
lin-12 é um gene que pertence à família dos genes Notch, na altura já conhecidos em Drosophila,
Xenopus, Mus (incluindo um oncogene), Rattus e Homo.  Nos casos estudados devidamente,
sabia-se que são proteínas de membrana envolvidas em interações à superfície das células cuja
ação origina bifurcações das linhagens do desenvolvimento.
A deteção de parceiros de interação com estas proteínas implica, a nível genético, uma de duas
estratégias: isolamento de mutantes com o mesmo fenótipo que só possa ser recuperado por
complementação, ou de mutantes que suprimem o fenótipo. A primeira abordagem tinha falhado
até aí, recorreram à segunda.

http://www.wormbook.org/chapters/www_lin12Notch/lin12notch.html



Lista de alelos
lin-12(0) amórficos; lin-12(d)
hipomórficos dominantes, sem
célula-âncora (AC) necessária à
indução da volva; lin-12(n676n930)
hipomórfico recessivo com elevada
penetrância a 25 ºC 



Mutagénese por EMS: screening de
mutantes que revertam o fenótipo
mutante de lin-12 (incapacidade de
postura dos ovos). Isolaram
indivíduos F2 que punham ovos. De
500000 equivalentes haplóides,
isolaram 14 mutantes em 5 loci que
receberam o nome coletivo sel. As
mutações foram analisadas
geneticamente para determinar
dominâncias, mapeamento, e
interações entre loci.



O produto do gene sel-12 tem sequência
de aminoácidos 50% idêntica às
proteínas humanas PS1 e PS2
(Presenilin 1 e 2), e foi identificado como
revertente dum fenótipo de expressão
constitutiva de lin-12.

Injetaram plasmídeos pLEX, com o
promotor de lin-12, contendo os cDNAs
de PS1 ou PS2 na linhagem germinal de
hermafroditas de C. elegans.









sinal

InsR (DAF-2)

PI3K (AGE-1)

progresso

feromona

% dauer a 25 ºC sem/com feromona
 

WT 0/35,8%
daf-2(e1370)   95,2/– %
daf-16(mgDf50)    0/23,9% (incompletos)
daf-16;daf-2    0/– %

DAF-16

Alelos de DAF-16 isolados
após mutagénese por raios ã

Homologia com membros da
família Fork Head (fatores de
transcrição)



Células HepG2 (derivadas de hepatoma) como modelo
metabólico do hepatócito, respondem a moduladores do
metabolismo como a insulina e glucocorticoides.

Co-transfeção de plasmídeos reporter contendo
promotores com o IRE (elemento de resposta à insulina) e
de expressão de DAF-16 e membros da família Fork Head







anel do endocárdio
48 hpf

”almofada” do endocárdio
72–96 hpf

BMP-4 no limite A-V
42 hpf

Mutante cfk–/– deficiente na formação do anel do
endocárdio, não estabelecendo circulação (como
devia às 36 hpf, logo que o tubo cardíaco se encurva)
e exibindo dilatação cardíaca

WT cfk–/–



cfk codifica uma actina sarcomérica, e a mutação cfks11 substitui uma arg
conservada em todas as actinas, necessária à polimerização em filamentos. 
Replicaram esta mutação em levedura e o efeito detetado foi o de redução do crescimento em meio hiperosmótico



Penetrância do alelo cfks11 em –/–:
81% (36 hpf) e 47 % (48 hpf); em +/– 6%
e 0% respetivamente

Formação da “almofada” do
endocárdio dissociada do fluxo
sanguíneo?

Tentaram uma fenocópia pelo tratamento com 2,3-
butanedione monoxime (inibidor da contração das
miofibrilhas): a formação do anel do endocárdio
diminuiu, mas também dissociada do fluxo sanguíneo
(58% ainda formam o anel de miocárdio com 6 mM)

Hipótese: a actina de cfk participa apenas neste
processo morfogenético, e o seu homólogo humano

poderia ser o alvo de mutações que implicam
malformações cardíacas sem afetarem o funcionamento

do miocárdio



Aplicaram doses mutagénicas de etil-nitrosureia (ENU) a mais de 2000 famílias F2, de que resultaram:

Uma das conclusões que tiraram, é que o desenvolvimento da almofada do endocárdio se faz pela transição
epitélio-mesênquima de células do endocárdio situadas no limite entre o ventrículo e a aurícula (isto é, na região

definida pelo anel do endocárdio), possivelmente dependente de contrações do miocárdio





tauopatias: hiperfosforilação da TAU
destaca-a dos microtúbulos, de que
resulta agregação, que é patogénica
para os neurónios.  GSK3â é apenas
uma das quinases suspeitas. O teste
de inibidores em murganhos não tem
trazido resultados. Resolveram testar
dois inibidores, que demonstraram
bons resultados em culturas
celulares, num modelo de peixe-
zebra que expressa mutantes TAU
associados a demência
frontotemporal em neurónios.





A acumulação de TAU patogénico correlaciona
com morte de neurónios, alterações da
morfologia dos neurónios e ausência de
reação de escape (ver filme)

a permeabilidade ao AR-164
num teste que reproduz a
barreira hematoencefálica é 3x
menor que ao AR-534



Semelhança de expressão em várias
fases do desenvolvimento e em várias
estruturas: no murganho, Sey (PAX-6)
começa por expressar-se no encéfalo,
seguido do tubo neural até ao extremo
posterior.  Aos 8,5 dpc, aparece no
sulco ótico, seguido do cálice ótico e da
retina neural, assim como na
ectoderme adjacente (cristalino,
córnea). Mais tarde (1-2 dias) também
aparece nos primórdios nasais.

Expressão de ey em 3 fases do
desenvolvimento em Drosophila





mutante GAL4 ativo só a 25 ºC

Reporter UAS-lacZ
antena-olho asa patas

cutícula da cabeça

nervo ótico

três regiões da asa
tíbia e fémur

enhancer detection line



Cabeça Asa

Antena Tíbia



Estruturas normais* morfologicamente
e também anatomicamente

*(exceto no número de facetas) 



Se ey é o “master regulator” para a morfogénese do olho facetado,
e 15% do número de “enhancer detection lines” têm expressão no
disco imaginal do olho numa fase a jusante da de ey, estimaram
que cerca de 2500 genes dependem de ey.  Esta interação é na
sua maioria indireta (através doutros genes), mas como a
expressão de ey é prolongada, pode ser necessária para outras
fases do desenvolvimento.

Hipótese
O homólogo Sey (PAX-6 em
murganho) pode produzir
também olhos ectópicos em
Drosophila



PEm vertebrados, PAX6 também se expressa na
neuroectoderme, e mais tarde na ectoderme sobre
os placódios óticos e nasais, posteriormente
ficando restrito à vesícula ótica, cristalino e córnea
em desenvolvimento.

POs mutantes sem PAX6 funcional não deixam de
definir as regiões (Anlage) onde se formariam as
estruturas óticas, mas não há especificação da
identidade do desenvolvimento (fenótipo small eye).

PEm Drosophila, a duplicação do homólogo de PAX6
(ey – toy) traduz-se numa especialização temporal,
sendo toy o gene mais precoce (v. a seguir).

Aspetos comparativos





Reporters lacZ (com enhancers de so
ou eya) induzidos por choque térmico
em resposta ao driver ey (hsp90::ey)
em discos imaginais de asa (I) ou pata
(L). G/J são controlos antes do choque
térmico, e H/K controlos sem driver. A
expressão de ey em I, apesar de
ubíqua, é antagonizada localmente
(expressão de wg, setas em I)

Expressão ectópica de so e eya em
discos imaginais de asa. B e C são wt; A,
D, E e F são duma mesma estirpe com
expressão ectópica de ey (ELAV é marcador da
formação de fotorecetores)

wg é antagonista de dpp, donde se deduz
que este último é fundamental para desenca-
dear o desenvolvimento do olho.



Expressão ectópica de ey (driver dpp-GAL4)
nos discos das patas produz malformações
mas também olhos ectópicos, desde que as
moscas tenham so e eya ativos (B)

Vertebrados
No murganho existem três genes Eya, e
pelo menos Eya1 depende de Sey
(PAX6).  Um dos homólogos de so é Six3
e também se expressa no olho em
desenvolvimento.

Não sabem explicar porque é que a
tentativa de induzir olhos ectópicos em
Xenopus usando PAX6 de murganho
apenas produziu efeitos parciais (cristalino).



PRapid validation of cancer genes in chimeras derived from established
genetically engineered mouse models

PHigh-Resolution Analysis of Parent-of-Origin Allelic Expression in the
Mouse Brain

PEstradiol-17â regulates mouse uterine epithelial cell proliferation through
insulin-like growth factor 1 signaling

PGenetic and Pathologic Aspects of Retinoic Acid-Induced Limb
Malformations in the Mouse

PPractical Applications of the Bioinformatics Toolbox for Narrowing
Quantitative Trait Loci

PTransplantation of mesenchymal stem cells from young donors delays aging
in mice

PSRT1720 improves survival and healthspan of obese mice

PDissection of the Genetics of Arthritis Severity

PThe genetic basis of emotional behaviour in mice

PMouse models of autism

Mus musculus
Versatilidade como modelo experimental



O padrão de expressão
deste locus é compatível
com a evidência de que
os aumentos de dose
genética com autismo
são exclusivamente os
transmitidos por via
materna.

A região homóloga em murganho (cromossoma 7)
tem o mesmo padrão de imprinting (por exemplo, há

um modelo da síndrome de Angelman).

O imprinting desta região implica a importância da
regulação da dose genética ativa.

A atividade de
ubiquitina ligase tem por
substratos, entre outros,
as proteínas neuronais
Arc e Euphexin5.



Validação do modelo

tempo nas câmaras tempo em interação

com objetos inanimados há uma igual preferência,
enquanto a diferença na interação com

murganhos-sonda não é diferente entre duas
linhas transgénicas independentesExcluiram deficiências motoras



Vocalizações: na presença doutro na presença de urina de fêmea

Diferenças apenas
quantitativas:
mesmo tipo de
vocalizações,
mesma reação a
estímulo adverso
(separação da
mãe); olfato
normal

Comportamento repetitivo

Critérios de autismo U



PAumento da dosagem de Ube3a inibe a
transmissão sinática glutamatérgica:
< ... reduz a libertação pré-sinática de glutamato,

assim como a sua concentração sinática, e
< ... reduz a excitabilidade pós-sinática (conversão

do estímulo sinático em potenciais de ação)

PFundamento metabólico pode não ser o de
degradar proteínas como Arc:
< Recetor de hormona esteroide (localização

nuclear)?
< Estabilização ou tráfego de proteínas alterado

(ubiquitinação)?

Fenótipos novos

Estabelecido o modelo, determinaram que:



Falta ainda analisar coocorrências, descritas para os indivíduos
com idic15:
d epilépsia, incluindo SUDEP
d deficits de aprendizagem e de memória

Concluem não haver relação com síndrome de Angelman
Heterogeneidade do espetro de autismo implica que este modelo
é apenas para um tipo de autismo (subtipos, terapêuticas)

PAutismo só recebe tratamento para
componentes de comorbilidade, como a
epilepsia e a ansiedade. Grande interesse em
usar modelos como este para:
< testar potenciais fármacos através das medidas

quantitativas de comportamento social e comunicação
aqui desenvolvidos

< analisar funcionamento neuronal em busca de
potenciais alvos de terapêutica



Atáxicos letais
(filme 1)

Controlo positivo
(filme 2)



Cruzando os Citrine (floxed) com a linha PCP2-Cre (recombi-
nase controlada pelo promotor PCP2/L7), produziram descen-
dentes que perderam parte do exão 1 do gene CACNA1A
apenas nas células de Purkinje, às 2 semanas pós-natal:
linha purk (filmes 3 e 4)

Todas as funções motoras testadas
demonstraram graves insuficiências



Outro fenótipo importante, mas inesperado por dever relacionar-se
com outra região do encéfalo, são as crises de ausência epiléticas.

Destacam o facto de ser uma alteração que ocorre
no período pós-natal, e que isso permite terapêutica
profilática ou pelo menos uma intervenção precoce.





PK.O. de Wls (Wntless) em
epitélios (K14-CreER;Wlsfl/fl)
por injeção intraperitoneal de
tamoxifeno resulta na ausên-
cia de recuperação após de-
pilação experimental.  A
maior parte fica-se pelas fa-
ses precoces de anagénese,
não atingindo uma segunda
telogénese.  As figuras à
esquerda referem-se à
indução durante a segunda
telogénese.

PModelo “limpo”, pois as célu-
las basais que respondem ao
sinal Wnt (K15+ CD34+) estão
intactas.

PA neogénese de folículos na
reparação de lesões
(reepitelização) requer Wls.

Abordagem experimental
Sistema Cre indutível com tamoxifeno (CreT)



A deteção de QTL é
tradicionalmente feita por
cruzamentos a partir de
linhas consanguíneas e
suas variantes, que
permitem mapear as
regiões do genoma
associadas aos fenótipos. 

QTL = Quantitative Trait Locus
Classicamente um locus de variação contínua (estatura, peso, longevidade,
etc.), mas é de muita relevância (nomeadamente clínica) a variação contínua
subjacente às predisposições para patologias: o efeito acumulado de diversos
QTL determina um certo grau de predisposição, e o polimorfismo nas
populações explicaria as diferenças entre indivíduos, inclusive entre famílias.

Só com organismos-modelo!  E os intervalos de mapa são muito
grandes, geralmente abarcando centenas de genes.  A validação
experimental para tantos genes é incomportável



GWAS (Genome-Wide Association
Studies/scans) baseiam-se em arrays de
genotipagem de SNPs, e desde 2007
que têm permitido descobrir alguns
QTLs humanos para predisposições
patológicas (exemplo clássico: diabetes tipo II,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17293876).

PDois motivos para a deceção:
< Poucos animais (menos poder estatístico)
< Variabilidade limitada



HDL: colesterol de alta
densidade (correlacionado com colesterol total)

SBP: tensão sistólica (correlacionado
com diastólica e média)

TG: triglicéridos
GLU: Glucose
ACR: razão entre albumina e
creatinina

Apenas duas regiões
com associação

significativa, e só para
HDL

Cromossoma 1: teste adicional só confirma um dos picos



PNão deixa de ser bom!
< Valor confirmatório
< Numa só experiência, sem cruzamentos e/ou

seleção fenotípica

Listagem de loci e exemplo de estreitamento duma região, com presumível identificação de novo gene candidato

Na região do cromossoma 11 a 87 Mb já conhecida, o
respetivo intervalo permitiu reduzi-la a uma interseção
contendo 177 genes, dos quais 100 são idênticos por
descendência (IBD) entre estas duas estirpes, ficando
77. Destes, o Hnf1b é um forte candidato porque a sua
deleção em hepatócitos e ducto biliar aumenta o teor de
colesterol do plasma K validação experimental.

Quase todos já conhecidos...



O saguim está muito mais próximo filogeneticamente do que o murganho,
e pode servir de ponte entre este último e a espécie humana, especial-
mente no que concerne ao desenvolvimento e funcionamento do cérebro

Desvantagens do género Macaca
incluem o tamanho, a reduzida
fertilidade, e o desenvolvimento lento

Callithrix tem sido usado em estudos de
cognição superior, e de interação social,
e pode ser modificado transgenicamente

Comparação entre estados de desenvolvimento
(maturação das lâminas corticais, níveis de expressão da
serotonina, do seu recetor e do seu transportador).
Método: hibridação in situ. Estudos anteriores com
microarrays não revelavam diferenças significativas, mas o
detalhe anatómico não foi estudado. Saguim neonatal (P0)
é equiparado a P14-P20 no murganho, com base no
desenvolvimento cortical e metabolismo da serotonina

Ênfase em determinar a expressão
genética que é semelhante à do
murganho, e a que é divergente

Loci envolvidos no desenvolvimento do
encéfalo

Nr4a2 K.O. semelhante a esquizofrenia e depressão em murganho;
Tbr1 envolvido na regulação do desenvolvimento do córtex neonatal



PNúcleo pulvinado (no tálamo)
< Contestam que seja inexistente no murganho

PNúcleo geniculado dorsolateral

PCórtex visual primário e secundário (V1 e V2)

PÁrea temporal média (MT) do córtex visual (V5)*

PHipocampo

PCórtex pré-frontal*

Estruturas visuais
As estuturas cerebrais associadas à sensação visual são muito mais diferenciadas nos

primatas do que os seus análogos no murganho

pulvinado

geniculado

córtex visual

hipocampo

córtex pré-fontal

*incluíram estudo de embriões aos 90 dias



Exemplo de expressão característica de primatas



Diferenças entre murganho e saguim

No murganho: Vis, córtex visual; am/al, anteromedial/anterolateral;
Ent; córtex entorrinal; Sub, subículo

Da discussão: ... usámos a análi-
se de hibridação in situ no en-
céfalo de saguim para identifi-
car semelhanças e diferenças
no padrão de expressão de
genes que se mostrou anteri-
ormente estarem associados
ao desenvolvimento do encé-
falo de murganho ... estes ge-
nes mostram padrões de ex-
pressão regional globalmente
semelhantes em ambas as
espécies. No entanto, quando
examinados em pormenor, os
padrões de expressão destes
genes são bastante diferen-
tes, especialmente em áreas
que têm ligações ao córtex
pré-frontal e estão presumi-
velmente envolvidas em fun-
ções cognitivas superiores. ...
Vias entre o hipocampo e o
córtex pré-frontal estão forte-
mente envolvidas em atenção
seletiva, tomada de decisões,
comportamentos por objetivos
— influenciáveis pela experi-
ência, donde a plasticidade do
desenvolvimento do cérebro.



P A desmetilação do DNA é um dos mecanismos
envolvidos nos processos de aprendizagem. 

P Mutantes de Gadd45a têm exencefalia, e com
RNAi há defeitos no crescimento dos neuritos no
córtex embrionário;

P Mutantes de Gadd45b são deficientes na
neurogénese e desenvolvimento dendrítico
dependente da atividade, e apresentam alterações
da memória de longo prazo e potenciação de
longo prazo nos neurónios do hipocampo;

P Gadd45b desmetila o DNA do fator neurotrófico e
do FGF-I em resultado da atividade neural, e é um
dos genes que foi associado à psicose em
humanos;

P Gadd45g controla a diferenciação neuronal em
Medaka e Xenopus, mas poderá ser redundante
em murganho (KO sem defeitos evidentes); RNAi
bloqueia diferenciação neural, e sinergiza com os
efeitos de RNAi de Gadd45a

A sigla Gadd refere-se a Growth arrest and
DNA damage-inducible e tem a ver com as
respostas das células a bloqueios de
crescimento relacionados com lesões no
DNA. No caso das Gadd45 trata-se dum
tipo de proteínas nucleares que atuam por
desmetilação de regiões-alvo.
Pode haver conexão com a sinalização
mediada por MAPK (via de fatores de
crescimento).

Hibridação in situ: sondas RNA
marcadas com DIG e reveladas por
fosfatase alcalina acoplada a um
anticorpo secundário anti-DIG.
Contagem de células positivas
automatizada.



...será assim em Homo sapiens?

em Mus musculus não é!
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