 4°C.

» PFA 4% (paraformaldehyde)
Add 40 gr. PFA to a bottle and adjust volume to 500 ml with distilled H2O.
Heat to 70° C to dissolve.
Add 500 ml of 0,2 M phosphate buffer saline
Store at 4°C.

> Alcian blue 8GX solution
30 mg Alcian blue 8GX, 80 ml absolute ethanol, 20 ml glacial acetic acid. The solution is
filtered before use. The solution can be stored for a maximum of 3 months at 4°C.

» Alizarin red S solution
1 g Alizarin red S in 49,5 ml absolute ethanol + 0.5 ml of 5% KOH. The solution must be
filtered prior to use.

> Ethanol neutralizing solution
100% absolute ethanol, 0,05% KOH
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SAMPLE COLLECTION AND FIXATION:

- Collect random samples of 30 specimens with a 1l beaker cup, taking care not to induce
damage the individuals.

- Anaesthetize the samples with 200 ppm 2- phenoxyethanol (0,2ml / liter) or other
appropriated anesthetic.

- Place the samples in a dark glass container and remove all the water. Fix the samples with
4% PFA overnight, at 4°C in the dark.

- Remove the fixative by washing the samples for 15-30 min (depending on size) with excess
PBS with 0,1% triton X-100 added.

- If needed store the samples with 70% ethanol at 4°C in the dark, or advance directly to the
double staining procedure by transferring the samples to distilled water.
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