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1. RESUMO

g ot < M

Desde a descoberta em 1902 por Garrod que a alcaptonuria (aku) era uma desordem
do metabolismo de carater hereditario (erro inato do metabolismo), varias outras doengas
ou patologias humanas tém sido caracterizadas como deficiéncias de origem genética. Tais
descobertas se intensificaram ainda mais com as novas técnicas de biologia molecular.
Paralelamente ao progresso da genética humana, iniciaram-se estudos com a genética de
camundongos ¢ também estudos de modelos animais de doengas humanas. Tais modelos,
que podem ser mutagdes espontdneas ou induzidas, ajudam na compreensdo da patologia
de varias doengas e, em muitos casos, sdo usados para testar a eficiéncia e a auséncia de
efeitos colaterais de uma terapia génica que busca a compensagfo ou substituigdio da
fungdo do gene defeituoso no homem (Godard e¢ Guénet, 1999). Dessa forma os
camundongos mutantes tém se mostrado ferramentas muito tteis para a compreensio da
genética de doengas humanas ¢ para clucidar os caminhos do desenvolvimento. A
localizagdo de novos mutantes ¢ de genes clonados em mapas ja existentes permite que
candidatos posicionais aos fendtipos mutantes sejam prontamente identificados (Boyd,
1998). Grande parte das descobertas se deve as numerosas coleg¢des de camundongos com
mutagdes semelhantes a certos fenotipos de doengas humanas (Flaherty, 1998). A mutagio
Paralysé, observada em 1980, causa em camundongos uma doenga neuromuscular e leva
0s animais a morte até a terceira semana de vida. Ela ¢ transmitida de modo autossdmico
recessivo tendo sido localizada no cromossomo 18. O mapeamento genético ¢ feito com
base em estudos de ligac8io entre a mutago e marcadores do tipo microssatélites. PropGe-
se, neste trabalho, que a mutagio Paralysé esteja localizada na regido compreendida entre
os marcadores DI8Mitl140 (37 cM) e DISMitI85 (43 cM). Esta regido de 6 cM

corresponde a aproximadamente 8 Megabases, onde ja foram identificados e mapeados 68

§
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genes. Com o progresso do mapeamento do genoma murino ¢ niimero de genes mapeados

tem aumentado a cada dia. Em humanos, a regido homdloga a paralysé se localiza em
5933.1, 18pl1.22 a 181;11.21 e 18g21.2 a 18q21.32. Na regifio humana ja foram mapeados
¢ identificados cerca dé 76 genes, dos quais cerca de 60 estdo mapeados também na regifio
paralysé. Um possivel candidato a mutagio paralysé, foi recentemente mapeado na regifio
homéloga humana 18q21. ALS3 produz um fenétipo de uma neuropatia com véarios

aspectos similares a paralysé. Existe, porém, uma diferenga no modo de heranga, pois

ALS3 é transmitida de forma autossdmica dominante.
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2. ABSTRACT

Since the discox}ery by Garrod, in 1902, that alkaptonuria (a¢ku) was an inherited
metabolic disorder, many human pathologies have been characterized as deficiencies of
genetic origin. Such discoveries have been intensified with the new techniques of
molecular biology. Parallel with the progress of human genetics, mice genetics studies and
animal modeling the human diseases have been initiated. Such models, that can be
spontaneous or induced mutations, help in the understanding of the pathogenesis of many
diseases and, in several cases, are used to test both the efficiency and the absence of
harmful side effects of a genetic therapy that look for compensating or substituting the
defective gene function in humans (Godard e Guénet, 1999). In this manner mutant mice
have been shown to be useful tools for understanding the genetics of human diseases and
for elucidating the developmental pathways. Localization of new mutants and cloned genes
permits that positional candidates to the mutant phenotypes be readily identified (Boyd,
1998). Many discoveries are due to the availability of various mice collections which carry
mutations that resemble some phenotypes of human diseases (Flaherty, 1998). Paralysé
mutation, first observed in 1980, causes a neuromuscular disease in mice that kills them
gefore the third post-natal week. It is transmitted in an autosomic recessive manner and it
has been placed on mouse chromosome 18. Genetic mapping is conducted based on
linkage analysis between mutation and genetic markers (microsatellites). In this work it is
proposed that paralysé mutation is localized between microsatellites D/8Mit/40 (mapped
at 37 cM) and DI8Mit185 (mapped at 43 cM). This region spanning 6 cM corresponds to a
physical interval of 8 Megabases, where 68 genes have already been mapped; such number

shows increases with progress of mouse genome sequencing. In humans, the homolog

region is localized in 5¢33.1, 18p11.22 to 18p11.21 and 18q21.2 to 18q21.32. In these
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regions 76 genes have already been mapped, of which about 60 are also mapped in the

paralysé region. A possible candidate for the paralysé mutation was recently mapped in
the human homolog region 18q21. ALS3 causes a neuropathy whose phenotypes resemble

paralysé in various aspects. There is, however, a slight difference between them, because

ALS3 is transmitted in an autosomic dominant manner,




3. INTRODUCAO

A genética de camundongos teve inicio no comego do século 20, logo apds a
redescoberta dos trabalhos de Mendel. A preocupagdo foi verificar se a heranga ocorria de
acordo com as leis de Mendel nesta espécie (Russell, 1985). Entre os primeiros geneticistas de
camundongo, os dois nomes principais talvez tenham sido William Ernest Castle e Clarence
Cook Little que deram inumeras contribuigdes ao campo da genética de camundongos, sendo a
principal delas mostrar a necessidade da obtengdo de hnhagens isogénicas de camundongos,
geneticamente homogéneas (Silver, 1995). A primeira linhagem isogénica de camundongos,
DBA, foi produzida por Little, em 1909 (Pennisi, 2000).

Os camundongos sdo pequenos mamiferos que pertencem ao género Mus, cuja espécie
mais conhecida é Mus musculus. As linhagens de laboratorio sdo em sua quase totalidade
originadas desta espécie. Existem trés espécies selvagens que sfio imais proximamente
relacionadas a Mus musculus: Mus spretus, Mus spicilegus e Mus macedonicus (Silver, 1995).
Destas a melhor caracterizada é Mus spretus, para a qual ja foram geradas linhagens
isogénicas em biotérios.

Linhagens isogénicas sdo aquelas nas quais os camundongos apresentam um alto grau
de uniformidade genética, sendo que cada individuo é idéntico ao outro, como se fossem
clones (desconsiderando-se o sexo dos animais). OO protocolo basico para obtengido de
linhagens isogénicas segue um processo de intercruzamentos (acasalamentos irmdo x irmd)
apos um ponto de partida determinado, que pode ser um “outcross” inicial (cruzamento entre

dois individuos de lLinhagens diferentes, ou individuos ndo aparentados) (Figura 1). O

“Commitee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice” determinou que para que uma
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linhagem seja considerada isogénica é necessario um minimo de 20 geragdes de
intercruzamentos (Silver, 1995). Atualmente estfio catalogadas no MGI (Mouse Genome
Informatics - http://www.informatics jax.org) as principais linhagens isogénicas de
camundongo, perfazendo um total de 436 (Mouse Genome Database, dezembro de 2002).

Além das linhagens isogénicas existem outras categorias de linhagens de laboratério,
das quais se destacam as co-isogénicas (figura 2), as congénicas (figura 3) e as consdmicas
(figura 4). Nas figuras 2 e 3 cada par cromossdmico representa um individuo; na figura quatro
cada individuo ¢é representado por um conjunto de quatro cromossomos.

Uma linhagem co-isogénica é aquela na qual o genoma, com excegdo de um locus
mutante, € idéntico ao da linhagem isogénica na qual 2 mutagfo surgiu (Silver, 1995).

As linhagens congénicas sfo linhagens originadas pela introgressio de um segmento
cromossdmico portador de uma mutagdo de interesse, transferido de uma linhagem ndo
isogénica ou mesmo de animais que ndo pertencem a linhagem alguma, para o “background”
de uma linhagem isogénica conhecida (Silver, 1995).

Uma linhagem consémica é uma variagfo das linhagens congénicas. Neste caso, todo
um cromossomo & introgredido de uma linhagem doadora a um “background” receptor ao
invés de apenas um segmento cromossdmico portador de uma mutagdo. A maioria dos
consémicos produzidos esta relacionada & transferéncia do cromossomo Y de uma linhagem a
outra e nos ltimos anos a transferéncia de outros cromossomos tem sido conduzida em varios
laboratorios (Silver, 1995).

A existéncia das linhagens isogénicas traz varias vantagens que estio relacionadas
tanto a uniformidade genética dentro de cada linhagem, bem como a diversidade genética

trazida pelo grande niimero de linhagens isogénicas disponivel. Além disso, a diversidade de

linhagens disponiveis e o seu desenvolvimento sio acompanhados pelo surgimento de novas
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ferramentas genéticas que potencializam ainda mais a sua utilidade (Hamilton & Frankel,

2001).

3.1. O GENOMA MURINO

O camundongo doméstico (espécie Mus musculus) bem como as trés espécies
selvagens mais proximamente relacionadas, M. spretus, M. spicilegus e M. macedonicus,
apresentam o mesmo cariotipo padrdo, que consiste de 20 pares de cromossomos: 19
autossémicos e o par sexual X-Y (figura 5) (Painter, 1928). Os 20 pares de cromossomos séo
do tipo acrocéntricos.

O comprimento genético estimado do genoma murino é de 1575 centimorgans (cM)

variando de 55 cM para o cromossomo 19 a 120 ¢cM para o cromossomo 2 (Taylor, 2000).

3.2. MODELOS ANIMAIS

Os modelos animais desempenham um importante papel no campo da biologia ¢
medicina. Em primeiro lugar est4 a relevincia que essas pesquisas possuem, pois seu objetivo
principal é o conhecimento aprofundado do proprio ser humano. A finalidade ¢ a de se gerar
um aumento na qualidade de vida do homem favorecendo tanto a prevengdo como tratamento
de vérias doengas. A existéncia de animais experimentais adequados proporcionard estudos

significativos que, juntamente com a revolugfio genética que o mundo acompanha, serdo de

prande importincia no crescimento do conhecimento do préprio ser humano (Paigen, 1995).
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Segundo Paigen (1995) trés sfo os parAmetros essenciais para garantir que um animal
seja um bom modelo. “O primeiro é a conservagdo evolutiva, o modelo deve ter sistemas
genéticos e fisioldgicos ¢ um metabolismo que verdadeiramente reflitam as condigBes
humanas. Segundo, ele deve ser um sistema tecnicamente conhecido e bem entendido que
permita facilmente experimentos eficazes e diversificados. E, finalmente, ele deve ser
praticamente exeqiifvel, barato e de facil transporte de wmn laboratério para outro™ (Paigen,
1995).

De acordo com esses requisitos o camundongo tem se mostrado um organismo modelo
que oferece varias vantagens sobre outros animais. Ele tem sido usado em estudos genéticos
como organismo modelo desde o inicio do século XX, quando foi tomado para demonstragéo
da aplica¢do das leis de Mendel na heran¢a dos mamiferos e, por inferéncia, aos humanos.
Posteriormente o camundongo foi utilizado em investigagdes da herdabilidade do céancer
{(Moore, 1999).

O camundongo tem se tornado o mamifero modelo por causa das similaridades
bioldgicas que o aproximam dos seres humanos; sendo ele um mamifero, muitas de suas vias
metabolicas sdo similares ao homem (Denny & Justice, 2000). Estes animais tém um ciclo de
vida relativamente curto; sdo prolificos reprodutores; € podem ser mantidos em laboratdrios.
Este tltimo fato permite um controle do meio ambiente, uma das principais contribui¢des, ja
que ¢ extremamente dificil de se manter um controle ambiental em estudos de doengas
humanas complexas (Moore, 1999).

Os sistemas fisioldgicos dos mamiferos (circulatorio, nervoso, digestivo imunolégico e

enddcrino) sdo aparentemente semelhantes e funcionam de um modo bastante proximo. Os

sistemas metabélicos so aparentemente os mesmos. Todos os mamiferos compartilham as
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mesmas vias de reages, usando enzimas com propriedades muito similares e tém,
aparentemente, necessidades dietéticas similares (Paigen, 1995).

Dessa forma n#o ¢é estranho que outros mamiferos sofram das mesmas patologias que
os humanos apresentam. Céncer, aterosclerose, diabetes, hipertensio, ¢ toda a infinidade de
enfermidades que afligem a espécie humana sdo também encontradas em outros animais da
ordem dos mamiferos. Além disso o envelhecimento dos demais mamiferos acontece de um
modo bastante similar ao dos seres humanos. Sendo assim o mamifero de escolha como
animal modelo deve ser aquele que atenda ds exigéncias expostas anteriormente (Paigen,
1995).

| O controle genético rigoroso dentro das linhagens e a variabilidade genética entre elas
ressaltam ainda mais a utilizagdo do camundongo (Moore, 1999), que apresenta também as
seguintes caracteristicas:
- Bsta entre os menores mamiferos conhecidos. Os individuos adultos pesam na faixa de 25 a
40 gramas (o que corresponde 2000 a 3000 vezes menos que a média do peso de um humano
adulto) (Silver, 1995);
- A maioria das linhagens criadas em laboratéorio ¢ relativamente docil e facil de se lidar e
manipular (Silver, 1995);
- A espécie ¢ extremamente prolifica e tem um tempo curto de geragiio (11 semanas apds seu
nascimento, um camundongo fémea filhote torna-se uma mée em aleitamento) (Guénet, 1998);
- Os pais (machos) ndo causam danos a seus filhotes, podendo, dessa forma, os casais em
cruzamento serem mantidos juntos apds o nascimento da ninhada (Silver, 1995);

- As fémeas geram diversos embrides por gestacdo (nascem em média de 8 a 10 filhotes por

gestagdo) e a morte de um desses embrides nfo interrompe a gravidez (Guénet, 1998);
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- Em estudos do desenvolvimento, a deposigio de um “plug” vaginal permite a um
investigador marcar o tempo exato de cada prenhez sem mesmo presenciar o ato da cépula do
casal e, mais wma vez, sem precisar remover os machos da caixa de reprodugéo (Sitver, 1995);
- Apds o parto as fémeas estdo imediatamente aptas a novas gravidezes, mesmo em
aleitamento da prole (Silver, 1995);

- O camundongo compartilha com o homem o privilégio de ser a espécie de mamiferos cuja
genética ¢ a melhor conhecida até 0o momento. Isso é conseqiiéncia da existéncia de uma
grande colegdo de mutagdes (milhares de mutagdes tém sido descobertas nos pedigrees de
linhagens isogénicas além de virios rearranjos cromossémicos) e um grande nimero de
lnafcadores genéticos. Ele se tornou uma das raras espécies em que a endogamia é vidvel e
gera descendentes férteis de acasalamentos interespecificos e intersubespecificos (na natureza
existem espécimes de camundongos selvagens disponiveis e que representam wma fonte
aparentemente inesgotdvel de polimorfismos genéticos) que permitem aos geneticistas
realizarem cruzamentos em que os polimorfismos de todo tipo segregam extensivamente
(Guénet, 1998; Paigen, 1995);

- Milhares de marcadores genéticos ja foram (e tém sido) mapeados no camundongo,
incluindo um conjunto de mais de 6000 microssatélites, seqiiéncias que se tormaram
marcadores extremamente Gteis para estudos genéticos. Cruzamentos interespecificos tornam
o mapeamento de alta resolugdo muito pratico para quase qualquer. Podemos citar as
linhagens isogénicas recombinantes, que permitem a andlise genética de tragos tais como
padrdes de desenvolvimento ou respostas alternativas a horménios que nio podem ser

determinadas em um tnico animal. Estas mesmas linhagens juntamente com o mapeamento

genético de alta densidade, permitem andlises dos miltiplos genes que determinam tragos
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complexos como por exemplo, a susceptibilidade a doengas (Guénet, 1998; Paigen, 1995;
MGD — Mouse Genome Database, novembro 2002);
- ha uma certa habilidade para se alterar a constituigio genética do camundongo, que nédo ¢
alcangada em nenhuma outra espécie animal. Pode-se adicionar novos genes por transgénese,
incluindo genes humanos, para determinar como eles funcionam e o que eles fazem. Pode-se
modificar os genes antes de introduzi-los para dissecar sua anatomia funcional. E possivel
mutar genes na linhagem germinativa por inje¢do de mutagenos quimicos, remover ou alterar
genes existentes, através das técnicas de substituigdo génica de culturas de células tronco
embrionarias — ES embrionic stem - (via recombinagiio homologa), e verificar as
conseqiiéncias (Paigen, 1995);,
- O camundongo pode também ser usado como recipiente para tecidos humanos;
camundongos mutantes com imunodeficiéncia tornam possivel o estudo das fungdes de células
humanas no organismo intacto (Paigen, 1995).

Com este grande numero de vantagens, o camundongo vem ganhando cada vez mais

espago no campo da genética de modelos animais.

3.2.1. EXEMPLOS DO CAMUNDONGO COMO MODELO

Ja foram descritas centenas de mutagdes em camundongos que geram obesidade (com
ou sem diabetes), queda de pélos ou mudanga na sua estrutura, nanismo, defeitos esqueléticos,
defeitos na visdo, defeitos na audi¢do, anemia, desordens metabolicas, neuromusculares ou
imunoldgicas com fendtipos mais ou menos severos (Guénet, 1998).

Muitas dessas mutagdes mostram-se interessantes na compreensdo dos processos de

desenvolvimento que ocorrem nos mamiferos ¢ poucas delas tém sido classificadas como
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modelos homdlogos (a homologia com a doenga humana se estende ao nivel molecular). Entre
estas podemos citar como exemplos os camundongos modelos para alcaptontiria (aku),
distrofia muscular ligada ao X (mdx) e fenilcetoniria (PKU) (Guénet, 1998).

Existem camundongos que mimetizam a trissomia do 21 e apresentam muitas das
caracteristicas da Sindrome de Down, entre elas retardo na aprendizagem (Hyde et al., 2001) e
memoria deficiente (Baxter et al., 2000), anormalidades comportamentais (Sago et al., 1998),
defeitos no desenvolvimento dsseo e esquelético e baixa estatura (Kola & Hertzog, 1997).

Algumas desordens genéticas em camundongos tém sido estudadas, mas ndo foram
ainda associadas a doengas humanas, ao nivel molecular, de modo que eles ainda nfo sdo
utiﬁzados como modelos genéticos (porém o animal pode ser uma fonte de estudo para o
entendimento da fisiopatologia da doenga); entretanto, existe a possibilidade consideravel de
que esses, como outros animais, servirdo como modelos de doengas humanas, mesmo que elas
ainda sejam desconhecidas (Clarke, 1994),

A criagdo de mutagdes tém sido utilizada ultimamente com o objetivo de se produzir
bancos de mutantes, animais que possam ser utilizados como modelos de alguma desordem
genética. Programas de mutagénese estdo sendo realizados em diversos laboratdrios sendo o
ENU (etil-nitroso-uréia) o agente mutagénico mais utilizado (Justice, 1999). Com a execugdo
destes programas de mutagénese, os pesquisadores perceberam a possibilidade da criagdo de
uma cole¢fio de linhagens de camundongo que possuam uma mutagdo em cada gene do
genoma (Jackson, 2001), Entre os modelos ja obtidos pela utilizagdo deste mutageno pode-se
citar os camundongos modelo de surdez humana (Ahituv &Avraham, 2002) e deficiéncia
visual (Baird et al., 2002).

Pelo que foi exposto percebe-se que a genética ¢ a gendmica de camundongos tém

ajudado e assim prosseguird, na identificagdo de genes e determinagdo de suas fungdes, sendo
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que a interpretagdo da prdpria seqiéncia do genoma humano contard com os estudos destes

organismos modelos genéticos (Jackson, 2001).

3.3. MAPEAMENTO

O mapeamento ¢ uma ferramenta de grande importincia nos estudos de genética, pois
sdo os mapas genéticos que fornecem as informagbes necessarias que levamn da simples
observagdo de um determinado fenétipo de uma doenga ao gene responsavel pelo mesmo. Por
sua vez, o conhecimento do gene favorece a compreensdo dos mecanismos causadores da
desordem podendo conduzir ao desenvolvimento de ferramentas para diagndstico e até mesmo
tratamento dessas doengas. Um outro aspecto do mapeamento ¢ que ele pode ser usado
também para mostrar quais sdo os componentes herdaveis e os nfio herdéaveis para caracteres
complexos e mesmo os mecanismos pelos quais eles interagem (Silver 1995).

Um mapa genético é simplesmente uma representa¢fio da distribui¢dio de um conjunto
de loci dentro do genoma. O mapeamento desses loci pode ser executado em niveis de
resolucéio diferentes, desde a simples designagdo do cromossomo portador de determinado
locus, passando por uma regido subcromossdmica até o nivel maximo de resolugdo que
compreende a localizagdo do locus em pares de bases (Silver, 1995). Existem essencialmente
trés tipos de mapas: mapas de ligagfo, mapas cromossémicos e mapas fisicos.

O mapa de ligagdo, conhecido também por mapa recombinacional, foi o primeiro a ser
desenvolvido e é aplicado somente para a ordenagio de loci que apresentem dois ou mais

alelos diferentes. O mesmo é baseado no fato de que genes proximamente situados no mesmo

Cromossomo segregam conjuntamente, Fstes mapas sdo construidos a partir da contagem de
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descendentes que recebem combinagdes de alelos, parentais ou recombinantes, de um parental
que possua dois alelos diferentes em dois ou mais loci. Esse tipo de andlise permite a
designagdo de ligagdio ou ndo entre os loci estudados e, no caso de ligagfo, a ordenagéo dos
loci pela disposigdio que apresentam e a distAncia relativa que os separa. Assitm que ¢
encontrada a evidéncia de ligagdo de um novo locus com um outro previamente mapeado,
pode-se designar o cromossomo e mesmo a regido cromossomdmica na gual o novo locus
mapeia. As distincias entre os loci sdo medidas em centimorgans (cM), sendo que a unidade
corresponde a taxa de 1% de recombinag8o. Este tipo de mapa, designado as vezes como mapa
genético (ou mapa de ligagdo cromossdmica), é o Unico tipo de mapa baseado em andlises
classicas de cruzamentos (Silver, 1995).

O mapa cromossémico, também conhecido como mapa citogenético é baseado no
cariétipo do genoma. Os cromossomos sdo definidos conforme o tamanho e o padrio de
bandeamento que apresentam (Silver, 1995). Existem alguns métodos para o mapeamento
cromossémico que designam a localizagdo de um certo locus em um cromossomo ou regido
cromossdmica determinada, como por exemplo estudos de hibridizagdo in situ.

O terceiro tipo de mapa € o mapa fisico. Todos os mapas fisicos sfo baseados na
andlise direta do DNA. As distdncias fisicas entre e dentro dos loci sdo medidas em pares de
bases (pb), kilopares de bases (kb) ou megapares de bases (Mb) (Silver, 1995). O
seqlienciamento gendémico ¢ o ponto alto do mapeamento fisico, pois toda a seqiiéncia do
DNA ¢ apresentada base a base, sendo que um locus em particular pode ter sua localizagdo
designada pela posi¢do em pares de bases no cromossomo em que se situa.

Em teoria, os mapas de ligagéo, fisicos e cromossémicos deveriam fornecer a mesma

informacdo na designagfo cromossOmiica e na ordem de loci. Somente o mapa fisico é capaz

de fornecer uma descrigdo precisa do comprimento atual do DNA que separa os loci uns dos
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outros. Porém ndo se deve considerar os dados fornecidos pelos outros dois tipos de mapas
imprecisos. Na verdade cada mapa representa uma versio do mapa fisico que foi modulado de
acordo com pardmetros diferentes. No mapa citogenético as distdncias estfio relacionadas ao
empacotamento relativo da molécula de DNA em diferentes regides cromossdmicas. Ja no
mapa de ligagdo, as distincias estdo relacionadas & probabilidade variavel do acontecimento
de eventos de recombinagfo entre diferentes regides do DNA (Silver, 1995). A andlise de
ligagdo so pode ser realizada entre loci que s3o polimorficos com dois ou mais alelos distintos.

Em camundongos, o mapeamento de mutagdes se justifica por quatro razdes principais.
A primeira delas é o fato de que o posicionamento de uma mutag¢io no mapa tem implica¢des
diretas na possivel relagdo alélica com outras mutagdes previamente mapeadas, cujo fenétipo
seja parecido. A segunda razdo ¢ o fato do mapeamento ser, de fato, o primeiro passo na
identificagdo de um gene que sofreu uma mutagdo. Com o aumento de ESTs (etiquetas de
seqiiéncias transcritas) descobertas ¢ mesmo com o seqiienciamento do genoma murino a
localizagdo de uma mutagdo pode ser associada ao gene encontrado no mesmo local, o que
acelera o processo de identificagfio génica. A terceira razfio diz respeito ao alto grau de
identidade genética entre regiSes cromossdmicas de camundongos e humanos que sdo bem
estabelecidas (Montagutelli, 2000). Grande parte dessas regides de homologia conservam
tanto os genes como também a sintenia entre eles, Diz-se que a cada quatro genes mapeados
numa espécie, trés podem ser provisoriamente designados numa regifio cromossémica da outra
sem nenhum trabalho experimental (Eppig & Nadeau, 1995). Por dltimo, estd o fato do
mapeamento genético favorecer a localizagdo e identificagdio de marcadores polimérficos,
geneticamente ligados, que podem ser de grande utilidade para um diagnéstico precoce de

uma determinada doenga ou para a identificagdo de homozigotos e heterozigotos (Montaguteli,

2000).
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Para o mapeamento de novas mutagdes, para as quais se conhega somente o fendtipo, é
necessario o estabelecimento de cruzamentos para a obtengdo de animais nos quais serfio
executadas analises de ligacdo com um grande numero de marcadores genéticos polimdrficos,
Existem dois esquemas reprodutivos adotados nos projetos de mapeamento (Figura 6). Ambos
partem de uma geragdo F1 hibrida entre duas linhagens pouco relacionadas (para garantir um
maior grau de polimorfismo). A progénie F1 pode ser retrocruzada a uma das linhagens
parentais (0 que vai depender do modo de heranga da mutagio), ou pode ser intercruzada para
a geracdo de uma F2. A resolu¢do de um projeto de mapeamento, ou seja, a precisdo da
localizagdo de uma mutagdo no mapa do camundongo estd sujeita a dois fatores de grande
impbrtﬁncia: o numero de descendentes gerados ¢ genotipados e a disponibilidade de
marcadores polimdrficos na regido em que a mutagio se localiza (Montagutelli, 2000).

No estabelecimento dos cruzamentos deve-se buscar pelo nivel mais alto de
polimorfismo genético entre as linhagens que produzirfo o hibrido F1. Ao mesmo tempo
deve-se verificar a viabilidade dos animais F1 gerados. Uma das linhagens escolhidas para o
cruzamento & a propria linhagem portadora da mutagdo. A outra deve ser escolhida de acordo
com os dois critérios propostos (Montagutelli, 2000).

A utilizagdo de linhagens de camundongos selvagens (espécie Mus spretus) em
cruzamentos interespecificos com camundongos de laboratorio ¢ a que garante o maior grau
de polimorfismo genético, mas gera o inconveniente dos machos F1 serem estéreis. Para
superar estes problemas os cruzamentos intersubespecificos (entre subespécies)
(Himmelbauer, 1993) e a utilizacdo de linhagens consOmicas tém ganhado espago
ultimamente.

Apds a escolha das linhagens deve-se proceder a escolha do esquema de reprodugéo

adotado. As mutacdes dominantes sdo mapeadas em programas de retrocruzamentos enquanto
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as recessivas podem serimapeadas utilizando-se o retrocruzamento ou intercruzamento (Figura
6). A vantagem do intercruzamento € que neste acontecem duas meioses informativas, ao

passo que nos retrocruzamentos acontece apenas uma (Montagutelli, 2000).

3.3.1. MARCADORES

Um dos usos mais importantes de marcadores de DNA n#o ¢ seguir genes particulares
de interesse em analises de segregagdo, mas ao invés disso, fornecer “ancoras” que estdo
espagadas em distdncias uniformes ao longo de cada cromossomo no genoma (Silver, 1995).
Juntos, esses loci dncoras podem ser usados para estabelecer mapas que podem ser usados
para localizar rapidamente qualquer novo locus ou mutagdo que seja de interesse (Rhodes et
al., 1998). Se o numero de loci &ncoras for suficiente, serd necessario apenas um unico
cruzamento para se poder posicionar um determinado locus no mapa. O objetivo da existéncia
desses loci é marcar pontos particulares ao longo da molécula de DNA em cada um dos
cromossomos num genoma. Os loci cujas posi¢des sdo conhecidas e que podem ser utilizados
em analises de ligagdo sdo chamados de marcadores genéticos (Silver, 1995).

Segundo Silver (1995) existem alguns critérios que definem loci 4ncoras perfeitos: “o
primetro diz que o nivel de polimorfismo deve ser extremamente grande, a ponto de existirem
grandes chances de que dois cromossomos homoélogos quaisquer numa espécie carreguem
alelos diferentes; o segundo diz que a identificagfio desses loci deve ser ficil, de modo que o
estudo em qualquer espécie permita a identificagdo de um conjunto apropriado de 4ncoras. Por
ultimo, os loci devem ser faceis e rapidos de serem tipados, mesmo num grande nimero de

individuos™,
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No inicio dos anos 1990 foi descoberto um elemento gendémico com um contetido

altamente polimorfico, que estd presente em alta densidade por todo o genoma dos mamiferos
examinados, de facil analise e rapida tipagem: os microssatélites (Silver, 1995). Os genomas
humano e de camundongos estdio repletos de microssatélites, que nada mais sdo do que
repetigbes simples em tandem de um pequeno motivo de 1 a 4 nucleotideos (Montagutelli,
2000). Na verdade, o motivo de 1 a 4 nucleotideos caracteriza a maioria dos microssatélites
mapeados, mas segundo alguns autores o tamanho pode ser varigvel. Alguns definem como
repetigdes em tandem de 2-8 pares de bases, outros como repeti¢des de 1-6 pb ou mesmo 1-5
pb. (Chambers & MacAvoy, 2000). A maioria dos microssatélites esta localizada dentro de
regides ndo codificantes ou mesmo seqiiéncias intergénicas e correspondem a marcadores
andnimos (Montagutelli, 2000).

O termo SSLP (simple sequence length polymorphisms - polimorfisme no
comprimento de seqiiéncias simples) é utilizado para definir os marcadores microssatélites.
Sugere-se um tamanho minimo total de 8 nucleotideos para uma seqiiéncia microssatélite e
adota-se uma definigdo estrita de que eles possuam 2-6 nucleotideos de comprimento nas
unidades repetitivas (Chambers & MacAvoy, 2000).

J& foram identificados microssatélites contendo todas as combinagdes de nucleotideos
sendo a classe mais encontrada no genoma do camundongo o dimero (CA)y(GT),, conhecida
como uma repetigdo CA. O niimero de repeti¢des em cada sitio cromossémico é estavel dentro
de uma linhagem endogdmica, mas é variavel entre as linhagens de modo que o comprimento
pode ser usado como um marcador molecular conhecido como um SSLP. Essas seqiiéncias
simples sdo flanqueadas por segmentos de DNA especificos para cada uma delas de modo que

se pode amplificd-las utilizando iniciadores especificos para estes segmentos por uma reagdo



19

em cadeia da polimqrase (PCR) (Montagutelli, 2000). Um exemplo de analise de
microssatélites esta ilustrado na figura 7.

Também no inicio dos anos 1990 o polimorfismo da conformagio de fitas simples
(S8SCP) foi proposto como uma fonte mais simples e mais abundante de polimorfismo. Este
polimorfismo esta relacionado 4 conformagdo que fitas simples adquirem ap6s desnaturagéo e
resfriamento. A conformagdo ¢ extremamente dependente da seqiiéncia que cada fita simples
apresenta, sendo que um inico nucleotideo diferente leva a diferentes conformagtes que
podem ser visualizadas e analisadas (Montagutelli, 2000).

Virtualmente qualquer seqiiéncia pode ser analisada na busca de marcadores baseados
em SSCP. Regides génicas transcritas e ndo traduzidas (3’ e 5° nfio traduzidas) tém sido
pontos principais na busca desses marcadores (Silver, 1995). Mesmo mutagdes de ponto
(substituigdes de um par de bases) podem ser detectadas pela técnica de SSCP. Um exemplo

de andlise de SSCP estd ilustrado na figura 8.

3.3.2. ESTABELECIMENTO DA MUTACAO A UM INTERVALO CROMOSSOMICO

O mapeamento genético (ou de ligagio) € baseado nas analises dos eventos de
recombinago que acontecem nos animais hibridos F1, conhecidas como analises de ligagao.
Inicialmente, a andlise de ligagdo ¢é efetuada entre a mutagdo e um reduzido nimero de
marcadores que abranjam, de certa forma, todos os cromossomos. A genotipagem é feita com
um marcador de cada vez até que se encontre ligagdo com alto grau de confianga entre a
muta¢do e pelo menos um marcador. A partir de entdo, novos marcadores (proximos ao que

apresentou ligag@o com a mutagdo) sdo utilizados para se delimitar a regido cromossémica na

qual a mutagdo se localiza. Em alguns casos, os cruzamentos efetuados podem sugerir ou
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excluir certas posigdes no mapa (Montagutelli, 2000), sabendo-se de antemdo o gendtipo dos
animais analisados e pela yeriﬁcag‘.ﬁo da presenga ou ndo de animais mutantes.

A validagfo da ligagdo entre o locus mutante e um locus marcador é acompanhada pela
comparagio da distribuigdo dos genétipos desses dois loci (Montagutelli, 2000). As altas
freqiiéncias mendelianas (de recombinagéo) excluem a hipotese de ligagdio. As distancias
genéticas sdo expressas em centiMorgans (cM) que define a freqiiéncia de recombinagdo entre
os loci analisados.

Tendo sido encontrado um intervalo cromossémico de 20cM a 30cM torna-se
necessrio o teste com outros marcadores dentro deste intervalo. O objetivo ¢é refinar a posig¢do
no mapa, ou seja, reduzir a0 maximo a regido na qual o locus de interesse se localiza.
Recomenda-se que a regido cromossdmica seja dividida em intervalos menores de 5 ¢cM pela
escolha de mais marcadores microssatélites. A finalidade é encontrar um par de marcadores
localizados em ambos os lados da mutagdo que mostrem recombina¢do com a mutagdo em, no
minimo, um animal (¢ preferivelmente em um s para cada locus) (Montagutelli, 2000).

Em determinados projetos o objetivo final é encontrar 0 gene que causa a doenga, ou
seja, 0 gene que sofreu a mutagdo. Para este fim deve-se refinar 0 mapa genético a0 MAximo
aumentando a sua resolugdo a fim de se encontrar recombinagdo entre um marcador altamente
ligado 4 mutagdo e o proprio locus mutante. Torna-se necessario a obtengdo de um grande
niunero de animais a serem tipados (da ordem de centenas) de modo que haja a probabilidade
de se encontrar tal evento de tecombinagdo. Hste tpo de mapeamento ¢ delinido como
mapeamento de alta resolugéo, pois a regido portadora da mutagdo serd proxima ou inferior a
1ecM (Montagutelli, 2000).

Geralmente os marcadores genéticos utilizados na delimitagio de regibes

cromossdmicas onde a mutagdo se localiza sdo marcadores andnimos, € em sua maioria ndo
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associados a genes. No inomento em que se define um pequeno intervalo genético onde o
locus mutante se localiza ¢ recomendavel a andlise dos genes ja mapeados na mesma regido,
com o objetivo de procurar por possiveis candidatos & mutagio baseado tanto na posigiio do
gene quanto em sua fungdio (Montagutelli, 2000).

Existem duas abordagens de descoberta génica denominadas clonagem funcional e
clonagem posicional. Na primeira busca-se pelo gene baseado nas informagdes relacionadas
ao produto protéico ou sua fungdo. Nesse sentido realiza-se a analise de biblictecas de cDNA
usando uma variedade de sondas, incluindo anticorpos e oligonucleotideos degenerados
estabelecidos a partir de seqiiéncias da proteina em questfio (Ballabio, 1993). Na clonagem
posicional, o isolamento do gene se da baseado em informagdes que dizem respeito a sua
localizagdo fisica no genoma e geralmente com poucas informagdes a respeito de sua fungéo
(Ballabio, 1993).

Um conceito fundamental que difere estas duas abordagens da busca por genes
candidatos é que esta ultima nfo requer o isolamento de novos genes mas conta com a
disponibilidade de informag#o de genes previamente isolados (Ballabio, 1993).

No caso da abordagem do gene candidato, ndo se deve levar em consideragdo apenas
os genes de camundongos com fung@o conhecida, mapeados na regido. Pelo fato do progresso
do mapeamento ¢ seqiienciamento do genoma humano e aproveitando das regibes de
homologia entre camundongo e homem, deve-se também proceder a procura ¢ analise dos
genes localizados nas regides homologas humanas como possiveis candidatos & mutagdo
(Montagutelli, 2000). Estas regides de homologia sdo muito bem estabelecidas, com diversos
mapas comparativos disponiveis (MGD, NCBI ¢ ENSEMBL), sendo que a estimativa de

homologia entre as duas espécies ultrapassa 70% (Strachan, 1999).




3.4. A MUTACAO PARALYSE

Faralysé ¢ uma mutagfo espontdnea que foi observada pela primeira vez no Instituto
Pasteur em 1980. A doenga ¢ transmitida de modo autossdémico recessivo (par). Ao nascer, 0s
homozigotos sdo indistinguiveis dos outros recém-nascidos, mas com cerca de 8 dias de vida
sdo visivelmente menores do que os camundongos normais e desenvolvem fraqueza muscular
progressiva (Duchen et al, 1983). Nos mutantes também se observa uma parada no
crescimento e fraqueza muscular e incoordenagdoc dos movimentos que resulta numa
incapacidade de endireitar o préprio corpo quando posicionados de costas contra a superficie
(Blondet et al., 1989). Os animais morrem durante a terceira semana de vida e raramente
sobrevivem mais de 16 dias. Ao final da vida estdo quase completamente paralisados, de onde
vem o nome da mutagdo (Duchen et al., 1983) (figuras 9, 10, 11 e 12).

Outras caracteristicas marcantes da mutagfo s3o a deficiéncia na transmissdo sinaptica
¢ a denervagdo espontinea de placas terminais (Duchen et al., 1983). Outra observagdo foi um
grande aumento na atividade de NPGF (“neurite-promoting growth factor”). Certos aspectos
diferenciados da mutagfio sfo observados logo apds as primeiras manifestagdes
comportamentais e a gravidade dessas diferencgas tendem a se elevar com a idade, levando &
morte. Este fato torna menos provavel que tal aumento na atividade de NPGF constitua uma
lesdo primdria nesse mutante, ja que nos primeiros dias ele se assemelha aos outros
camundongos normais (Henderson et al., 1985).

Micrografias Opticas e eletronicas mostraram que a placa motora terminal se

desenvolve normalmente com uma distribuigdo normal de colinesterase e uma membrana

sarcolemal pos-sindptica bem diferenciada. Com o progresso da doenga, os terminais dos
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nervos motores nas placas motoras tornam-se menores ¢ mais elétron-densos do que o normal
com um aumento na propor¢do de membranas pds-sindpticas desprovidas de perfis axoniais.
Os terminais contém vesiculas mas s3o surpreendentemente deficientes em mitocondrias
(Duchen et al., 1983).

Alguns musculos como o reto femoral sio mais uniforme e severamente afetados do
que outros como 0 soleo e o gastrocnémio. Por volta do 16° dia quase toda a placa motora
vista no reto femoral perdeu os terminais nervosos e a membrana pos-sinaptica é coberta por
processos das células de Schwann. Podem ser vistas degeneragdes ocasionais em fibras
nervosas nos feixes de nervos intramusculares nos tltimos estagios da doenga, mas as raizes
dos’nervos nfo demonstram evidéncias de degeneragdo (Duchen et al., 1983).

Num estudo mais detalhado da mutagio foi observado que por volta do 9° dia de vida o
peso corporal dos mutantes se mostrou marcadamente inferior aos animais normais e nio
houve nenhum crescimento posterior, sendo que seu peso permaneceu estavel até os 12 a 15
dias de vida, quando vieram a sucumbir. Existe um retardo no crescimento muscular dos
animais que portam a mutagfo. Alguns musculos se mostraram severamente atrofiados
comparados aos animais normais da mesma idade de 9 ou 10 dias. O contettdo de proteina
total dos misculos gastrocnémio e esternocleidomastoideo dos animais mutantes foi cerca de
44% a 48% dos niveis dos animais normais de 6 dias de vida. O nimero de fibras musculares
se mostrou similar entre os animais normais ¢ 0s mutantes, porém a drea seccional dos
musculos destes sfo altamente reduzidas. Suas fibras musculares se apresentam fortemente
empacotadas com espago intercelular e espago entre os feixes musculares bem reduzido
(Blondet et al., 1989)

O numero de receptores de acetilcolina aos 9 dias de vida se mostrou similar entre os

animais normais e os mutantes, mas nestes houve pequeno crescimento no nimero de
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receptores a partir dessq dia. A atividade de colina acetiltransferase estava reduzida de 20% a
60% em relagdo aos animais normais. Embora houvesse essa diferenca a atividade de colina
acetiltransferase ndo diminuiv com o passar dos dias, ndo dando evidéncias de denervagio
progressiva, como sugerido por Duchen e colaboradores (Blondet et al., 1989).

Nos mutantes, os axdnios pré-terminais se mostraram mais delgados e numerosos do
que nos normais. O padrio de inervagdo dos musculos dos animais mutantes revelou
imaturidade ao invés de denervagfo. As regides das membranas pos-sinipticas vazias
geralmente estavam cobertas com actimulos densos de coligeno, que pareciam estar
associados com a célula de Schwann (Blondet et al., 1989).

| Uma observagdo que chama a aten¢do é que nos musculos de animais mutantes, os
axdnios intramusculares estavam inteiramente desmielinizados, embora os nervos musculares
na parte externa dos misculos mostrassem alguma mielinizagio. Os animais normais
apresentaram mielinizagdo tanto nos axonios dos nervos musculares quanto nos
intramusculares. Dessas observagdes pode-se sugerir que a mielinizagio dos axdénios
intramusculares dos animais paralysé parece estar atrasada.

O fenétipo do mutante paralysé apresenta-se como uma interrupgdo no
desenvolvimento muscular no periodo em que a maturagdo do sistema neuromuscular se
imicia, As evidéncias indicam que o mecanismo de interrupgdo desse desenvolvimento nfio é
uma reagdo 4 denervagdo ou inatividade nervosa, mas seria reflexo de um defeito genético que
afeta espectficamente o musculo, ou a perda de um mecanismo regulador de crescimento
generalizado, talvez hormonal (Henderson et al., 1986).

Os resultados de Blondet e colaboradores contrariam as hipoteses sugeridas por
Duchen et al. (1993). Estes sugeriram que a fraqueza muscular ¢ a paralisia parecem ser

devidas a atrofia progressiva de terminais nervosos com conseqiiente redugdo na transmissdo
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nervosa ¢ eventual deng:rvaqﬁo dos terminais das placas motoras. (Duchen et al,, 1983) O
contendo normal e a distribuigdo de receptores de acetilcolina em musculos intactos de
paralysé sdo algumas das evidéncias de que os musculos ndio sfo denervados durante o
desenvolvimento dos animais mutantes. Existem ainda indicativos da manuten¢dio do estagio
neonatal de desenvolvimento dos terminais nervosos e de sua falha na maturagdo, sugerindo
que seja uma interrupgdo no desenvolvimento e ndo uma atrofia (Blondet et al., 1989).

Em estudos mais recentes, alguns autores sugerem que parafysé seja um bom modelo
para o estudo de doengas hereditirias de neur6nios motores, que envolvam degeneragio
motoneuronal precoce (Houenou et al, 1996; Blondet et al., 1997). Atualmente ndo se
conhecem os mecanismos envolvidos na morte de neur6nios motores (Pieri et al., 2001). Na
tentativa de elucidar, em parte, estes mecanismos, estes mesmos autores investigaram a
expressdo da proteina “Heat Shock™ Hsp25, na medula espinhal de paralysé em dois estagios
durante o desenvolvimento pds-natal (Pieri et al., 2001).

Embora virios estudos tenham sido iniciados nas dreas de anatomia, fisiologia e
patologia da mutagdo, o gene causador da doenca ainda néio foi identificado.

O mapeamento da mutagdo paralysé teve micio na década de 1990 quando foi
produzido um cruzamento entre a linhagem 129/Sv-Pas (portadora da mutagio) e PWK/Pas.
Nesta primeira etapa foram produzidos 41 animais afetados, (homozigotos par/par) utilizados
na determinagdo do cromossomo no qual a mutagfo estaria localizada. Pela analise de ligagdo,
utilizando 36 marcadores, do tipo microssatélites, abrangendo todos os cromossomos
autossdmicos murinos (a observagdo da freqiiéncia de individuos doentes revelou o modo de
heranga autossomico recessivo para a mutagdo), foi encontrada evidéncia de ligagdo com 3
marcadores do cromossomo 18: os microssatélites D/8Mir33, DIEMit3, DISMit4. Para

estudos posteriores foi constituido um segundo cruzamento entre a linhagem 129/Sv-Pas ¢
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MBT/Pas. Este segundo cruzamento, que produziu 14 animais mutantes, sugeriu a provavel
regido cromossoémica na qual paralysé estaria situada, entre os marcadores D/8Mit/22 na

posigdo 31cM e DI8Mit]85 na posigio 43cM (Silva Neto, 2000).
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4. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A utilizagio de modelos animais para estudo de anomalias genéticas humanas tem
progredido a cada dia na busca de se conhecer melhor essas disfungdes, procurando por
possiveis terapias e mecanismos de prevengdo. A grande homologia genética existente entre
homem e camundongo nos permite estudar vdrias doengas utilizando o animal como modelo e
estender suas informagdes para o homem. A mutagdo paralysé afeta o sistema neuromuscular
de camundongos levando o animal & morte. Acreditamos que essa mutagio possa servir como
modelo para alguma doenga genética humana que estgja envolvida com o sistema
neuromuscular. Existe a proposi¢do de alguns autores de que paralysé seja um bom modelo
para desordens hereditarias de neurdnios motores, entretanto o gene causador da doenga ainda

ndo foi mapeado.

4.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste frabalho ¢ de determinar precisamente a localizagdo
cromossdmica da mutagdio paralysé e identificar o gene responséavel pela doenga, através de

analises de ligacdo,
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos propde-se:

- Analise do polimorfismo dos marcadores (microssatélites) disponiveis para serem
utilizados nos estudos de ligacéo;

- Determinagdo da regidio em mapas de ligagfo e em mapas fisicos;

- Busca de novos marcadores polimorficos, situados dentro da regido estabelecida para
favorecer o estreitamento da regifio;

- Andlise das homologias homem / camundongo e busca de regides humanas
complementares a regido murina portadora da mutagio;

- Verificagdo dos genes ja mapeados na regifio murina e na homéloga humana na busca

de possiveis candidatos a mutago.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. SELECAO DAS LINHAGENS PARA CRUZAMENTOS

Sabendo-se que a mutagfo paralysé estd localizada no cromossomo 18 (Silva Neto,
2000), as linhagens selecionadas para os cruzamentos foram: a linhagem portadora da
mutago, 129/Sv-Pas, e uma linhagem consdmica para o cromossomo 18 de Mus spretus,

denominada C57BL/6-185ECTus

5.2. ESCOLHA DO TIPO DE CRUZAMENTO

Pelo fato da mutagdo ser transmitida de modo autossdmico recessivo, o esquema de
cruzamento adotado foi do tipo intercruzamento. Apos um “outcross” entre as linhagens
129/Sv-Pas e C57BL/6-18°% o5 individuos F1 foram intercruzados (irmos X irmds)
produzindo a geragiio F2, que também foi intercruzada produzindo a geragdo F3. Foi
obtido um casal F1 capaz de gerar animais doentes (denominado macho 6 e fémea 5), cujo
cruzamento se iniciou em feverciro de 2002. Além deste, quatro casais F2 foram
intercruzados:

- Casal I - Camundongos macho E X fémea C

- Casal II - Camundongos macho D X fémea A

- Casal III - Camundongos macho G X fémea B

- Casal X - Camundongos macho I X f8mea K
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5.3. IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS MUTANTES

Os animais homozigotos para a mutagdo paralysé podem ser identificados a partir
do oitavo dia de vida, Apresentam tamanho inferior aos animais normais e mostram grandes
dificuldades de locomog@o. Os animais eram acompanhados até por volta do décimo quinto

dia, para que fosse feita a extragdo de seus DNAs.

5.4. IDENTIFICACAO DO SEXO, DESMAME E SEPARACAO
DOS ANIMAIS NORMAIS

A identificagiio do sexo era feita por volta da terceira e quarta semana apos o
nascimento, quando os animais eram desmamados e separados em duas caixas, de acordo
com o sexo. Cada animal recebia uma identifica¢@io através de cortes ou perfuragdes em
suas orelhas.

Os animais permaneciam separados até serem tipados, para determinados
marcadores, € apos essa tipagem foram selecionados novos casais de camundongos postos
a intercruzar em caixas separadas, para determinagdo da habilidade de geragio de
individuos doentes (verificagfo do estado heterozigoto no locus par) e, nos casos positivos,

para geragdo de mais animais a serem utilizados no mapeamento.

5.5. ANIMAIS UTILIZADOS NO MAPEAMENTO

Para efetuarmos as andlises de ligagéo utilizamos tanto os animais doentes, quanto
seus irméos sadios (quando irmfos de camundongos afetados), analisados em diferentes

abordagens que serdo descritas mais adiantes.
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5.6. SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais doentes e 0s animais normais que nio seriam utilizados em cruzamentos
posteriores eram sacrificados em cdmara de gas carbonico (CO,) onde permaneciam por

cerca de 5 minutos.

5.7. CORTE DAS CAUDAS

As amostras de DNA utilizadas nos experimentos foram extraidos das caudas dos
camundongos. Com tesoura cirdrgica, retiramos uma por¢io da cauda de cerca de lcm a
1,5 cm. Daqueles que eram sacrificados, o corte era feito apds o sacrificio e compreendia
toda a cauda, que era dividida em duas partes. Para alguns animais o DNA foi extraido
imediatamente de ambos os pedagos da cauda; ja de outros animais, o DNA foi extraido de

uma parte da cauda e a outra parte foi congelada.
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5.8. EXTRACAO DO DNA DAS CAUDAS DOS CAMUNDONGOS

O DNA das caudas dos camundongos foi extraido da seguinte maneira:
- cada pedago de cauda foi colocado em um tubo eppendorf de 1,5 ml
- em cada tubo eppendorf foi introduzido 700ul de tampfio para extragdo de DNA de
cauda (“Tampon Queue”) com as seguintes concentragdes finais:
SDS - 0,6 %
NaCl -0,4M
TrisHClpH 7,5 - 10 mM
EDTA - 0,5 mM
- em seguida, foi introduzido juntamente com o tampfo de extragdo, 4ul de
Proteinase K a 20mg/ml (Eurobio ou Promega);
- a cauda permaneceu nesta solugéio por 24 horas, em agita¢do, numa estufa a 55° C;
- apos as 24 horas, foi acrescentado 700ul de fenol saturado em cada um dos
eppendorfs, que foram postos em agitagdo por no minimo 15 minutos e maximo de 2 horas
- em seguida os eppendorfs foram centrifugados a 15 graus, durante 7 minutos a
8000 rpm
- apos a cenirifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf,
onde foi acrescido com 700l de cloroférmio
- 0s eppendorfs foram submetidos a agitacio pelo minimo de 20 minutos € mdximo
de 2 horas
- em seguida os eppendorfs foram centrifugados a 15 graus, durante 7 minutos a
8000 rpm
- apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf,

onde foi acrescido com mais 1000pl de alcool etilico absoluto para precipitagdo do DNA
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- foi realizada uma leve agitagfio manual dos tubos (virando-o de cabega para baixo e
voltando a posic#o inicial, cerca de 5 vezes)

- houve a fc)rrngg:ﬁo de “medusa” e todo o liquido de cada eppendorf foi retirado,
sendo deixado apenas a “medusa”, por cerca de 1 hora em repouso, em eppendorf aberto
para a secagem

- passado esse tempo foi acrescentado, em cada tubo eppendorf, 500ul de 4gua
miliQ autoclavada. Os tubos foram fechados e deixados em repouso por um minimo de 15

horas, e em seguida agitados para homogeneizagdo da solugio de DNA
5.9. DOSAGEM DAS AMOSTRAS

As amostras foram dosadas em Espectrofotdmetro (Amersham), numa diluicio de
50 vezes (20ul da solugdio de DNA + 980ul de H,O), medindo-se a absorbincia a 260nm.
De posse da densidade optica de cada amostra diluida, calculamos a concentragdo das
amostras originais, sabendo que cada unidade de densidade Optica corresponde a uma
concentragio de 50ug/ml de DNA fita dupla. Foi calculado também o grau de pureza das

amostras.
5.10. DILUICAO DAS AMOSTRAS DE DNA

Para a realizagdo das PCRs, cada amostra foi diluida em dgua miliQ para uma

concentragéo ideal de 25ng/pl.
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5.11. SELECAO DOS MARCADORES MICROSSATELITES

Os microssatélites foram escothidos de acordo com a disponibilidade de seus
iniciadores no laboratério e sua abrangéncia do cromossomo 18 do camundongo. Aqueles
que eram requisitados e ndo estavam disponiveis foram encomendados imediatamente. A

listagem completa dos microssatélites utilizados estd mostrada na tabela 1.

5.12. INICIADORES

Os iniciadores para os loci microssatélites foram comprados de Research Genetics
(Hutsville, Ala., USA). Os dados relativos aos marcadores microssatélites testados
(iniciadores, sequéncias, condigdes de amplificagdo, tamanho em pb do fragmento
amplificado) puderam ser acessados via Internet no MOUSE GENOME INFORMATICS
(MGI), banco de dados mais completo da genética de camundongos:
(http://'www.informatics. jax.org/locus. html).

Os iniciadores para SSCP foram sintetizados sob encomenda pela QIAGEN

OPERONT™,
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5.13. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
CONDICOES DE AMPLIFICACAO PARA OS MICROSSATELITES

As reagdes de amplificagio foram efetuadas num volume total de 25ul com as

seguintes quantidades de reagentes:

- DNA -5,0pl
- Tamp#io para PCR 10X (Eurobio ou Invitrogen) -2,5ul
- MgCl, 50mM (Eurobio ou Invitrogen) - 1,0
- dNTP 100mM (Eurobio ou Invitrogen) -0,5ul
- iniciadores F -0,5ul

R -0,5ul

- Taq DNA polimerase 5U/ pl (Eurobiotaq ou Invitrogen) - 0,1 ul

- H,O (Destilada ou miliQ) - 14,9 ul
As reagdes de amplificagdo foram realizadas em aparethos termocicladores Mini~cyclerTM
MS Research para placas de 96 pogos e PCR System "™ da Perkin-Elmer Corporation,
também para placas de 96 pogos.

O programa utilizado foi de 35 ciclos:

-94°C - 3 minutos (desnaturagio inicial)
-94°C - 40 segundos

-50°C - 40 segundos 35 ciclos
-72°C - 40 segundos

-72°C - 3 minutos (extensdo final)

- Temperatura ambiente até a retirada das placas do termociclador.
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5.14. VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DE PCR POR
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A cada amostré de microssatélite amplificada foi adicionado 4ul de tampéo de
carregamento. De cada produto das reagdes de PCR foi aplicado 12ul (cada produto numa
canaleta) em gel de agarose Nu-Sieve (FCM ™) a 3% em TBE 0,5X (90mM Tris; 90mM
Acido Bérico; 2mM EDTA), visualizados na presenca de Brometo de Etidio (que ja havia
sido introduzido no momento da preparagéo do gel) revelado por luz UV e fotografados.

Os produtos foram migrados em Tensfo de 100V por cerca de 1 a 2 horas.

5.15. ANALISE DOS RESULTADOS

Para cada marcador microssatélite, foi examinada a distribuicio dos animais
heterozigotos (dois produtos de amplifica¢do de tamanhos diferentes) ou homozigotos de
cada tipo (um tmnico produto de amplificagéo).

Os microssatélites que ndo apresentaram polimorfismo e aqueles que apresentaram

amplificagdo preferencial no heterozigoto foram descartados das analises (Tabela 1),
5.16. ANALISE DE LIGACAO

Para verificarmos se existe ligagdo entre a mutagfo e algum dos marcadores,
fizemos a construgdo de haplotipos para verificarmos o nUmero de individuos

recombinantes entre loci marcadores das linhagens parentais.

e g
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5.16.1. ANALISE DOS INDIVIDUOS DOENTES

Levando-se em conta que a mutagdo estd presente no cromossomo oriundo da
linhagem 129/Sv-Pas, esperamos que quanto mais proximo um marcador estiver da mutagdo
maior a chance de ele se apresentar em homozigose (para o alelo desta linhagem) nos
individuos afetados. Quanto maior o nimero de individuos homozigotos para um marcador
da linhagem portadora da mutag@io, maior sera a ligagdo genética da mutagio com aquele
locus. Individuos doentes que apresentam heterozigose ou homozigose para o alelo da
linhagem selvagem (no caso SEG/Pas) para um determinado marcador indicam que nesses

pontos ocorreu recombinagdo e que, portanto, a mutagdo nfo esteja proxima a ele.
5.16.2. ANALISE DOS INDIVIDUOS NORMAIS

Por outro lado, também levando-se em conta que a mutag8o estd presente no
cromossomo oriundo da linhagem 129/Sv-Pas, esperamos que se um marcador se apresente
em homozigose para o alelo 129/Sv-Pas nos individuos normais, mais distante ele estara da
mutagdo. Quanto maior o numero de individuos homozigotos para um marcador da
linhagem portadora da mutagdo, menor serd a ligagio genética da mutagdo com aquele
locus. No caso da analise de individuos normais, novos cruzamentos devem ser efetuados
para o esclarecimento de seu estado de homozigosidade (para o alelo da linhagem selvagem
SEG/Pas) ou heterozigosidade. De acordo com o perfil haplotipico dos individuos normais,
podemos fazer novas verificagdes a respeito de ligagio ou nfo, de determinados
marcadores, pelo aparecimento ou nfdo de individuos afetados nas proles de casais

determinados de acordo com seus perfis haplotipicos.
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5.17. CONSTRUCAOQO DE HAPLOTIPOS

ApoOs a analise dos marcadores microssatélites, em cada individuo, construimos
hapldtipos, seguindo a ordem dos marcadores fornecida pelo mapa de ligagdic do MGD
(Mouse Genome Database). Os animais com o mesmo padrdo de heranga para todos os
marcadores foram agrupados no mesmo haplétipo (verificar os resultados). A visualizagio

de haplétipos facilita a determinag8o da regiio cromossdmica aonde a mutacgéo se localiza.

5.18. ANALISE EM BANCOS DE DADOS

Apos a construgdo dos haplétipos e determinagdo dos marcadores limites da regido
Paralys€, procedemos a andlise em bancos de dados do MGD para a determinagdo do
intervalo genético em cM; e no banco de dados do Instituto Sanger para a localizagéo da

regifio fisica em pares de bases.

5.19. HOMOLOGIA COM O SER HUMANO

Pela conservagio de segmentos cromossOmicos através da divergéncia dos
mamiferos, podemos localizar as regides humanas correspondentes 4 regido delimitada em
camundongo. Utilizamos para isso os bancos de dados do OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man), MGD, Instituto Sanger e NCBI (National Center for Biotechnology

Information).
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5.20. ESCOLHA DE GENES NA REGIAO

Apos a determinagdo da regifio fisica no mapa do Instituto Sanger, foram
escolhidos alguns genes na regifio para a busca de novos marcadores do tipo SSCP e
correlagdo de homologias entre a regifio cromossémica de camundongos e homem. A
escolha foi baseada na localizagdo dos genes no mapa e distincia entre si, de forma a
abranger boa parte da regido. Os genes escolhidos foram:

- Hir4 —~ Mus musculus 5 hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4
- Fech — Mus musculus ferrochelatase

- Grp — Mus musculus similar to Gastrin-releasing peptide precursor
- Rax — Mus musculus retina and anterior neural fold homeobox

- Mc4r — Mus musculus melanocortin-4 receptor gene

- Mbd2 — Mus musculus methy!-CpG binding domain protein 2

5.21. SINTESE DE INICIADORES PARA SSCP

Apos a escolha dos genes, fizemos uma busca da seqiiéncia do cDNA em bancos de
dados do Instituto Sanger e do NCBI. Com a seqiiéncia disponivel, os iniciadores para
seqliencias da extremidade 3’ ou 5’ ndo traduzida dos genes foram escolhidos utilizando-se
o programa PRIMER 3 do Whitehead Institute MIT disponivel online no site (http://www-

genome. wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cgi). Os padrdes para escotha dos

iniciadores foram: iniciadores com seqiiéncias de cerca de 20 bases; produtos de
amplifica¢do de cerca de 200pb (entre 140 e 250); temperaturas de anelamento similares

dos dois iniciadores (Forward e Reverse), acima de 57 graus,
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Para o gene Htr4, foram sintetizados 3 pares de iniciadores:

1)

2)

3)

Htrd4-153-L. & Htr4-365-R, amplificam um fragmento de 213pb,
iniciando na base 153 e terminando na base 365 da extremidade 5’ ndo
traduzida do gene;

Htr4-346-L & Htr4-528-R, amplificam um fragmento de 183pb,
iniciando na base 346 e terminando na base 528 da extremidade 5° n#io
traduzida do gene;

Htr4-22-1, & Htr4-219-R, amplificam um fragmento de 198pb,
iniciando na base 22 ¢ finalizando na base 219 da extremidade 5’ néo

traduzida do gene.

Para o gene Fech, foram sintetizados 5 pares de iniciadores:

)

2)

3)

4)

Fech-714-IL. & Fech-909-R, amplificam um fragmento de 196pb,
mniciando na base 2034 ¢ finalizando na base 2229 da extremidade 3’
ndo traduzida do gene;

Fech-400-L. & Fech-608-R, amplificam um fragmento de 209pb,
iniciando na base 1720 e finalizando na base 1928 da extremidade 3’
ndo traduzida do gene;

Fech-26-L. & Fech-225-R, amplificam um fragmento de 200pb,
iniciando na base 1346 e finalizando na base 1545 da extremidade 3’
ndo traduzida do gene;

Fech-14-L. & Fech-183-R, amplificam um fragmento de 170pb,
iniciando na base 2174 e finalizando na base 2343 da extremidade 3’

ndo traduzida do gene;
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5) Fech-320-L. & Fech-465-R, amplificam um fragmento de 146pb,

iniciando na base 2720 ¢ finalizando na base 2865 da extremidade 3’

néo traduzida do gene.

Para o gene Grp, foi sintetizado apenas um par de iniciadores:
Grp-1-1L, & Grp-308-R, amplificam um fragmento de 327pb, iniciando na

base 601 e finalizando na base 927 da extremidade 3’ ndo traduzida do gene.

Para o gene Rax foi sintetizado também, apenas um par de iniciadores:
Rax-4-I, & Rax-336-R, amplificam um fragmento de 333, iniciando na
base 1264 e finalizando na base 1596 da extremidade 3’ ndo traduzida do

gene.

Para o gene Mbd2, foram sintetizados 3 pares de iniciadores:

1) Mbd2-80-L. & Mbd2-295-R, amplificam um fragmento de 216pb,
iniciando na base 1500 e finalizando na base 1715 da extremidade 3
ndo traduzida do gene;

2) Mbd2-5-L. & Mbd2-146-R, amplificam um fragmento de 142pb,
iniciando na base 1425 e finalizando na base 1566 da extremidade 3’
ndo traduzida do gene;

3) Mbd2-20-L & Mbd2-160, amplificam um fragmento de 141pb,
iniciando na base 1780 e finalizando na base 1920 da extremidade 3°

ndo traduzida do gene.
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Para o gene Mc4r foram sintetizados 6 pares de iniciadores:

1

2)

3)

4)

3)

6)

Medr-15-1. & Mcedr-266-R, amplificam um fragmento de 252pb,
iniciando na base 225 e finalizando na base 476 da extremidade 5° nio
traduzida do gene;

Med4r-36-L. & Medr-282-R, amplificam um fragmento de 247pb,
iniciando na base 666 e finalizando na base 912 da extremidade 5’ nfo
traduzida do gene;

Medr-14-L & Me4r-264-R, amplificam um fragmento de 251pb,
iniciando na base 1094 e finalizando na base 1344 da extremidade 5’
ndo traduzida do gene;

Mc4r-34-L. & Mc4r-255-R, amplificam um fragmento de 222pb,
iniciando na base 2494 e finalizando na base 2715 da extremidade 3’
nédo traduzida do gene;

Medr-50-L & Mc4r-297-R, amplificam um fragmento de 248pb,
iniciando na base 3170 e finalizando na base 3417 da extremidade 3’
ndo traduzida do gene;

Mc4r-34-L. & Mecdr-284-R, amplificam um fragmento de 251pb,

iniciando na base 4114 e finalizando na base 4364 da extremidade 3’

ndo traduzida do gene.
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Os pares de iniciadores que apresentaram polimorfismo e foram utilizados nas

andlises de SSCP tiveram seus nomes modificados.

- Htr4-153-L & Htr4-365-R (renomeado para SSCP Hitr4-1)
- Fech-714-L & Fech-909-R (renomeado para SSCP Fech-1)
- Fech-400-L & Fech-608-R (renomeado para SSCP Fech-2)
- Fech-26-L & Fech-225-R (renomeado para SSCP Fech-3)
- Fech-14-L. & Fech-183-R (renomeado para SSCP Fech-4)
- Mecd4r-14-1. & Mcdr-264-R (renomeado para SSCP Mc4r-1)
- Medr-34-L & Mcdr-255-R (renomeado para SSCP Mc4r-2)
- Medr-34-L & Mcdr-284-R (renomeado para SSCP Mc4r-3)
5.22. SSCP

O protocolo utilizado para a amplificagio dos fragmentos que seriam submetidos as
analises de SSCP foi o mesmo para os microssatélites (item 4.14.) com excegdo da
temperatura de anelamento que foi modificada para 57°C. Para andlise dos polimorfismos
dos produtos amplificados, foram retiradas aliquotas de 4,5ul que foram introduzidas em
tubos eppendorf de 200pl, as quais, separadamente, foram ajuntados 3ul de formamida a
95% (“Stop Solution” da Pharmacia) e 1,5ul de tampdo de carregamento Azul de
Bromofenol 6X. O total de 9t foi submetido a desnaturagfio a 95°C por 5 minutos e, em
seguida, resfriado a 4°C em termociclador. Os produtos permaneceram a 4°C até o

momento de suas aplicagdes (dos 9 pl) em gel de poliacrilamida.
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5.23. GEL DE POLIACRILAMIDA

Os produtos desnaturados foram submetidos & eletroforese em gel de
poliacrilamida, com uma relagdo acrilamida / N, N> — metileno bisacrilamida (ambos da
Promega) de 24:1. A concentragdo do gel utilizado foi de: Acrilamida 12,5%, Glicerol
10%, TBE 1X.

A eletroforese foi efetuada em TBE concentrado 1X, em temperatura ambiente
(entre 23°C e 30 °C), numa poténcia que variava entre 15 e 18 Watts, por cerca de 4 a 6
horas. Os géis possuiam as seguintes dimensdes: 17cm de altura, 15cm de largura ¢ 0,15cm

de espessura. Os pentes utilizados eram para 20 canaletas.

5.24. VISUALIZACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS E
DESNATURADOS

Apobs a migragfio dos géis, foi realizada a colorag@o dos mesmos para visualizagio
dos produtos. A coloragéo foi feita por prata seguindo o seguinte protocolo: 20 minutos de
exposi¢do a solugdo A (fixadora); 20 minutos de exposi¢do 4 solugdo B (incorporagdo da
prata); e 20 minutos de exposig¢fio a solugdo C (reveladora).

- Solugo A — Etanol 10%, Acido Acético 0,5%

Etanol Absoluto: 100ml
Acido Acético Glacial: Sml

Completar o volume para 1000ml com ddH,O (agua destilada)
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- Solugdo B — Etanol 3,3%, Acido Acético 0,167%, Nitrato de Prata 1,78%

AgNO; (Nitrato de Prata): 0,4g
Solugdo A: 75ml

ddH,O: 150ml

- Solugéio C — NaOH 3%, Formaldeido 1,5%
NaOH: 30g
Formaldeido 37%: 40ml

Completar o volume para 1000m! com ddH,0

5.25. ANALISES DOS RESULTADOS SSCP

Apds a migragdo dos produtos no gel e sua posterior coloragdo, procedeu-se a
procura de polimorfismos entre os individuos parentais. No caso da presenca de
polimorfismos, a andlise era feita verificando o padrio de heranga (homozigoto 129;

homozigoto SEG; heterozigoto) desses marcadores em alguns individuos selecionados.
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6. RESULTADOS

Dando continuidade ao mapeamento desta mutagdo, em 2002 foi produzido um
novo cruzamento, j4 que do primeiro a linhagem PWK/Pas foi perdida e o segundo
apresentou problemas de acasalamento entre as linhagens. Este novo cruzamento,
constituido entre as linhagens 129/Sv-Pas e CS57BL/6-18°%"* gerou um casal Fl1
heterozigoto (+/par) capaz de produzir individuos doentes. Este casal F1 (macho 6 X
fémea 5) produziu um total de 25 animais normais ¢ 5 doentes. Dos individuos F2, quatro
casais foram formados, dos quais foram obtidos mais 25 animais normais e 5 doentes.
Neste projeto foram utilizados tanto os animais normais quanto os doentes nas analises de
ligagdo (devido ao fato do ntmero de individuos afetados chegar a apenas 10), que foram
conduzidas & medida que os animais eram obtidos.

Antes, porém, foi realizado um teste com 64 marcadores microssatélites,
abrangendo a quase totalidade do cromossomo 18 (entre 9¢M e 53 c¢M; o cromossomo 18
possui um comprimento genético de 60cM), para se determinar quais poderiam ser
utilizados na genotipagem dos animais e posterior analise de ligagdo. Apenas 24
microssatélites se mostraram satisfatorios, pois apresentam quatro caracteristicas
essenciais: 1) sdo polimorficos entre as linhagens utilizadas no “outcross”, 2) nio
apresentam o fenémeno da amplificagdo preferencial (quando em amostra heterozigotas
apenas um alelo é amplificado); 3) as bandas dos produtos amplificados sfo nitidamente
reconhecidas no gel de agarose; 4) para cada linhagem ¢ amplificado apenas um fragmento,
que se reflete em apenas uma banda visualizada no gel. Os 64 marcadores analisados, bem

como os 24 escolhidos podem ser observados na tabela 1 (em materiais e métodos).
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Apds os testes e escolha dos marcadores, procedeu-se as andlises do padrio de
segregagfo de alguns deles para os animais F2 obtidos. O primeiro conjunto de haplotipos
(ilustrado na figura 13) foi construido a partir dos resultados da genotipagem de 10
microssatélites (abrangendo a regifio de 11¢M a 35cM do cromossomo 18) entre 8 animais
normais F2 (J, K, L, M, N, O, P, Q). O haplétipo do camundongo P sugere o limite
centromérico da regido portadora da mutagdio na posigdo 27c¢M pois este é um animal
normal que apresenta homozigose para o alelo da linhagem 129/Sv-Pas (C/C) entre
DI8Mitl32 e DISMit53.

Em seguida os 5 animais doentes F2 foram tipados para os microssatélites situados
entre 21cM e 41cM. Os resultados ilustrados na figura 14 mostram que todos sfo
homozigotos para o marcador da linhagem 129/Sv-Pas (C/C), sendo néo informativos para
a redugdo ou delimita¢do da regido paralysé.

O passo seguinte foi a genotipagem dos demais animais F2 com os microssatélites
situados entre 25¢M e 52¢M. Os haplatipos construidos com os resultados observados estio
ilustrados na figura 15, onde se pode verificar a nova delimitagdo centromérica bem como a
delimitagfio telomérica da regiio portadora da mutagfio. O haplétipo do camundongo E
sugere o limite centromérico pois, sendo um animal normai, apresenta homozigosidade
para o alelo da linhagem 129/Sv-Pas (C/C) em todos os microssatélites analisados entre
25¢M e 32¢M. O limite telomérico é sugerido pelos resultados obtidos da genotipagem dos
camundongos D, M, R, IVP e VP. Para o marcador D/8Mit45 a homozigosidade para o
alelo 129/Sv-Pas (C/C) nos trés animais normais (D, M e R) bem como a heterozigosidade
(C/S) para os dois animais doentes (IVP e VP) foram os eventos determinantes da exclusdo

da porgéo telomérica do cromossomo, a partir do mesmo. Esta primeira delimitagdo da
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regido paralysé mostrava um intervalo de 20cM no qual a mutagéo estaria localizada, entre
D18Mit52 (32¢M) e DI8Mit45 (52¢M).

A redugfo do intervalo cromossémico veio em seguida, a partir dos resultados
obtidos com os animais F3. Quatro casais F2 foram formados, sendo a escolha dos
camundongos envolvidos nos cruzamentos feita com base na genotipagem obtida para cada
um deles.

O casal macho I x fémea K (haplotipos ilustrados na figura 16), foi formado antes
da primeira delimitagdo da regido paralysé, ou seja, entre DI8Mit52 (32 cM) e DI8SMitd5
(52 cM). A intengéo foi validar ou desconsiderar a regido entre D/8Mit53 (27 cM) e
D18Mit28 (35 cM) como a portadora da mutagdo, pois esta regifio cromossdmica ¢ a tnica
em que ambos os animais sdo heterozigotos. Dessa forma, a presenca de descendentes
mutantes validaria a presen¢a da mutag#io na regifio e o contrario, o nfio aparecimento de
doentes na prole, excluiria a mesma. O fato é que o casal foi testado sem o aparecimento de
descendentes com o fendtipo paralysé na prole, confirmando os resultados encontrados pela
genotipagem dos animais F2 ja& relatada. O casal foi desconsiderado para analises
posteriores.

Os casais macho E x fémea C (casal I ~ figura 17) e macho D x fémea A (casal I —
figura 18) foram formados para aumentar o nimero de animais a ser utilizado no
mapeamento. Do primeiro casal foi obtido uma ninhada com 6 animais normais (I-1, I-2, I-
3,1-4, 1-5, 1-6) e 2 doentes (I-P1, I-P2). Do segundo casal foram obtidas duas ninhadas com
8 animais normais (II-1, II-2, II-3, II-4, II-5, 11-6, 1I-7, 1I-8) e 1 doente (II-P1). Estes
animais foram sacrificados e seus DNAs extraidos. Os resultados obtidos das amostras de

DNA destes camundongos nfo foram informativos, j& que nenhum evento de recombinagdo
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pdde ser encontrado no interior do intervalo previamente delimitado. O haplatipo de cada
um dos animais pode ser observado no conjunto total de haplétipos ilustrado na figura 20.

O ultimo casal estabelecido, G x B (casal III - figura 19) , apresentava um fator a
mais a ser analisado. De posse da regifio paralysé proposta podia se verificar que o
camundongo fémea B possufa a por¢do distal da regido em homozigose SEG/Pas (S/S) e o
restante em heterozigose (C/S). Foram entdo sugeridas duas hipdteses, das quais uma seria
confirmada pelo resultado dos cruzamentos. A primeira hipotese era de que a mutagio
paralysé estaria localizada entre os marcadores DI8Mit52 (32 cM) e D18Mit33 (44 cM) e o
casal produziria individuos doentes na prole; a segunda hipdtese era de que a mutagio
estaria localizada entre os marcadores D/8Mit50 (41 ¢cM) e DI8Mit45 (52 ¢cM) e o casal
ndo seria capaz de gerar descendentes doentes.

A primeira ninhada foi composta por seis camundongos normais (III-1, I1I-2, II1-3,
I11-4, ITI-5, TI1-6). A segunda ninhada, que era composta por cinco camundongos normais
(I11-7, 111-8, III-9, III-10, ITI-11) e dois doentes (IHI-P1, III-P2), trouxe a resposta que
delimitou a regifio telomérica da mutagdo paralysé. A presenga de mutantes na prole desse
casal confirmou a primeira hipétese proposta, da localizagdo da mutagdo entre D/8Mit52
(32¢cM) e DI18Mit33 (44cM). Esta nova regido delimitada compreende 12cM.

O DNA dos animais da primeira e segunda ninhadas foram extraidos conforme
protocolo ja descrito. Pela analise de um desses DNAs da prole do casal III o novo limite
centromérico da regido paralysé foi estabelecido. O haplotipo do camundongo normal I11-2
(ilustrado na figura 20), mostra que este animal apresenta homozigosidade para o alelo
129/Sv-Pas (C/C) para os marcadores [2/8Mit28, D18Mit208 e DI8Mitl40. Excluindo-se a
regifo desses marcadores, paralysé foi delimitada entre os marcadores DI18Mitl40 (37¢M)

e DISMit33 (44cM). Esta regido estabelecida pela analise de todos os camundongos F2 e
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F3 e pelos resultados dos cruzamentos estabelecidos, compreende 7¢cM. Os resultados dos
haplotipos construidos a partir dos dados obtidos das andlises dos marcadores para cada um
dos camundongos gerados neste cruzamento estio ilustrados na figura 20. A figura 21
apresenta o conjunto de haplotipos agrupados dos resultados obtidos das andlises para os
animais da F2 e F3,

A resolugdo méxima a que se pdde chegar neste projeto de mapeamento foi de 7¢M.
Somando os resultados obtidos por Silva Neto (2000) (figura 22) a regido paralysé foi
delimitada entre os marcadores D/8Mit[40 e D18Mit!85 (6 centimorgans), sendo que este
tltimo ¢ derivado dos resultados de 2000. Através da analise da posi¢o destes marcadores
no ’mapa fisico gerado pelo ENSEMBL pode-se verificar que a regido (figura 2-3)
compreende cerca de 8 Megabases (entre 61399493 — locus do marcador DI8Mitl40 — e
69368743 — locus do marcador D/8Mit!85) e possui 68 genes mapeados (até 20-12-2002),

que podem ser observados no enderego hitp://www.ensemblorg/Mus musculus/ (do

Instituto Sanger).

Apos a determinagdo da regidio paralysé em camundongos, foi feita uma busca de
homologias no mapa humano ¢ analise de genes ja mapeados nestas regies de homologia.
Para este fim, inicialmente foi proposto no projeto a delimitagdo da regifio paralysé
utilizando-se marcadores génicos do camundongo, j4 que os microssatélites murinos nao
sdo compartilhados com os seres humanos. Dessa forma, foram escolhidos genes murinos
dentro da regifio e, em seguida, a busca de marcadores desses genes. Foram estabelecidos
dois objetivos nesta etapa: 1) primeiro, localizar e identificar novos marcadores genéticos
polimérficos entre as linhagens 129/8Sv-Pas e SEG/Pas, pois os microssatélites disponiveis
dentro da regido sdio em nimero de apenas 6; 2) segundo, delimitar a regido paralysé entre

dois genes (utilizando os marcadores génicos), cuja sintenia conservada em humanos,
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revelaria a regiio homoéloga. Os marcadores génicos foram estabelecidos tendo-se por base
o polimorfismo existente nas seqiiéncias 3 e 5° ndo traduzidas. A partir das seqiiéncias dos
c¢DNAs foram desenhados iniciadores para estas regides nio traduzidas.
A seqiiéncia dos eventos foi a seguinte;
- A partir da lista de genes ja seqiienciados e mapeados dentro da regifio, 6 foram
escolhidos com espagamento médio de 2 Megabases entre si:
- Hird — Mus musculus 5 hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4
- Fech — Mus musculus ferrochelatase
- Grp — Mus musculus similar to Gastrin-releasing peptide precursor
- Rax — Mus musculus retina and anterior neural fold homeobox
- Mc4r — Mus musculus melanocortin-4 receptor gene
- Mbd2 — Mus musculus methyl-CpG binding domain protein 2
- Apods a escolha dos genes no mapa fisico gerado pelo ENSEMBL (Instituto
Sanger), procedeu-se a busca de suas seqiiéncias no NCBI, através do programa
Nucleotide. Dentre os resultados encontrados pelo banco de dados a opgdo foi feita pela
ultima seqiiéncia depositada, a partir de cDNA. As seqiiéncias obtidas para cada um dos

genes pode ser visualizada nos bancos de dados do ENSEMBL (http://www.ensembl.org/)

ou do NCBI (http://www ncbi.nlm.nih.gov/).

- De posse da sequéncia de cDNA de cada um dos genes escolhidos, foram
analisadas as extremidades génicas transcritas e ndo traduzidas e desenhados iniciadores
para amplificagfo de pequenas seqiiéncias destas extremidades ndo traduzidas na busca de
polimorfismo (SSCP) entre camundongos das linhagens 129/Sv-Pas e SEG/Pas.

- Utilizando o programa PRIMER 3 do Whitehead Institute MIT (http://www-

genome.wi.mit.edw/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi), foram desenhados 19 pares de
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iniciadores; 3 para o gene Htr4, 5 para o gene Fech, 1 para o gene Grp, 1 para o gene Rax,
3 para o gene AMbd2, 6 para o gene Mc4r .

A amplificacdo, com estes iniciadores, foi feita a partir de amostras de DNA de
camundongos da linhagem 129/Sv-Pas, da linhagem SEG/Pas e da mistura do DNA das
duas linhagens em quantidades e concentragdes iguais (F1 — heterozigoto), na busca de
marcadores do tipo SSCP que pudessem ser analisados juntamente com os microssatélites
na regido paralysé, aumentando o nimero de marcadores moleculares reconhecidamer;te
polimorficos entre as linhagens 129/Sv-Pas e SEG/Pas e que ndo apresentassem
amplificagdo preferencial de algum dos alelos.

| Dos 19 pares de iniciadores analisados, 17 apresentaram produtos de amplificagdo
observados em Gel de Agarose NuSieve FCM™ 3%, Com os 17 produtos de amplificagio,
procedeu-se a desnaturagdio a 95°C e resfriamento imediato, seguido da aplicagdo das
amostras no gel de poliacrilamida 12,5% e glicerol 10%. Dos 17 produtos, apenas 8
mostraram polimorfismo na conformagéo de fitas simples:

- SSCP Hird-1

- SSCP Fech-1
- SSCP Fech-2
- SSCP Fech-3
- SSCP Fech-4
- SSCP Mcdr-1
-~ SSCP Mc4r-2
- SSCP Mcd4r-3

Estes marcadores ndo apresentam problemas de amplificagdo preferencial e sio
nitidamente polimérficos. Para prosseguir nas andlises da regifio paralysé com os novos
marcadores, foram escolhidas apenas 7 animais para serem analisados: B, H, R, III-2, IP,

III-P1 e III-P2. Além destas foram utilizadas também as amostras de DNA das linhagens
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129/Sv-Pas e SEG/Pas bem como a amostra F1 (mistura de volumes e concentragdes iguais
das duas) como controles, para a visualizagdo dos alelos especificos de cada linhagem e o
heterozigoto.

Dos 8 marcadores SSCP polimérficos encontrados, 6 foram utilizados nas analises:
SSCP Hird-1, SSCP Fech-1, SSCP Fech-2, SSCP Fech-3, SSCP Mc4r-1, SSCP Mc4r-2.
Alguns dos resultados encontrados, podem ser observados nas fotografias dos géis de
poliacrilamida (figura 24) que refletem o mesmo padrio para todos os marcadores ja
encontrados no interior da regifio estabelecida pelos microssatélites. Os haplotipos
construidos pela andlise dos SSCP podem ser observados na figura 25.

Como as analises de SSCP ndo foram informativas, a identificagio da regifio
homologa em humanos foi obtida através de analises em bancos de dados de mapas
comparativos. Utilizando-se o mapa comparativo fornecido pelo NCBI, entre os mapas de
ligagdo do MGD (para camundongo) (figura 26) e do proprio NCBI (para humanos) pode-
se observar que existe homologia tanto em regides do brago curto como do brago longo do
cromossomo 18 humano (figura 27). No banco de dados do ENSEMBL existe uma
correlagdo do mapa fisico do camundongo com o mapa fisico humano. Neste mapa
comparativo pode-se observar as regiGes humanas que possuem homologias com o©
cromossomo 18 de camundongo (figura 28).

Como citado anteriormente, a regido fisica onde a mutagfo paralysé se localiza em
camundongos (Mapa ENSEMBL) esta compreendida entre as bases 61399493 e 69368743
(figura 23), possui homologia com regides do cromossomo 5 (5q33.1 entre as bases
147900000 e 149510000) onde existem 22 genes mapeados; do brago curto do cromossomo
18 (18p11.21 e pequena parte da regifio 18p11.22 entre as bases 10660000 e 13920000)
onde existem 26 genes mapeados; e do braga longa do cromossomo 18 (18q21.2, 18q21.31

18q21.32 entre as bases 52984033 e 57870761) onde existem 28 genes mapeados
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(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens). Existe um gene na regifio paralysé cujo
homélogo humano se encontra no cromossomo 6 (gene Amd1). Cerca de 60 genes (entre os
ja mapeados nestas regides) sdo homologos entre as duas espécies. As seqiiéncias de cada
gene mapeado podem ser obtidas na base de dados do ENSEMBL

(http://www.ensembl.org).

Pelo fato da regido estabelecida ser muito extensa (cerca de 8 megabases) torna-se
mnvigvel a suposigdo de possiveis genes candidatos & mutag¢do simplesmente pela posigéo, ja
que o numero de genes mapeados na regifio (e nas regides homologas em humanos) chega a
cerca de 85. Pela andlise da fungdo génica ou do fendtipo gerado, alguns genes podem ser
sugeridos como candidatos. Dentre os encontrados na regifo murina, para 0s quais existe
algum relato funcional ou fenotipico, nenhum gene foi considerado como candidato. Por
outro lado, na regiio homoéloga humana existe um gene envolvido numa neuropatia

motoneuronal que pode ser considerado candidato 4 mutagdo: ALS3 (#MIM 606640).
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7. DISCUSSAO

Encontrada em 1980 (Duchen et al., 1983), a mutagiio paralysé foi submetida nos
anos seguintes a varios estudos (Duchen et al., 1983; Henderson et al., 1986; Blondet et al.,
1989; Pieri et al., 2001), dos quais se destacaram estudos de morfologia, andtomo-patologia
e fisiologia. Somente na década de 1990 foram realizados os primeiros estudos de
mapeamento genético que sugeriram a localizagdo da mutag¢iio no cromossomo 18 do
camundongo (Silva Neto, 2000). Esses estudos foram realizados através de analises de
ligagdo entre a mutagdo ¢ marcadores andnimos (microssatélites), em camundongos
produzidos por dois cruzamentos: entre a linhagem portadora da mutagiio 129/Sv-Pas e a
linhagem PWK/Pas; e entre 129/Sv-Pas e MBT/Pas. A ligagfio inicial foi encontrada com
trés marcadores do cromossomo 18, entre os 36 analisados para todos 0s cromossomos
murinos, num estudo realizado com os 41 descendentes afetados do primeiro cruzamento.
Pela andlise dos animais obtidos no segundo cruzamento (14 camundongos) pode-se
estabelecer uma regifo de 12¢M na qual a mutagiio estaria localizada, entre D/8Mirl22
(31cM) e DI8Mitl85 (43c¢M) (hapldtipos ilustrados na figura 22) (Silva Neto, 2000), que
corresponde a aproximadamente 13 megabases.

Dando continuidade ao trabalho e dentro do objetivo de se encontrar o gene
responsavel pela doenga pela estratégia do gene candidato iniciou-se a tase de refinamento
da posi¢do da mutagdo no mapa, passos essenciais num projeto de mapeamento e clonagem
de mutac@es (Boyd, 1998).

Devido a problemas experimentais o niumero de animais obtidos chegou a apenas

60, o que corresponde 4 andlise de 120 cromossomos, no caso de intercruzamentos, o que
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permite a localizagfo da regido portadora da mutagdo numa resolugdo bem reduzida (Boyd,
1998; Montagutelli, 2000). O pequeno nimero de animais inviabiliza 0 mapeamento de alta
resolugdo que deve contar com vdrias centenas a cerca de 1000 cromossomos, o que
corresponde a um grande nimero de animais a serem produzidos (Montagutelli, 2000).

O principio basico da localizagdio de uma mutagdo no mapa genético de
camundongos consiste no estudo de ligagdes entre o gene mutado e os marcadores
genéticos ja posicionados no mapa (Boyd, 1998; Guénet, 1998). Quanto mais proximo um
marcador se encontra da mutagdo, menor a chance de ocorréncia de recombinagdo entre
eles, resultando assim um padrdo de segregagdo semelhante para marcador e mutag3o.
Dessa forma para mutagdes transmitidas de forma autossémica recessiva, como é o caso de
paralysé, a proximidade da mutagfo é indicada pela homozigosidade dos marcadores para o
alelo da linhagem portadora da mutagio em individuos doentes ac passo que para
individuos normais o padrio heterozigoto ou homozigoto para o alelo da linhagem ndo
portadora da mutacdo pode sugerir que os marcadores se encontrem proximos a mutagéo.
Pela andlise inversa, pode-se excluir regides onde a mutagdo ndo se localiza ao encontrar
individuos doentes com o padrio heterozigoto ou homozigoto para o alelo da linhagem
normal (ndo portadora) dos marcadores genéticos ou individuos normais homozigotos para
0 alelo da linhagem portadora da mutagdo (figura 28). Trata-se neste trabalho como
linhagem portadora aquela na qual o gene mutado surgiu e é mantido.

No caso dos marcadores a serem utilizados nos projetos de mapeamento, a escolha
estd ndo so relacionada & sua aplicabilidade nos ensaios de PCR e eletroforese, mas também
com a posi¢do em que ocupam no mapa. Os marcadores devem estar distantes do
centrémero, do telémero e entre si num intervalo que possibilite a observagéo de eventos de

recombinagéo entre eles, de modo a garantir que a observagio de ligagdo seja de fato
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verdadeira (Boyd, 1998). Para o cromossomo 19, que apresenta 50cM de comprimento
genético, Boyd (1998) descreve a escolha de marcadores distantes do centrémero de, no
minimo, 10¢cM a 15¢M e o mesmo para marcadores teloméricos. Segundo este autor isso
garante um intervalo de confianga de 95% na detecgdo ou exclusdo de ligagdo (Boyd,
1998). No caso deste projeto, os marcadores escolhidos abrangem 73% do cromossomo 18,
com distdncia minima de 1cM e maxima de 7cM entre si. O marcador escolhido mais
proximo do centrémero situa-se a 9¢M deste; o mais proximo ao telémero esta a 8cM deste.

Os resultados obtidos com os animais da segunda ninhada do casal Fl (ilustrados
nos haplétipos da figura 13) foram analisados como descrito anteriormente, sabendo-se que
todbs eram normais. No caso de camundongos normais, a homozigosidade S/S
(homozigosidade para o alelo da linhagem SEG/Pas) ou a heterozigosidade ndo sdo
informativos, pois este perfil é o esperado para animais ndo afetados (quando se estd
proximo do locus mutante). Os camundongos J e P foram informativos pelo fato de
apresentarem regides de homozigosidade C/C (homozigosidade para o alelo da linhagem
129/Sv-Pas). Como a mutagfo ¢ de origem da linhagem 129/Sv-Pas o perfil homozigoto
C/C em camundengos normais mostra que os marcadores ndo estio geneticamente ligados
a mutagdo (ou a ligagdo € “fraca”). Os dois animais apresentaram homozigosidade em suas
extremidades centroméricas, favorecendo a delimitagfio centromérica da regido portadora
da mutagéo.

A genotipagem dos 5 animais F2 doentes ndo acrescentou nenhuma informacio a
mais, ja que a homozigose C/C ndo ¢ informativa em camundongos mutantes.

Os resultados obtidos com a analise do restante dos animais F2 revelaram um novo
limite centromérico e um limite telomérico que néo tinha sido ainda definido. A figura 20

mostra os hapldtipos para todos os camundongos F2. Os animais C, E, P sdo animais
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normais homozigotos C/C para alguns marcadores na extremidade telomérica do
cromossomo 18. O animal E apresentou homozigosidade na extremidade centromérica até a
posi¢do de 32¢M onde se encontra o marcador D/8Mit52 que determinou o novo limite
nesta posigao. Para o limite telomérico da regifio os animais D, M, R, IVP e VP foram os
determinantes. Os normais apresentaram o perfil homozigoto C/C e os doentes eram
heterozigotos para o marcador D/8Mir45 (52¢M). A delimitagio da regifio paralysé foi
alcangada com um pequeno nimero de animais, passo inicial para se prosseguir o
refinamento da posigdo da mutagdo no mapa (Montagutelli, 2000).

Além da anilise de ligagdo feita para cada animal, o posicionamento de uma
mutégﬁo no mapa genético bem como a exclusdo de regifes cromossémicas pode ser
sugerida pela analise da prole de determinados cruzamentos (Montagutelli, 2000). Os
animais selecionados para o cruzamento sdo escolhidos com base no gendtipo que
apresentam para os marcadores situados dentro da regifio portadora da mutagéo.

No caso de paralysé quatro novos cruzamentos foram estabelecidos entre animais
F2 tomando como base o haplétipo de cada animal. Os cruzamentos E x C (casal ) e D x A
(casal IT) foram formados com o unico objetivo de se produzir mais animais, sabendo-se de
antemfo da sua capacidade em gerar camundongos doentes pela observagdo do estado
heterozigoto em toda a extensdio da regidio paralysé pré-definida (com excegdo dos
marcadores limitantes da regifo D/8Mit52 e DI18Mit45).

Ja os outros dois casais [ x K (casal X) e G x B (casal III) foram formados com o
intuito de verificar se eles eram capazes de gerar animais doentes e, se fosse o caso, de
analisar sua prole. O casal I x K foi formado antes da delimitagdio da regido entre 32cM e
52¢M. Os dois animais compartilhavam uma pequena parte do cromossomo 18 em

heterozigose C/S (ver figura 16). A hipdtese € que se o casal gerasse animais doentes a
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mutagdo provavelmente estaria localizada na regido em que ambos fossem heterozigotos. O
ndo aparecimento de animais paralysé na prole confirmou os resultados obtidos
posteriormente na delimitagdo da regifio entre os dois marcadores citados acima.

O casal III foi de grande utilidade na designagdio da regido paralysé. O camundongo
G apresentava o perfil heterozigoto para todos os marcadores dentro da regifo delimitada.
Ja o camundongo B apresentava os trés marcadores teloméricos em homozigose S/S e os
outros marcadores em heterozigose. Duas hipéteses foram sugeridas: 1) Se a mutagdo
estivesse localizada na regido cromossdmica para a qual o camundongo B é heterozigoto
seria de se esperar animais doentes na F3; caso contrario, 2) se a mutagio estivesse onde o
animal B € homozigoto $/S ndo deveria haver animais doentes na F2. A primeira ninhada
ndo apresentou nenhum camundongo paralysé. Neste tipo de trabalho, envolvendo
cruzamentos, ¢ recomendado a andlise de cerca de 10 a 15 animais resultantes de um
acasalamento para se verificar a capacidade do casal em gerar mutantes quando a mutagéo é
autossOmica recessiva. A segunda ninhada era composta de 7 animais: 5 normais e 2
doentes, o que veio a descartar a regidio cromossdmica na qual o camundongo B era
homozigoto S/S. O novo intervalo foi reduzido para 12cM, entre DI8Mit52 e DI18Mit33
apenas pelo aparecimento de doentes na prole do casal G x B.

Os resultados obtidos das analises de ligagdio com os animais F3 reduziram ainda
mais a regido paralysé. O camundongo normal III-2 possufa a extremidade telomérica
homozigoto C/C até o marcador Di8Mit] 40 que se tornou o novo limite centromérico,

Ao final destes experimentos, a regifo foi estabelecida entre os marcadores
DI8Mitl140 (37cM) e D18Mit33 (44cM). A regifo encontrada de 7cM estd em acordo com
os resultados obtidos anteriormente (Silva Neto, 2000). Os resultados obtidos por diferentes

cruzamentos podem ser agrupados no sentido de acelerar as descobertas. Somando os
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resultados obtidos em 2000, aos alcangados neste trabalho, o intervalo genético onde a
mutagdo paralysé se encontra foi delimitado entre os marcadores D/8Mit140 e DI8Mit185,
compreendendo 6cM. Estes marcadores foram localizados no mapa fisico fornecido pelo
ENSEMBL gerando, assim, a regido fisica na qual estd a mutagfo. Esta regifio se estende da
base 61399493 4 base 69368743 no cromosomo 18 murino. O mapa fisico desta regifio
apresenta 68 genes ja localizados (até 20 de dezembro de 2002).

Apds a delimitagdo da regidio paralysé tinha-se a intengdo de localizar a(s)
regifo(es) cromossdmica(s) homoéloga(s) em humanos. A utilizagdo de marcadores
génicos no estabelecimento de regides cromossdmicas garante wma precisio maior na
interi)olagﬁo de um organismo a outro, ja que os genes sdo conservados entre as espécies.
Atualmente se sabe que mais de 70% do genoma murino é homélogo ao genoma humano
(no que diz respeito a seqiiénoias codificantes) (Strachan & Read, 1999). A selegdo de
genes na busca de marcadores SSCP foi utilizada com este objetivo de delimitagdo da
regido com marcadores génicos. Os marcadores foram procurados levando-se em conta
o polimorfismo existente em seqiiéncias transcritas e ndo traduzidas nas extremidades 3° ou
5’ dos genes.

Os genes escolhidos dentro da regifo paralysé apresentam homélogos mapeados em
humanos. Foram encontrados oito marcadores SSCP polimérficos entre as linhagens
129/Sv-Pas e C57BL/6-18%E%F dog quais seis foram analisados. Os dois marcadores ndo
utilizados foram deixados de lado por serem de genes que ja possuiam pelo menos dois
outros marcadores polimoérficos. As amostras de DNA escolhidas para serem testadas o
foram por apresentarem algumas caracteristicas peculiares. Apenas 7 amostras de DNA

foram escolhidas (os haplétipos dos animais correspondentes estio ilustrados na figura 31):
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B —a amostra do DNA do camundongo fémea B foi escolhida pelo fato de ter sido a
determinante do limite telomérico da regifio Paralysé e, dessa forma, somente eventos de
recombinagfo no interior da regifo delimitada é que seriam interessantes. Além disso, o
interessante é que se fosse encontrado wm marcador SSCP em homozigose SEG/Pas para
este camundongo, este estaria localizado na extremidade telomérica da regido, auxiliando
no estabelecimento de um limite génico para a regido Paralysé;

H - a amostra do DNA do camundongo macho H foi escolhida pelo fato de toda a
regifio Paralysé se encontrar em homozigose para o alelo da linhagem SEG/Pas e, dessa
forma, servindo como controle para a confirmagfo da posigdo das bandas correspondentes a
linhagem SEG/Pas;

R - a amostra do DNA do camundongo fémea R foi escolhida pelo fato deste
camundongo possuir o interior da regido Paralysé em heterozigose, mas apresentar
homozigose para SEG/Pas no limite centromérico da regido (DI 8Mit140). Dessa forma,
esperava-se que, se¢ um marcador SSCP se mostrasse em homozigose SEG/Pas para R,
saber-se-ia que ele estaria delimitando também a extremidade centromérica como um
marcador génico;

III-2 - a amostra do DNA do camundongo III-2 foi escolhida pela mesma razdo do
camundongo R. De acordo com as analises feitas com os microssatélites, foi com este
camundongo que se estabelecen o limite centromérico da regidio paralysé. Nesta
extremidade, o marcador D18Mit!40 se apresenta em homozigose para o alelo 129/Sv-Pas.
Sendo assim, um marcador SSCP que se apresente em homozigose para 129/Sv-Pas limita

a extremidade centromérica como um marcador génico;
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IP — a amostra do DNA do camundongo mutante IP foi escolhida para servir como um
controle para o alelo da linhagem 129/Sv-Pas, ja que em toda a extensiio da regifio Paralysé,
este animal se apresenta em homozigose para o alelo desta linhagem;

IIE-P1 e II-P2 — essas duas amostras de DNA foram escolhidas pelo mesmo motivo:
ambas s&o homozigotas para o alelo da linhagem 129/Sv-Pas no interior da regido Paralysé,
mas heterozigotas para o marcador que delimita a extremidade telomérica da regido,
DI18Mii33. Sendo assim, marcadores SSCP proximos a DI8Mit33 provavelmente se
apresentariam em heterozigose também, sendo o limite génico desta extremidade.

As amostras de DNA das linhagens 129/Sv-Pas e SEG/Pas e F1 foram utilizadas para se
distihguir os alelos especificos de cada linhagem e o heterozigoto. Os resultados obtidos
pelas analises de ligagio com os marcadores SSCP mostraram que todos os marcadores
analisados estéo situados dentro da regido paralysé (Figura 25)

Varios bancos de dados disponibilizam mapas comparativos entre os genomas de diferentes
espécies. Como a delimitagio com marcadores génicos nio foi possivel, procedeu-se a
consulta em bancos de dados sobre mapas comparativos entre humanos e camundongos. O
NCBI disponibiliza um mapa de ligagdo comparativo, ao passo que o Sanger Institute
disponibiliza mapas fisicos comparativos. A andlise nestes bancos de dados revelou que
paralysé possui homologia com regides no cromossomo 5 e 18 humano: no brago longo do
cromossomo 5 em 5q33.1 entre as bases 147.90 Mb até 149.51Mb; no brago curto do
cromossomo 18 em 18p11.21 (e pequena parte da regifio 18p11.22) entre as bases 10.66 Mb
até 13.92Mb; e no brago longo do cromossomo 18 em 18q21.2, 18q21.31 ¢ 18q21.32 entre as
bases 10.66 Mb até 13.92Mb. Existe também um gene, AmdI, cuja homologia humana se
encontra no cromossomo 6. Alguns dos genes encontrados na regido murina e na homdloga

humana, bem como seus respectivos nomes estio listados na tabela 2.
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| SIMBOLO

DESCRICAO

Csfir

MACROPHAGE COLONY STIMULATING FACTOR | RECEPTOR PRECURSOR (CSF-
1-R); (FMS PROTO-ONCOGENE) (C-FMS),

1 Q9JJe4

BRAIN CDNA CLONE MNCB-1436, SIMILAR TO HUMAN KIAAQ194 GENE

[ Slc26a2

SULFATE TRANSPORTER (DIASTROPHIC DYSPLASIA PROTEIN HOMOLOG) (ST-
oB)

PdeBa

ROD CGMP-SPECIFIC 3 5-CYCLIC PHOSPHODIESTERASE ALPHA-SUBUNIT
(GMP-PDE ALPHA).

Rps2

REPEAT FAMILY 3 GENE

Csnkia1

HYPOTHETICAL 12.8 KDA PROTEIN (FRAGMENT).

70

INTERLEUKIN-17B  PRECURSOR (IL-17B) (CYTOKINE-LIKE PROTEIN ZCYTO7)
(NEURONAL INTERLEUKIN-17 RELATED FACTOR) (CYTOKINE CX1)

Adrb2

BETA-2 ADRENERGIC RECEPTOR

Htrd

5-HYDROXYTRYPTAMINE 4 RECEPTOR (5-HT-4) (SEROTONIN RECEPTOR) (5-
HT4)

QO9ROR2

ETHANOL INDUCED GENE PRODUCT

Napg

GAMMA-SOLUBLE  NSF  ATTACHMENT  PROTEIN  (SNAP-GAMMA)  (N-
ETHYLMALEIMIDE- SENSITIVE FACTOR ATTACHMENT PROTEIN, GAMMA)

Txn1

THIOREDOXIN (ATL-DERIVED FACTOR) (ADF)

Siat8c

ALPHA-2 8-SIALYLTRANSFERASE (ST8SIA).

Amd1 (crom 6

humano)

S-ADENOSYLMETHIONINE DECARBOXYLASE PROENZYME 1
(ADOMETDC 1) (SAMDC 1) [CONTAINS: S-ADENQSYLMETHIONINE
DECARBOXYLASE 1 ALPHA CHAIN; S-ADENOSYLMETHIONINE DECARBOXYLASE

1 BETA CHAIN].

Fech

FERROCHELATASE, MITOCHONDRIAL PRECURSOR
(PROTOHEME FERRO-LYASE) (HEME SYNTHETASE).

TABELA 2A — Genes encontrados na regido paralysé.
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Nars ASPARAGINYL-tRNA SYNTHETASE

Q923U1 AMINOPHQSPHOLIPID TRANSLOCASE (FRAGMENT).

Nedd4b NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED, DEVELOPMENTALLY DOWN-
REGULATED GENE 4B

Q91Z80 HEART ALPHA-KINASE (FRAGMENT)

Lman1 ERGIC-53 PROTEIN PRECURSOR (ER-GOLGI INTERMEDIATE COMPARTMENT 53
KDA PROTEIN) (LECTIN, MANNOSE-BINDING 1) (GP58) (INTRACELLULAR
MANNOSE SPECIFIC LECTIN MR6&0Q)

"Q9TWES SIMILAR TO HYPOTHETICAL PROTEIN FLJ13993

Rax RETINAL HOMEOBOX PROTEIN RX (RETINA AND ANTERIOR NEURAL FOLD
HOMEOBOX PROTEIN)

Pmaip1 PHORBOL-12-MYRISTATE-13-ACETATE-INDUCED PROTEIN 1; NOXA PROTEIN

Mc4r MELANOCORTIN-4 RECEPTOR (MC4-R) (FRAGMENT)

Qe1uzs MYO-INOSITOL MONOPHOSPHATASE 2

Cidea CELL DEATH ACTIVATOR CIDE-A (CELL DEATH-INDUCING DFFA-LIKE EFFECTOR
A)

QEEst4 CLAST3 PROTEIN

Ptpn2 PROTEIN-TYROSINE PHOSPHATASE, NON-RECEPTOR TYPE 2
{PROTEIN-TYROSINE PHOSPHATASE PTP-2) (MPTP)

McEr MELANOCORTIN-5 RECEPTOR (MC5-R)

Mezr ADRENOCORTICOTROPIC HORMONE RECEPTOR (ACTH RECEPTOR) (ACTH-R)

{(MELANOCORTIN-2 RECEPTOR) (MC2-R) (ADRENOCORTICOTROPIN RECEPTOR)

Tcf4 TRANSCRIPTION FACTOR 4 (IMMUNOGLOBULIN TRANSCRIPTION FACTOR 2)
(ITF-2) (MITF-2) (SL.3-3 ENHANCER FACTOR 2) (SEF-2) (CLASS A HELIX-LOOP-
HELIX TRANSCRIPTION FACTOR ME2).

L.

TABELA 2B ~ Genes encontrados na regido paralysé,
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De acordo com Montagutelli (2000) quando um pequeno intervalo genético foi
definido no qual a mutagéo estd localizada ¢ recomendavel a busca por genes conhecidos ja
mapeados cuja posigdo no mapa ou fendtipo sugira a possibilidade de ser um gene
candidato 8 mutagdo. Como o intervalo genético encontrado é consideravelmente grande
(6cM - 8 Megabases) torna-se invidvel a sugestdo ou busca por genes candidatos
posicionais ja que o niimero de genes (tanto de camundongos como humanos na regido
homologa) chega a 85. Porém, conhecendo-se os fendtipos apresentados pela doenga pode-

se fazer algumas sugestSes de genes candidatos funcionais.

Dentre alguns possiveis candidatos funcionais estd a mutagio ALS3 (MIM #
606640) mapeada na regido homéloga humana 18q21 (Hand et al., 2002). Este gene esta
relacionado a uma doenga caracterizada pela morte de neurdnios motores no cortex, ponte e
medula, resultando em atrofia e fraqueza muscular progressiva e morte por faléncia
respiratoria dentro de 3 a 5 anos apos o aparecimento dos sintomas (Brown, 1995). No caso
desta mutagdo em humanos, a heranga ocorre de maneira autossdmica dominante,

diferentemente de paralysé.
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8. CONCLUSOES

O mapeamento de mutagdes em camundongos, tem se mostrado uma ferramenta de
grande valor na descoberta de genes que causam doengas. Pela homologia conservada entre
camundongos e homem, torna-se mais ficil, com a utilizagdo das ferramentas genéticas
disponiveis e informages fornecidas em bancos de dados, a localizagdo do gene homalogo
humano.

O mapeamento da mutagdo paralysé ndo foi completamente levado a cabo, como se
previa anteriormente, devido a alguns problemas no estabelecimento de cruzamentos e
obtengdo de um numero elevado de camundongos. Com um niimero bem reduzido de animais
pdde-se chegar a um intervalo genético relativamente “grande” no cromossomo 18, onde a
mutagfo se localiza. Através das andlises de ligagfio efetuadas neste projeto, o intervalo
cromossdmico, inicialmente proposto em 2000 (Silva Neto, 2000), néio s6 foi confirmado, mas
também foi reduzido ainda mais, passando de 12 ¢cM e compreendendo agora 6 c¢cM. O
intervalo genético determinado, compreende cerca de 8 Megabases e apresenta 68 genes ja
mapeados (dltima andlise em 20-12-2002 no banco de dados do ENSEMBL -
www.ensembl.org/Mus_musculus/). O intervalo de 6 ¢M € delimitado pelos microssatélites
DI8Mit140, na posiglo 37 ¢M, e DI8Mitl85, na posigdo 43 c¢M (ver mapa de ligagdo na
figura 36).

O nimero de marcadores microssatélites polimdrficos (e que ndo apresentam
problemas na amplificag®o) que abrangem a regido paralysé é de apenas 6. Com o uso da
técnica do SSCP, conseguiu-se mais 8 marcadores polimérficos na regifio em questfio. Estes 8

marcadores correspondem aos genes Hir4, fech e Mcdr. Os trés genes apresentam homologos
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humanos jé mapeados. Esta técnica se mostra de grande valor para a obtengdo de novos
marcadores moleculares para serem utilizados em mapeamentos. Constatou-se que tanto a
extremidade 3’ néo traduzida como a 5’ ndo traduzida fornecem seqiiénoias que podem ser

utilizadas na busca de marcadores SSCP.

Pelo fato dos resultados das andlises dos SSCPs ndo trazerem nenhuma informagdo
adicional que favorecesse o estreitamento da regido, ou mesmo a delimitagfio desta através de
marcadores génicos, procedeu-se a busca das regides homdlogas em humanos, a partir das
analises de bancos de dados. A regifio proposta em camundongos apresenta homologia com
uma regifo no brago longo do cromossomo 5 (5¢33.1) e duas regides do cromossomo 18
humano: uma no brago curto (18p11.22 a 18p11.21) e outra no brago longo (18g21.2 a
18921.32). Além disso, foi verificado que um gene mapeado na regifio murina (4dmd!) possui
homologia com um gene mapeado no cromossomo 6 humano.

O avango do mapeamento da mutagdo paralysé, como a construgdo de um mapa a alta
resolugéo, que reduza a regido portadora do locus mutante a cerca de 1 ¢M, devera contar com
a disponibilizagdo de um numero bem maior de camundongos. Além disso, a busca de
marcadores genéticos no interior da regifio, utilizando-se dos polimorfismos existentes nas
extremidades génicas transcritas, mas ndo traduzidas, favorecera os avangos no mapeamento,
bem como dard evidéncias muito mais precisas da localizagio da mutagfo. O conhecimento
dos genes j4 mapeados na regifio serd importante no que diz respeito a associacio de fenatipos
descritos com aqueles observados na mutagdo paralysé, bem como a suposi¢do ¢ busca por
genes candidatos a muta¢fo. Entre os genes encontrados na regifio murina bem como nas
homdlogas humanas, um suposto candidato funcional seria o gene ALS3, em 18q21, que em

humanos leva a um fendtipo de fraqueza muscular progressiva, semelhante a paralysé. Existe,
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entretanto uma diferenca no mecanismo de heranga, ja que o fenoétipo de 4253 é herdado de
maneira autossémica dominante.

Os cruzamentos utilizando a linhagem consémica estdo em continuidade na busca de se
aumentar o nimero de animais mutantes que serfio utilizados com o objetivo de se reduzir

ainda mais a regido paralysé no intuito de se clonar o gene.
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Camundongo A Camundongo Z

Linhagem BLACK Linhagem WHITE
F1 Hibrido

F2

F3, F4, F5, ® o @ F19,
F20

Animais da nova
linhagem GRAY

Figura 1 — Esquema de obtencdo de linhagens isogénicas. O “outcross” estd representado pelo
cruzamento das linhagens BLACK x WHITE. A partir de FI sdo iniciados os intercruzamentos
(irmfo x irm) até a vigésima geragio (pelo menos). Isso permite que mais de 92% do genoma seja
fixado para algum dos alelos de uma das linhagens parentais. Em destaque na geragdo F20 estd
mostrado que alguns locus (ou regides cromossdmicas) foram fixados para o(s) alelo(s) da linhagem
BLACK (em preto) e outros para a linhagem WHITE (em branco), dando origem a nova linhagem
GRAY, que representa uma mistura das duas linhagens parentais.



Camundongo
Linhagem BLACK

Camundongo
Linhagem BLACK

Locus m
Fi
F2 Locus m Locus m
F3

Animais da nova
linhagem BLACK/m

- Figura 2 — Esquema de obtengdo de uma linhagem co-isogénica. O “incross” (cruzamento entre
~ individuos da mesma linhagem) inicial é utilizado para a manutengio da linhagem. Observa-se em
um dos camundongos envolvidos no “incross” a presenga de um evento mutacional (raio), alterando
a constitui¢@o do locus m. Em F1 temos o cruzamento de um portador da mutacfio m ¢ um animal
. normal. Em F2 o cruzamento entre dois individuos portadores da mutagfio m, gerando descendentes
- nas combinagdes possiveis, mas cuja prole F3 estd apenas representando os homozigotos m/m. Neste
- esquema considera-se que a mutagfio m se manifesta como um carater autossdmico recessivo (ndo
letal), sendo que os camundongos afetados F3 sfio utilizados para constituir a nova linhagem
BLACK/m. Esta difere da linhagem inicial apenas no locus m, sendo por isso considerada co-
isogénica de BLACK. As duas juntas representam um par congénico.
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Camundongo Camundongo
Linhagem BLACK Linhagem WHITE
Camundongo

hibri
F1 hibrido Linhagem BLACK

B2 Camundongo
l.inhagem BLACK
Camundongo

B3 .
Linhagem BLACK
Camundongo

B4

Linhagem BLACK

B10

Animais da nova
linhagem BLACK/wtsg

Figura 3 — Esquema de obten¢io de uma linhagem congénica. Inicialmente existe um “outcross”
entre a linhagem receptora do segmento cromossémico a ser introgredido (neste caso BLACK) e a
linhagem doadora do segmento (WHITE). Em seguida sfo realizados retrocruzamentos com
linhagem BLACK (receptora) até a geragdo B10, quando os camundongos selecionados, portadores
do segmento de interesse sdo intercruzados. Do resultado do cruzamento entre dois animais B10, sdo
selecionados para darem continuidade a linhagem apenas os camundongos que possuam a regido
'iintrogredida em ambos 0s cromossomos, A nova linhagem BLACK/wtsg ¢ uma linhagem congénica.
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Camundongo
Linhagem BLACK

Camundongo
Linhagem WHITE

Camundongo
Linhagem BLACK

F1 hibrido

Camundongo
Linhagem BLACK

Animais da nova
linhagem BLACK.ZWHITE

. Figura 4 — Esquema de obtengéio de uma linhagem consomica. Inicialmente, existe um “outcross”
_ entre a linhagem receptora (BLACK) e a linhagem doadora (WHITE) do cromossomo. A, B, Ce Z
_ Tepresentam os cromossomos; Z ¢ o cromossomo a ser introgredido . Em seguida sdo realizados
- retrocruzamentos com a linhagem BLACK (receptora) até a geragio B10, quando os camundongos
- selecionados, portadores do cromossomo de interesse sdo intercruzados. Deste cruzamento sio
- selecionados, para darem continuidade & linhagem, apenas os camundongos que possuam todo o
~ cromossomo Z introgredido. A nova linhagem BLACK-ZWHITE ¢ yma linhagem consdmica. Na
 realidade a existéncia de todo um cromossomo introgredido s6 & verdadeiro para o cromossomo Y.
- Para os autossomos, a cada geragdo de retrocruzamento sdo selecionados os animais que possuam o
~maior contetdo cromossémico do cromossomo de interesse. Apds o intercruzamento em B10, a
maior parte do cromossomo introgredido serd da linhagem doadora, mas existirio pequenas regides
- Cromossdmicas da linhagem receptora.
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FIGURA 5 — Cariotipo Murino padrdo: 19 pares de autossomos + o par sexual. Nesta
fotografia estd ilustrado o cariétipo de um camundongo macho (XY).
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Camundongo A
Linhagem BLACK

Camundongo Z
Linhagem WHITE

F1 Hibrido

F2

Camundongo A
Linhagem BLACK

Figura 6 — Tipos de cruzamentos utilizados nos projetos de mapeamento. O intercruzamento,
utilizado em mapeamentos de mutagdes recessivas, produz dois cromossomos informativos
(resultantes dos eventos de recombinagdo para cada individuo F1 do casal estabelecido). O
retrocruzamento pode ser utilizado tanto para o mapeamento de mutagdes ou tragos recessivos como
dominantes; o que varia ¢ o parental utilizado no cruzamento com F1. Neste tipo de esquema &
produzido apenas um cromossomo informativo (resultante dos eventos de recombinagio do
individuo F1 utilizado).



ALELOS
il e CACACACACACACACACACACACACACACA =
2 = CACACACACACACACACACACACACACACACACA =
43 == CACACACACACACACACACACACACACACACACACA =
GENOTIPOS
122 33 12 113 23

- FIGURA 7 — Alelos microssatélites e sua detecgdo. Trés alelos diferentes de um locus microssatélite
composto de repeticdes CA. As meia-setas representam os iniciadores locus especifico utilizados na
~ amplificagdo. Abaixo estd representado um gel de eletroforese com os padrdes que seriam observados para
. os diferentes alelos.

DNA Fita Dupla

L GCTACTTRICATGACTA. . Fita 1
L COATOAANGTAGTOAT. . [igp SUMostra A

. Fita 1 B
T.. Fita 2 Amostra

Desnaturagéo
[

Resfriamento

Ameostra A| | I
Migragic do DNA —
AmostraB| | | |

FIGURA 8 — SSCP: Alelos e sua detecgéio. A conformagéo tridimensional assumida pela fita simples de DNA
apos resfriamento interfere diretamente na velocidade de migragdo no gel. A conformagio é dependente da
seqliéncia que a fita apresenta. Sendo assim, seqiiéncias diferentes (mesmo em apenas uma base) terfio
diferentes velocidades de migragdo. Neste esquema estfio ilustradas duas amostras com wma base de diferenga
em suas seqiiéncias; apos desnaturagdo e resfriamento a conformagio que cada fita assume; em seguida um gel
revelando o polimorfismo existente.
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FIGURAS 9 e 10 — Fotos de camundongos Paralysé. Nestas duas fotos pode-se perceber uma
caracteristica fenotipica facilmente observavel nos animais doentes: os membros ficam esticados. A
descoordenagdo dos movimentos dos membros impede ou dificulta o retorno do camundongo de volta a

posigdo normal, com ¢ dorso voltado para cima.
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FIGURAS 11 e 12 - Mais duas fotos de camundongos Paralysé. Na primeira podemos observar o
camundongo com os membros estendidos. Na segunda foto vemos dois camundongos Paralysé nas laterais
¢ um camundongo normal ao centro. Pode-se perceber que o camundongo normal (irméo da mesma idade)
estd mais desenvolvido, com mais pélos e tamanho maior que 0s animais doentes.
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Marcador
DI18Mitl 05
D18Mit23

DI8Mit57
D18Mit53
D18Mit91
DI8Mit123

DI8Mit122

FIGURA 16 - Haplotipos dos camundongos I e K, utilizados no
estabelecimento de um novo cruzamento. O objetivo foi o de
verificar o aparecimento de animais doentes em sua prole, o que
daria fortes indicios da localizagio da mutagio entre os marcadores
DISMit53 e DISMir28, que delimitam a regiio comum de
heterozigosidade para os dois animais. A auséncia de animais
doentes na prole descartou a hipotese e o casal foi desconsiderado

para demais anélises.
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Marcador

DI18Mit105

DI18Miz23

DI18Mit57

DI18Mit53

Di8Mi91

DI8Mitl123

DI18Mitl22

FIGURA 17 - Casal de camundongos formado para a producio de
mais animais a serem utilizados nas andlises de ligagio. A
heterozigosidade dos dois camundongos na regifio paralysé
indicou sua propensdo a gerar mutantes. A primeira ninhada
constatou a suposi¢do. Foram obtidos seis animais normais e dois
doentes na prole,
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Marcador
Di18Mit105
D18Mit23
DI18Mit57
DI18Mit53
DI18Mit91
DI8Miti23

DI18Mit122

FIGURA 18 - Como o casal E x C, este casal de camundongos
também foi formado com a inten¢do do aumento do nimero de
animais a serem utilizados nas analises de ligagdo. A
heterozigosidade dos dois camundongos na regifio paralvsé
indicou sua propensdo a gerar mutantes. A primeira ninhada
constatou a suposigdo. Foram obtidos na primeira ninhada, seis
animais normais e um doente, que morreu antes de ter seu DNA
extraido.
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CAIXA il

Marcador
DI18Mit105
DI18Mit23
DI8Mit57
DI18Mit53
DI18Mit91
DISMitl23

D18Mitl22

FIGURA 19 - O casal G x B foi formado com a finalidade de
descartar a porg@o heterozigota do camundongo B (pela auséncia
de filhotes doentes em sua prole) ou a porgdo homozigota SEG/Pas
(pela presenca de individuos doentes na descendéncia). O
aparecimento de mutantes na segunda ninhada excluiu a regido
homozigota SEG/Pas, diminuindo o intervalo genético onde a
mutagio se localiza.
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FIGURA 24 — SSCP - Fotografias de géis de poliacrilamida apés migragfio de produtos
amplificados ¢ desnaturados. Na foto de cima pode-se ver os resultados do marcador SSCP Hir4-
[; abaixo os resultados para o marcador SSCP Fech-2. As setas em laranja indicam o alelo da
linhagem 129/Sv-Pas e as setas em azul o alelo da linhagem SEG/Pas. A dupla seta em verde
indica o heterozigoto. Os sete animais escolhidos estdo designados sobre cada canaleta. 129
representa um individuo da linhagem 129/Sv-Pas; SEG representa um individuo da linhagem
SEG/Pas; F1 representa o hibrdo entre as duas linhagens (heterozigoto).
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