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difícil de ser concluída nos camundongos do que no homem. 
No caso descrito, chegou-se muito perto do lócus pmn, já que 
foi possível  criar a quantidade de animais desejados e realizar, 
dessa forma, um mapa muito preciso em volta do lócus pmn. 
Entretanto, existe apenas um único alelo mutante para ser 
comparado ao alelo normal e, caso esta seja uma mutação de 
ponto, o seqüenciamento de todo o gene deve ser considerado 
um fato para, quem sabe, identificar a anomalia. Em humanos, 
ao contrário, os genes que foram clonados o foram porque 
existia, na maior parte das vezes, uma grande variedade de 
alelos (os geneticistas humanos falam de famílias), os quais 
às vezes estavam associados a rearranjos cromossômicos 
mais ou menos importantes (translocações, inversões, etc.), e 
sabemos que esses rearranjos são tidos como marcadores de 
proximidade e ajudam muito no trabalho dos pesquisadores. 
Nos camundongos, podemos encontrar rapidamente a ordem 
linear dos genes dentro de um segmento cromossômico, mas 
eles não permitem identificar facilmente um gene que só possui 
um único alelo mutante.

O fato de que o lócus pmn não recombina jamais com 
o lócus Xt pode, de certa forma, confundi as idéias, pois é 
exatamente o que esperado na medida em que o marcador Xt 
representa uma pequena deleção. Espera-se colocar no futuro o 
lócus pmn na frente de um segundo alelo Xt (Pdn, por exemplo), 
o qual não possui uma deleção, mas corresponde a um pequeno 
rearranjo cromossômico. Além disso deve-se pensar em refazer o 
mapa genético da região a partir de um cruzamento envolvendo 
um cromossomo normal, pertencente a uma outra linhagem de 
camundongo, e que possua vários marcadores que estejam em 
repulsão com relação a pmn.

Podemos definir o perfil de um gene candidato?

Atualmente, várias mutações que levam a morte dos 
neurônios motores foram identificadas pela clonagem posicional 
humana ou nos camundongos ou, o que é mais freqüente, pelo 
knock-out de um gene cuja função era total ou parcialmente 
desconhecida. Os resultados obtidos não permitem definir um 
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perfil de uma proteína candidata para o produto do gene pmn.

Genes tão diferentes como Sod1 (Superoxyde 
dismutase), Il3 (Interleukina 3) ou Nfh (Neurofilament heavy 
protein) conduzem todos os três a uma amiotrofia espinal com 
comprometimento dos neurônios motores e suas seqüências 
nucleotídicas não têm nenhuma homologia. 

Nesse ponto admiti-se ainda que os genes que codificam 
proteínas que têm receptores na superfície das células-alvo 
produzirão o mesmo tipo de mutação que os genes que 
codificam para o ligante. Infelizmente, pouquíssimas são as 
mutações nos camundongos que afetem principalmente o 
neurônio motor (conhecemos oito mutantes desse tipo). Além 
disso, para nenhuma delas o gene está clonado ou possui um 
equivalente conhecido no homem (BRUNIALTI et al., 1995), o 
que quer dizer que, no final, ao menos oito novas proteínas serão 
descobertas, todas com um papel importante na manutenção da 
integridade do neurônio motor... certamente deve existir muito 
mais que isso!
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FINAL DA HISTÓRIA

O gene responsável pela mutação pmn foi finalmente 
clonado em 2001 (MARTIN et al., 2002). Para tanto, foi necessário 
analisar 902 animais F2 mutantes, ou seja, 1804 meioses para, 
assim, obter-se um mapeamento genético e físico à alta resolução 
(MARTIN et al, 2001). Um BAC foi isolado contendo o lócus 
pmn, o qual foi, então, totalmente seqüenciado, sendo possível 
evidenciar o gene Tbce (tubulin-specific chaperone e) como um 
forte candidato para a mutação pmn. Após análises de expressão 
e seqüenciamento do gene nos animais normais e mutantes foi 
identificado que a mutação levando ao fenótipo pmn era uma 
substituição de um aminoácido triptofano para uma glicina na 
posição 524 (Trp524Gly), correspondendo ao último aminoácido 
da proteína “chaperone e tubulina-específica” (Tbce). Essa 
substituição levou à queda na estabilidade da proteína. Foi 
levantada a hipótese de que, em camundongos, a proteína Tbce 
teria um papel fundamental na manutenção da integridade 
celular dos neurônios motores, provavelmente agindo sobre 
a estabilidade ou sobre a dinâmica de polimerização destes. 
Finalmente, o gene Tbce murino tem seu ortólogo humano TBCE 
localizado no cromossomo 1. No homem, uma mutação nesse 
gene causa a Síndrome Kenny-Caffey (PARVARI et al., 2002), 
cujo fenótipo é totalmente diferente daquele observado nos 
animais pmn.  Essa constatação pode significar que a proteína 
codificada pelo gene TBCE esteja atuando em diversos tecidos 
e que mutações diferentes podem ter conseqüências distintas 
levando a diferentes fenótipos. 
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MATERIAL E MÉTODOS UTILIZADOS NO ESTUDO DA 
MUTAÇÃO pmn

Origem dos alelos mutantes e das linhagens utilizadas

O alelo mutante pmn utilizado no estudo de caso 
apresentado foi importado do Instituto Panum, em Copenhague, 
onde foi descoberto num estoque de camundongos da 
linhagem NMRI/Pan (SCHAMALBRUCH et al., 1991). Machos 
heterozigotos +/pmn oriundos do estoque de origem foram 
retrocruzados inúmeras vezes com fêmeas da linhagem 129/
Sv-Pas, que corresponde a uma linhagem isogênica mantida 
no Instituto Pasteur, na França com o objetivo de aumentar o 
prolificidade dos animais mutantes.

Os alelos mutantes Extra-toes (Xt) e pearl (pe) foram 
importados do Mammalian Genetic Unit, do M.R.C., Harwell, 
UK (cortesia dos doutores A. G. Searle e M. F. Lyon). Esses alelos 
também foram transmitidos para o background genético do tipo 
129/Sv-Pas, da mesma forma como foi feito para o alelo mutante 
pmn.

A mutação Extra-toe (Xt) é autossômica dominante e 
caracteriza-se, do ponto de vista fenotípico, pela presença de 
um dedo extra-numerário na face interna das patas posteriores 
(Figura 28). A mutação pearl (pe) é autossômica recessiva e 
caracteriza-se por uma forte diluição da coloração da pelagem 
que pode ser mais bem observada em animais cujo background 
genético é Agouti-Black (A/-; B/-).

Para o estabelecimento da localização genética da 
mutação pmn foi utilizado camundongos da linhagem SEG/
Pas e STF/Pas, linhagens parcialmente isogênicas derivadas da 
espécie Mus spretus.
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Protocolos experimentais utilizados no estabelecimento do 
mapa genético

Cruzamentos realizados

Para realizar o mapeamento genético da mutação pmn, 
foram realizados dois tipos de cruzamentos.

O primeiro cruzamento foi do tipo retrocruzamento • 
interespecífico implicando as linhagens SEG/Pas e STF/Pas, as 
quais correspondem às linhagens moderadamente isogênicas 
provenientes da espécie Mus spretus. Esse retrocruzamento 
interespecífico foi construído para o mapeamento do lócus 
pmn através da utilização de marcadores moleculares do tipo 
microssatélites, que são muito polimórficos entre as linhagens 
derivadas das espécies Mus spretus e as linhagens de laboratório. 
Além disso, os microssatélites são facilmente utilizáveis, 
permitindo assim localizar o lócus pmn relativamente rápido.

Várias fêmeas heterozigotas +/pmn foram cruzadas com 
machos +/+ STF/Pas ou SEG/Pas para a produção de fêmeas F1 +/
pmn? (os machos F1 oriundos desse cruzamento são estéreis). As 
fêmeas F1 interespecíficas foram retrocruzadas com os machos 
+/pmn do estoque de origem. Os animais mutantes pmn/pmn 
foram coletados e utilizados para a análise dos haplótipos.

O segundo cruzamento foi um intercruzamento, • 
realizado com os animais portadores dos marcadores fenotípicos 
Extra-toe (Xt) e pearl (pe). Esses cruzamentos foram realizados 
para (1) confirmar a localização cromossômica da mutação 
pmn estabelecida com a análise do resultado do cruzamento 
interespecífico descrito acima e (2) para integrar o lócus pmn 
num mapa consenso do cromossomo 13 de camundongos, 
considerando que a mutação Xt também pode ser identificada 
molecularmente através da sonda Gli20.

Extração do DNA

O baço e, em alguns casos, o cérebro e os rins dos 
animais homozigotos para a mutação pmn foram coletados e 
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congelados imediatamente no nitrogênio líquido. Esses órgãos 
foram, em seguida, triturados no nitrogênio líquido, e o pó 
obtido foi dissolvido em 5ml de tampão de lise (50mM Tris pH 
8; 100mM EDTA pH 8; 1% Sarcosyl). Após 1 hora de incubação 
a 55°C, foram acrescentados a esse tubo 15µl de proteinase K 
(20 mg/ml) para cada ml de tampão de lise. A mistura obtida 
foi incubada a noite toda a 55°C. Após esse tempo, foram 
adicionados ao tubo 20µl de RNAse (10mg/ml). Depois de 
uma incubação a 37°C durante 30 minutos, 4 extrações 
sucessivas foram realizadas (2 de fenol, 1 de fenol/ clorofórmio 
e 1 de clorofórmio). A solução de DNA obtida foi, em seguida, 
submetida a uma diálise (tampão de diálise: 10mM Tris pH 4,7; 
0,1mM EDTA) duas vezes durante 24 horas numa temperatura 
de 4ºC. A qualidade do DNA extraído foi verificada através de 
um gel de agarose 0,3%. O peso molecular médio obtido foi 
julgado satisfatório quando superior a 40Kb. A concentração 
do DNA foi calculada pela medida da densidade ótica a 260 
nm e o grau de pureza foi apreciado pela comparação com a 
densidade ótica a 280 nm.

Reação em cadeia da polimerase (PCR)

Iniciadores 

Os dados relativos aos marcadores microssatélites testados 
(seqüências, motivos de repetição, condições de amplificação, 
tamanho do fragmento amplificado) foram descritos em diversas 
publicações: AITMAN et al., 1991; CORNALL et al., 1991; 
DIETRICH et al., 1992; HEARNE et al., 1991; LOVE et al., 1990; 
MONTAGUTELLI et al., 1991.

Condições de amplificação

De forma geral, as reações de amplificação foram 
efetuadas em 25ml com as concentrações finais seguintes: 10mM 
Tris pH 8,4; 50mM KCL; 0,1% Tween 20; 200mM de dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP (Pharmacia). A concentração ideal de Mg2+ 
foi determinada para cada par de iniciadores. 100ng de DNA 
e 0,6 U de Taq Polimerase (Amersham) foram utilizados para 




