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Caracterizacao de
uma nova mutacao

com perda de funcao
do gene Kmt2d
em camundongos

Characterization of a new mutation with
loss of function in the Kmt2d gene in mice

Resumo

O camundongo mutante recessivo bate-palmas (bapa) originou-se
de mutagénese quimica induzida por ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) e
apresenta alteragdes posturais com movimentos anormais dos mem-
bros posteriores quando levantado pela cauda. No sequenciamento
do exoma identificou-se uma mutagdo no gene Kmt2d, localizado no
cromossomo 15, que foi confirmada pelo sequenciamento do DNA
pelo método de Sanger. A perda da fungdo do gene KMT2D localizada
no cromossomo 12 em humanos foi descrita como responsével pela
sindrome de Kabuki, que é uma anomalia congénita rara, autossomica
dominante. O fenétipo clinico da doenca é variavel, mas algumas
caracteristicas mais comuns sdo face dismorfica, anormalidades es-
queléticas, alteracdes nas impressoes digitais, leve a moderado retardo
mental e retardo do crescimento pés-natal. O presente trabalho teve
como objetivo a andlise do comportamento e da morfologia cranio-
facial dos camundongos bapa comparando com modelos de mutagdo
do gene Kmt2d descritos na literatura.
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Abstract

The recessive mutant mouse named bate-palmas (bapa) — claps
in Portuguese, originates from an ENU (N-ethyl-N-nitrosourea)
mutagenesis program, presenting balance impairment and motor
incoordination. Exome sequencing identified a mutation in the
KMT2D gene, located on chromosome 15, which was confirmed
by DNA sequence by the Sanger method. The loss of function of
the gene KMT2D, located on chromosome 12 in humans, was
described as being responsible for Kabuki syndrome, also known
as Niikawa-Koruki syndrome, which is a rare congenital anomaly,
autosomal dominant. The clinical phenotype of the disease is
variable, but some common characteristics are dysmorphic facial
features, skeletal abnormalities, fingerprint alterations, mild to
moderate cognitive problems and postnatal growth retardation.
The objective os this study was to analyze the behavior and
craniofacial morphology of bapa mice comparing to KMT2D
gene mutation models described on literature.
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pesar dos avangos nas tecnologias moleculares, permi-
tindo a criagido de modelos murinos de doengas humanas
com o emprego da manipulagio direcionada do genoma,
as mutagoes espontineas e induzidas ainda sdo impor-
tantes para descoberta ou identificagdo de novos genes e fungoes.
Além disso, os defeitos genéticos causados por mutagdes espontaneas
ou induzidas podem ser semelhantes as mutagdes que ocorrem no
genoma humano (DAVISSON et al., 2012).

ENU (N-ehtyl-N-nitrosourea) é o agente mutagénico quimico mais
eficaz utilizado in vivo (RUSSELL et al., 1979; PROBST; JUSTICE,
2010). As mutagdes pontuais induzidas por ENU tém praticamente as
mesmas caracteristicas das mutagdes espontaneas (GUENET, 2004,
2005). Em machos o ENU atua nas espermatogonias, agindo na forma
de um agente alquilante no DNA dos camundongos, resultando em
mutagdes pontuais (SHIBUYA; MORIMOTO, 1993; GUENET, 2005;
GONDO et al., 2010). Tendo em vista o conhecimento adquirido
sobre o potencial mutagénico apresentado por ENU, Massironi et al.
(2006) investigaram a indugao de novas mutagdes em camundongos
BALB/c e identificaram onze mutagdes. Entre as mutagoes recessi-
vas identificadas, uma foi denominada bate-palmas (bapa), que é
caracterizada pela movimenta¢ao anormal dos membros posteriores
quando o camundongo é levantado pela cauda (Figura 1).
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No sequenciamento do exoma, ap6s mapeamento
genético utilizando microssatélites, foi identificada como
forte candidata uma mutagdo no gene lysine (K)-specific
methyltransferase 2D (Kmt2d, também conhecido como
MII2 ou Mll4), localizado no cromossomo 15. Essa muta-
¢do foi confirmada por sequenciamento do DNA pelo
método de Sanger. O gene Kmtd2 ¢ uma metil-transferase
que promove a trimetilagdo da histona H3 lisina K4
(H3K4me3), levando a abertura da cromatina e a expres-
sao génica (BJORNSSON et al., 2014).

Figura 1 - Postura do camundongo bapa quando levantado pela cauda: os membros
posteriores apresentam-se unidos.
Fonte: Arquivo pessoal.

Poucos modelos murinos ja foram descritos para
estudo do gene KMT2D, responsavel pela sindrome de
Kabuki em humanos. O modelo murinho Kmt2d®®rT024)
B8 apresenta alteragdes na neurogénese, além de déficit
de memoria relacionada com a atividade do hipocampo;
inclui a ma formacio craniofacial, também identificada
na sindrome de Kabuki em humanos (BJORNSSON et al.,
2014). Outros modelos em camundongos que apresentam
perda da fun¢ao de um alelo para o gene Kmt2a (MlI1)
e Kmt2b (MI12) também apresentaram altera¢des na
memoria e aprendizagem, além de alteragoes na plasti-
cidade sindptica e defeitos na neurogénese, sugerindo
que ambos os genes possuem fung¢des redundantes no
hipocampo (KERIMOGLU et al., 2013; SHEN et al,,
2014; JAKOVCEVSKI et al., 2015).

O presente estudo foi delineado para a caracteri-
zagdo do fendtipo dos camundongos bapa por meio
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de experimentos de analise comportamental e exames
radiograficos no auxilio da validagao funcional como
modelo de mutagao do gene Kmt2d.

Material e métodos

Foram utilizados camundongos machos (n=30) prove-
nientes do Biotério de Camundongos do Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) e
alojados por pelo menos uma semana antes do inicio dos
experimentos no Biotério do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), ambos da Universidade de Sdo Paulo (USP).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipro-
pileno (30x20x13cm) forradas com cama de sabugo de
milho granulado e autoclavado, trocadas uma vez por
semana. As condicdes ambientais foram: ciclo de claro/
escuro de 12 horas, umidade relativa do ar de 55+10% e
temperatura de 22+2°C. Ra¢ao comercial para camun-
dongos (Nuvilab CR-1, Quimtia SA) e dgua filtrada e
autoclavada foram oferecidas ad libitum durante todo
o procedimento experimental.

Todos os procedimentos experimentais foram apro-
vados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FMVZ/USP sob protocolo de numero: 1004070715.

Testes comportamentais

Para os experimentos comportamentais foram utiliza-
dos camundongos com dez semanas de idade, separados
em grupos experimental bapa (n=15) e controle BALB/c
(n=15).

Atividade geral em campo aberto

O campo aberto ¢é utilizado para a observacgao da
atividade geral dos camundongos para a caracterizagdo
quantitativa e qualitativa dos pardmetros exploratdrios
e motores em um ambiente novo (TATEM et al., 2014).
O animal foi colocado na por¢do central do campo e
observado durante cinco minutos (Figura 2). O tempo de
locomocgio e a frequéncia de levantar foram analisados
com o programa OpenFLD.Ink (https://goo.gl/BTKeDn).

Coordenacdao motora em trave elevada

A trave elevada (Figura 3) foi empregada para avaliar
possiveis alteracdes na coordena¢ido motora de camundon-
gos mutantes (LUONG et al.,, 2011). Nos dois primeiros
dias, os camundongos foram treinados a andar sobre a trave
em trés tentativas com duragédo de cinco minutos cada. No
terceiro dia foi realizado o teste, sendo considerada uma
unica tentativa de atravessar a trave. O desempenho dos
camundongos no teste foi avaliado com a observa¢ao do
tempo de travessia.
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Figura 2 - Arena do campo aberto (visto de cima)
em que os camundongos sdo colocados para a
observacdo do seu comportamento, com sua
respectiva dimensao.

Fonte: Oliveira, 2017.

Figura 3 - Procedimento adotado para a andlise do
comportamento de camundongos. Trave elevada
(vista de lado) com a lampada no inicio utilizada como
estimulo aversivo e, na outra extremidade, o abrigo
com cama da gaiola e suas respectivas dimensoes.
Fonte: Oliveira, 2017.
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Imagens radiograficas

Para as imagens radiograficas, foram utilizados camun-
dongos machos bapa (n=10) e camundongos BALB/c
(n=10) com doze meses de idade. Foi utilizado um equi-
pamento radiografico composto pelo aparelho MinX-Ray
e placa modelo Mark IIG da marca Sound Eklin com 60
kV e 0,9 mAs. Os animais foram anestesiados e colocados
em decubito lateral sobre a placa a uma distancia de 65 cm
do aparelho, e as tomadas, projetadas latero-lateralmente,
foram efetuadas a partir de uma incisao perpendicular ao
plano filme-foco. A partir das imagens, foram definidas
quatro medidas (Figura 4) e foi utilizado o programa Image]
(https://imagej.nih.gov/ij/) para a mensuragao.

Figura 4 - Imagem radiogréfica do cranio de camundongo destacando as medidas utilizadas
nas analises enumeradas de 1 a 4.
Fonte: Arquivo pessoal.

Analise estatistica
A analise estatistica foi feita com o programa
GraphPadPrism 5.03, utilizando-se o teste t student (p <0,05).

Resultados e discussao

O estudo de mutagdes em camundongos pode revelar
novas funcionalidades para genes conhecidos, identificar
genes subjacentes a doencas humanas ortdlogas (casos
em que o gene casual ainda ndo foi identificado) e pode
proporcionar a investigacdo de novos fenotipos relevan-
tes para as ciéncias biomédicas (DAVISSON et al., 2012).
O modelo bapa com mutagio localizada no gene Kmt2d
apresenta alteragoes fenotipicas que comprometem o sistema
motor. Esse gene foi relacionado com a sindrome de Kabuki,
também conhecida como sindrome Niikawa-Koruki, que
¢ uma anomalia congénita rara, autossomica dominante,
caracterizada como uma mutag¢do com perda de fun¢io no
gene KMT2D, localizado no cromossomo 12 em humanos
(BJORNSSON et al., 2014). O fendtipo clinico da sindrome
de Kabuki é bastante variavel, mas algumas caracteristicas
mais evidentes podem ser identificadas, tais como face
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dismorfica, anormalidades esqueléticas, alteragdes nas
impressoes digitais, ma formacao visceral, leve a moderada
deficiéncia cognitiva e diminui¢ao do crescimento pds-natal
(MAKRYTHANASIS et al., 2013; BJORNSSON et al., 2014;
SCHOTT et al., 2016). Os transcritos em camundongos
e humanos apresentam 19.823 e 19.419 pares de bases e
contém 55 e 54 éxons, respectivamente. Sequéncias de
alinhamento entre o material genético de camundongos e
humanos revelou que os dois genes siao 88% idénticos. As
proteinas KMT2D em camundongos e humanos possuem
5588 e 5537 aminoacidos respectivamente, e ambos apresen-
tam cerca de 600kDa de peso. Alinhamentos da sequéncia
da proteina KMT2D revelaram que as duas proteinas sio
90% idénticas (FROIMCHUK; JANG; GE, 2017).

Na analise no teste de campo aberto, os camundongos
mutantes bapa, em relagdo aos camundongos controle,
apresentaram atividade similar. Da mesma forma, os
camundongos Kmt2d“®rT02488 ¢ Kmt2d*/* também néo
apresentaram déficit na atividade geral em campo aberto
(BJORNSSON et al., 2014). A frequéncia de levantar
(Figura 5) nao apresentou diferenca entre os grupos
(p=0,1907).
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Figura 5 - Avaliagdo do tempo de locomog@o (a esquerda) e frequéncia de levantar (a direita)
dos camundongos bapa (n=15) e BAL/c (n=15) no teste de campo aberto.
Fonte: Arquivo pessoal.



O tempo de travessia da trave elevada (Figura 6) foi
maior para os camundongos bapa quando comparados
aos seus controles (p=0,0314), fendmeno que pode estar
associado com o prejuizo motor descrito na literatura
como uma das principais evidéncias da perda de fungéo
do gene Kmt2d em camundongos (BJORNSSON et al.,
2014). Durante a travessia, os animais mutantes bapa
apresentaram maior dificuldade de manter o equilibrio
e utilizaram a cauda como auxilio, além dos frequentes
escorregdes dos membros posteriores, resultando em
aumento do tempo de travessia.

Nas analises radiograficas do camundongo transgénico
Kmt2d®®k10298% foram evidenciadas diferencas morfoldgicas
craniofaciais (BJORNSSON et al., 2014). Diferentemente
do modelo descrito na literatura, as medidas definidas da
regido craniofacial dos camundongos bapa nao diferiram
das medidas dos camundongos do grupo controle (Figura 7).
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Figura 6 - Avaliacdo dos camundongos bate palmas (n=15) e BALB/c (n=15) no teste de
coordenagdo motora observada em trave elevada.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 7 - Avaliagdo das medidas craniofaciais anteriormente estabelecidas em camundongos bapa (n=10) e BALB/c (n=10) nas radiografias.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Os resultados obtidos evidenciam déficit motor no
mutante bapa, resultado também encontrado em outros
modelos murinos do mesmo gene (KERIMOGLU et
al., 2013; BJORNSSON et al., 2014; SHEN et al., 2014;
JAKOVCEVSKI et al., 2015). Observa-se que diferentes
alelos do mesmo gene podem se expressar de forma
diversa em “background” genético variado, uma vez que
o modelo transgénico Kmt2dG®r10298y fo] estabelecido
em um “background” misto entre as linhagens isogénicas
129 e C57BL/6 e, 0 modelo aqui descrito foi induzido em
camundongos da linhagem BALB/c. Observa-se ainda
que a mutacdo Kmt2dC®RT2988 ¢ dominante, enquanto
a mutagdo bapa é recessiva.
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