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RESUMO

LEONARDO, Ferreira. Polimorfisimo em Genes Candidatos Relacionados ao
Metabolismo de Lipidios e sua Associagdo com Caracteristicas de Qualidade do Leite em
Caprinos. 2017. 64p Tese (Doutorado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Departamento
de Genética, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

No Brasil, como parte da producdo de leite caprino € voltada para a fabricacdo de derivados
lacteos, a avaliacdo de parametros de qualidade, como os teores de proteina e de gordura, sdo
fundamentais. Geralmente, programas de melhoramento que visam um aumento na qualidade
do leite se valem apenas de mensuracdes de fenotipo, porém, esse processo pode ser
aprimorado com a utilizagcdo de marcadores moleculares. Tendo em vista a busca por novos
marcadores deste tipo em caprinos da racas Saanem e Alpina, com o presente trabalho
objetivou-se identificar polimorfismos nos genes UCP2, LPL, SCD e PPARG e avaliar sua
associacdo com o valor genético destes animais para caracteristicas de producao e qualidade
do leite. Também objetivou-se avaliar se, em caprinos da raga Alpina, polimorfismos
descritos nos genes PPARG, UCP2 e GPAT4 resultam em alteracfes na sua expressdao em
células de descamacdo do epitélio da glandula mamaéria presentes no leite e se essa expressao
varia no decorrer lactacdo. Para realizar a busca por polimorfismos, fragmentos dos genes
UCP2, LPL, SCD e PPARG foram amplificados pela técnica de PCR e submetidos a
eletroforese, sequénciamento e PCR-RFLP. Posteriormente, aproximadamente 180 animais
foram genotipados para polimorfismos encontrados nos genes UCP2 e PPARG e os valores
genéticos destes animais foram estimados a partir de dados de producdo e composi¢do do
leite, através do modelo unicaracteristica. A associacdo dos genotipos com o0s valores
genéticos foi entdo avaliada através de analise de variancia seguida por teste de Tukey a 5%.
Para avaliar se polimorfismos nos genes PPARG, UCP2 e GPAT4 alteram sua expressao em
células de descamacdo do epitélio da glandula mamaria presentes no leite e se essa expressao
varia no decorrer da lactacdo, foram realizadas coletas destas tipos celulares em 50 animais da
raca Alpina aos 35 dias pos-parto, em 20 destes animais, também foram realizadas coletas aos
10, 50 e 140 dias pés-parto. Como ocorreu a degradacdo do RNA nestas amostras, ndo foi
possivel realizar as analises de expressao génica neste material, com isso, optamos por utilizar
0s primers para avaliar a expressdo destes genes em amostras de cDNA de mdusculo
Longissimus lumborum provenientes de um outro experimento desta mesma equipe. Neste
experimento, também avaliou-se se a expressao destes genes apresenta correlagdo com as
caracteristicas de peso ao abate, peso da carcaca e forca de cisalhamento. Essa correlacao foi
avaliada através do teste de correlagdo Pearson seguido pelo teste T. Foram identificados
polimorfismos nos genes PPARG, UCP2 e LPL. O polimorfismo identificado no gene
PPARG apresentou associagdo com o valor genético dos animais para as caracteristicas de
producdo total de leite, de gordura, de proteina, de extrato seco e de lactose. No gene UCP2,
dois polimorfismos, -3708G/A ¢ -2569G/A, apresentam associa¢do com o valor genético dos
animais para porcentagem de gordura, de proteina e de extrato seco. No musculo longissimus
lumborum, a expressdo do gene PPARG apresentou correlacdo positiva com a expressao do
gene GPAT4. A partir destes resultados pode-se concluir que, foram identificados potenciais
marcadores moleculares para producgéo e qualidade do leite, que a metodologia utilizada para
coleta e armazenamento de células de descamacéo do epitélio da glandula mamaria presentes
no leite ndo ¢é adequada para posterior analise de expressao génica e que o gene GPAT4 é um
provavel gene alvo do PPAR-y musculo longissimus lumborum de caprino.

PALAVRAS-CHAVE: expressdo génica, marcadores moleculares, valor genético.



ABSTRACT

Ferreira, Leonardo. Polymorphism in Candidates Genes Related to Lipid Metabolism and
its Association with Milk Quality Characteristics in Goats. 2017. 64 p. Thesis (Dsc in
Animal Science). Instituto de Zootecnia, Departamento de Genética, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

In Brazil, as part of the goat milk produced is destined to the dairy industry, the evaluation of
quality parameters, such as protein and fat content, is of great importance. Generally, breeding
programs that aim an increase in milk quality, are based only on phenotype measurements,
however, this process can be improved with the use of molecular markers. To search for new
markers of this type in Saanem and Alpine goats, with this study we aimed to evaluate the
association of polymorphisms in the UCP2, LPL, SCD and PPARG genes with dairy goats
genetic value for milk production and quality characteristics. We also aimed to evaluate if
polymorphisms described in the PPARG, UCP2 and GPAT4 genes results in alterations in its
expression in milk mammary gland epithelial cells and if this expression changes during
lactation. To search for polymorphisms, fragments of the UCP2, LPL, SCD and PPARG
genes were amplified by the PCR technique and submitted to electrophoresis, sequencing and
PCR-RFLP. After the identification and characterization of the polymorphisms,
approximately 180 animals were genotyped for the polymorphisms found in the UCP2 and
PPARG genes and the genetic values of these animals were estimated from milk production
and composition data using the univariate model. The evaluation of the association of these
polymorphisms with the genetic value of the animals was performed through analysis of
variance followed by Tukey test with significance level of 5%. In order to evaluate whether
polymorphisms in the PPARG, UCP2 and GPAT4 genes affect its expression in milk
mammary gland epithelial cells and if its expression varies during lactation, collections of
these cell types were performed in 50 Alpine animals at 35 days post-partum, and in 20 of
these animals, samples were also collected at 10, 50 and 140 days post-partum. As RNA
degradation occurred in these samples, it was not possible to perform the gene expression
analyzes in this material, so we chose to use this primers to evaluate the expression of these
genes in cDNA samples of Longissimus lumborum muscle from another experiment of this
same team. In this experiment, it was also evaluated whether the expression of these genes
correlates with the slaughter weight, carcass weight and shear force characteristics. This
correlation was assessed using the Pearson correlation test followed by the T-test.
Polymorphisms were identified in the PPARG, UCP2 and LPL genes. The polymorphism
identified in the PPARG gene was associated with the genetic value of the animals for total
milk production, fat production, protein production, dry extract production and lactose
production. In the UCP2 gene, two polymorphisms, -3708G/A and -2569G/A, are associated
with the genetic value of the animals for percentages of fat, protein and dry extract. In the
Longissimus lumborum muscle, the expression of the PPARG gene showed a positive
correlation with the expression of the GPAT4 gene. From these results, it can be concluded
that, potential molecular markers for milk production and quality were identified, that the
methodology used for collection and storage of milk mammary gland epithelial cells is not
suitable for subsequent gene expression analysis and that the GPAT4 gene is a probable
PPAR-y target gene in the caprine longisimus lumborum muscle.

KEYWORDS: gene expression, genetic merit, molecular marker.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, como parte da producdo de leite de caprinos é voltada para a producéo de
derivados lacteos (PERDIGAQO; OLIVEIRA; CORDEIRO, 2016), a avaliagio de parametros
de qualidade como os teores de proteina e de gordura sdo fundamentais (PIRISI; LAURET;
DUBEUF, 2007). Altos teores destes constituintes levam ao maior rendimento na producéo de
derivados lacteos como queijos, manteigas e creme de leite, sendo de grande interesse para a
indUstria, que visa manter o padrdo de qualidade e aumentar a producdo (RAYNAL-
LIUTOVAC et al., 2008). Se por um lado, a melhoria destas caracteristicas interessa aos
laticinios, por outro, é de interesse do produtor, o qual pode ser melhor remunerado pelo leite
de melhor qualidade (PIRISI; LAURET; DUBEUF, 2007). Devido a isto, 0 aumento dos
teores de gordura e de proteina do leite estdo entre 0s objetivos de programas de
melhoramento genético de animais leiteiros.

Os teores de proteina e de gordura sdo determinados por uma grande variedade de
genes, entre eles, pode-se citar alguns genes conhecidos por sua utilizacdo em programas de
selecdo assistida por marcadores em diversas espécies como: as;-Caseina, B-Caseina,
Diacilglicerol acetil transferase-1 e B-Lactoglobulina, (MOIOLI; D’ANDREA; PILLA,
2007). Na Franca, por exemplo, a selecdo de caprinos com alelos de maior producdo para o
gene da agj-caseina, por aproximadamente 20 anos, levou ao aumento no contetdo de
proteina (principalmente de caseina) e de gordura no leite, o que se refletiu positivamente na
industria de derivados (RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2008).

Além de genes que atuam diretamente na producdo de componentes do leite, como 0s
supracitados, existem outros loci que afetam a producdo de maneira indireta. Uma das
maneiras de encontrar estes loci é através da abordagem do gene candidato, que baseia-se na
busca por polimorfismos em genes que, devido ao seu papel fisioldgico, localizacdo ou
expressao diferencial, podem ter influéncia sobre uma caracteristica alvo. Assim, ao inves de
buscar mutagdes aleatoriamente no genoma inteiro, pode-se focar na busca por mutagdes em
genes com potencial envolvimento na determinacdo da caracteristica estudada (MOIOLLI;
D’ANDREA; PILLA, 2007).

Neste contexto, devido ao seu papel fisioldgico, algumas proteinas podem estar
envolvidas na sintese de gordura do leite. Entre elas, o Fator de Proliferacdo de Peroxissomos
gama (PPAR-y, do inglés: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gama), fator de
transcricdo que ativa vias lipogénicas na glandula mamaria (BIONAZ et al., 2013); a Proteina
Desacopladora de Membrana 2 (UCP2, do inglés: Uncoupling Protein 2), envolvida na
regulagdo do metabolismo celular (DIANO; HORVATH, 2012); a Lipoproteina Lipase (LPL)
importante para a captacdo de acidos graxos da corrente sanguinea (ZHAO et al., 2014); a
Estearoil-CoA Desnaturase (SCD, do inglés: Stearoyl-CoA Desnaturase) envolvida na sintese
de lipidios pela glandula mamaria (BIONAZ; LOOR, 2008); e a Glicerol-3fosfato acetil
transferase 4 (GPAT4), envolvida na sintese de triglicerideos do leite (BEIGNEUX et al.,
2006). Os genes que codificam estas proteinas sdo amplamente expressos pelo organismo, e
mutacdes que ocorram neles podem alterar tanto sua expressao como a funcionalidade da
proteina madura. Nestes casos, € possivel que também ocorram alteracBes no metabolismo
energético de tecidos e 6rgdos nos quais eles sdo expressos, mudangas estas que poderdo se
refletir na producéo e qualidade do leite.

Para alguns desses genes, como UCP2, LPL, SCD e GPAT4 ja foram descritas
mutacdes associadas com caracteristicas de qualidade do leite em caprinos. No gene LPL,
BADAOUI et al. (2007) avaliaram regifes codificantes em busca de polimorfismos, 0s
autores encontraram diversos polimorfismos e demonstraram que o polimorfismo G50C
apresenta associagdo com a porcentagem de gordura no leite. Em relagdo ao gene UCP2,
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FERREIRA (2013) encontrou duas mutacdes na regido 5’ regulatoria, neste caso, nenhuma
das mutacgdes apresentou associagdo com as caracteristicas de producédo e qualidade avaliadas.
Porém, o nimero de animais utilizado no estudo foi pequeno, apenas 40 animais. Para o0 gene
SCD, ZIDI et al. (2010) reportaram mutacdes que apresentam associagdo com o perfil de
acidos graxos do leite, entre elas uma indel de 3 pares de base na regido 3> UTR. No gene
GPAT4, BAGATOLI (2015) descreve associa¢do de um polimorfismo com o valor genético
dos animais para porcentagem de gordura. Ja para o gene PPARG, ndo foram encontrados
trabalhos que descrevam a existéncia polimorfismos em caprinos.

Assim, tendo em vista a busca por novos marcadores moleculares para a producéo e
qualidade do leite em caprinos, com o presente trabalho objetivou-se avaliar a associagéo de
polimorfismos nos genes UCP2, LPL, SCD e PPARG com o valor genético dos animais para
caracteristicas de producdo e qualidade do leite. Objetivamos ainda, avaliar se, em células de
descamacdo do epitélio da glandula mamaria presentes no leite, a expressdo dos genes
PPARG, UCP2 e GPAT4 varia entre os diferentes gendtipos ja descritos, e se variam também
no decorrer lactacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A abordagem do gene candidato

As caracteristicas quantitativas sdo controladas por diversos genes, juntamente com
eles, por fatores ambientais. O resultado dessa interagdo é o fendtipo do animal. Embora o
melhoramento de animais destinados a producdo leiteira seja realizado principalmente atraves
da mensuracdo do fendtipo, esse processo pode ser melhorado com a utilizacdo de marcadores
moleculares (WILLIAMS, 2005). Existem dois tipos de marcadores moleculares para serem
utilizados em programas de selecdo assistida por marcadores: marcadores diretos, mutacoes
causativas ou variacGes funcionais diretamente responsaveis pela variagdo no fendtipo; e
marcadores indiretos, mutacfes ndo causativas que estdo em desequilibrio de ligacdo com
alguma mutacdo causativa. Para identificar estes marcadores pode-se realizar uma busca
direta em genes candidatos, ou entdo, fazer uma varredura ampla no genoma (DEKKERS;
HOSPITAL, 2002).

A estratégia de varredura ampla por marcadores, aposta na grande quantidade de
mutacdes ndo funcionais existentes e procura por polimorfismos aleatoriamente. Com isto,
espera-se que parte destas mutacfes encontradas estejam ligadas a mutagdes causativas, e
assim, associadas a caracteristica de interesse (ZHU; ZHAQO, 2007). Ja a abordagem do gene
candidato, pressupBe que grande parte da variacdo fenotipica de uma caracteristica
quantitativa ocorre devido a polimorfismos funcionais em determinado gene e concentra a
busca por polimorfismos em genes com grande potencial para afetar a caracteristica alvo. Por
isto, 0s genes candidatos sdo, geralmente, genes com funcdo bioldgica conhecida, que de
maneira direta ou indireta tenham grande contribuicdo na determinacdo da caracteristica
investigada (ROTHSCHILD; SOLLER, 1997). Por isto, esta abordagem pode ser bem
eficiente em localizar marcadores que estejam estritamente ligados a mutagdes causativas ou
entdo que ocasionalmente representem variagdes funcionais no genoma, embora estas Ultimas
sejam dificeis de serem comprovadas. Além disso, uma vantagem da busca por marcadores
em genes candidatos € que esta abordagem também é capaz de detectar mutacfes que
apresentam pequena contribuicdo para caracteristica em questdo (DEKKERS; HOSPITAL,
2002).

Como a escolha de um gene candidato depende de informacdes a respeito da funcao
biolégica de genes, a auséncia de conhecimento sobre 0s mecanismos bioldgicos
determinantes de uma caracteristica fenotipica é um fator limitante na escolha. Para contornar
tais limitacGes, foram desenvolvidas algumas metodologias que podem ser utilizadas para
selecionar esses genes candidatos. Nos casos em que a fungéo bioldgica do gene é conhecida,
ela pode ser levada em consideracdo. Nos casos em que a funcdo dele ainda é pouco
conhecida, uma abordagem utilizada é a identificacdo de genes que tem variacdo na expressao
em diferentes estagios biologicos do organismo ou em linhagens genéticas contrastantes.
Outra abordagem ¢ a escolha de genes baseada na sua localizacdo no genoma. Genes que
estdo localizados em QTLs (QTLs, do inglés: Quantitaive trait loci) que conhecidamente
afetam a caracteristica alvo, tém maior probabilidade de conter marcadores diretos ou
indiretos que estdo associados a ela. Também pode ser utilizada uma comparagdo entre
genomas diferentes. Nesta abordagem, vale-se do fato de que a funcdo de alguns genes é
conservada em diferentes especies. Assim, pode-se utilizar genes que sdo conhecidos por
alterar a caracteristica alvo em outras espécies, como em organismos modelo, que possuem
um namero muito maior de informacdes, e extrapolar esta funcdo para a espécie em estudo.
Um exemplo desta abordagem, é a utilizacdo de modelos animais para identificar genes
responsaveis por doencas genéticas em humanos (ZHU; ZHAO, 2007).



Atualmente, ainda é impossivel determinar todos os genes e mutacdes que influenciam
as caracteristicas quantitativas. Porém, a utilizagdo de marcadores moleculares em programas
de melhoramento ja € uma realidade. Por isto, se faz necessaria a identificacdo de mais
marcadores associados as caracteristicas de interesse e a abordagem do gene candidato é uma
potente ferramenta que pode ser utilizada na busca destes marcadores. Neste trabalho,
optamos por buscar polimorfismos em alguns genes candidatos associados ao metabolismo
energético e avaliar a associacdo destes polimorfismos com o valor genético dos animais para
as caracteristicas de producdo e qualidade do leite. Os genes candidatos que serdo utilizados,
bem como a funcdo resumida da proteina codificada por cada um dos genes, pode ser
encontrada na Tabela 1. Mais informag0es sobre cada um deles poderdo ser encontradas no
decorrer desta revisdo de literatura.

Tabela 1. Tabela com os genes candidatos utilizados no presente trabalho e com o resumo da
funcdo da proteina sintetizada por cada um deles.

Gene Funcéo
PPARG Fator de transcri¢do que ativa vias lipogénicas intracelulares.
Reduz o gradiente eletroquimico da membrana mitocondrial interna sem que ocorra
UCP2 a producdo de ATP, o que altera a razdo ATP/ADP intracelular e a produgéo de

espécies reativas de oxigénio.
Hidrolisa triglicerideos a &cidos graxos livres e glicerol no limen dos vasos

LPL . : e .
capilares o que permite a entrada dos &cidos graxos na célula.
Catalisa a insaturacdo de &cidos graxos, principalmente de &cidos graxos com
SCD . . . P
cadeias de 16 e 18 carbonos, passo importante para a sintese de triglicerideos.
GPAT4 Catalisa a primeira reacdo de formacdo de triglicerideos, a ligacdo do glicerol-3-

fosfato com o de acil-CoA.

2.2 Fator de proliferacédo de peroxissomos y (PPAR- )

Os PPARs foram inicialmente descritos em rds do género Xenopus como Novos
membros da familia de receptores nucleares capazes de induzir a proliferacdo de
peroxissomos. O PPAR-a foi o primeiro PPAR a ser descrito em mamiferos, sua descoberta
veio a partir do trabalho de ISSEMANN; GREEN, (1990), quando esses pesquisadores, na
busca de farmacos que visassem reduzir 0s niveis sanguineos de triglicerideos e de colesterol,
procuravam por alvos moleculares que ativassem a proliferacdo de peroxissomos no figado.
Pouco tempo depois da descoberta do PPAR-a foram descritos os outras duas isoformas o
PPAR-y e 0 PPAR-B/6 (DREYER etal., 1992; KLIEWER et al., 1994).

Conforme revisado por PETERS; SHAH; GONZALEZ, (2012), os PPARs funcionam
como fatores de transcricdo dependentes de ligantes e utilizam elementos responsivos no
DNA para desempenhar suas funcfes. Eles sdo intermediarios dos efeitos de pequenas
moléculas lipofilicas, como &cidos graxos de cadeia longa, em genes denominados genes alvo
de PPAR. De maneira simplificada, apds a ligacdo com algum de seus ligantes, ocorre uma
dimerizacdo do PPAR com o receptor X retindide (RXR), esse dimero protéico entdo migra
para o nucleo celular. No nudcleo, o complexo pode recrutar co-fatores que recrutardo
moléculas ativadoras, ou repressoras, da transcricdo génica (PETERS; SHAH; GONZALEZ
(2012).

Os genes alvo dos PPARs apresentam na sua regido promotora sequéncias especificas
de ligacdo desses receptores nucleares, denominados elementos responsivos aos PPARs
(PPREs, do inglés: Peroxisome proliferator response elements). Essas sequéncias S&o
constituidas por duas repeti¢oes de seis nucleotideos, geralmente AGGTCA, separadas por um
ou dois nucleotideos. Dependendo do nimero de nucleotideos que separam essas sequéncias,
1 ou 2, os PPREs sdo classificados como DR1 ou DR2, respectivamente (DESVERGNE;
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MICHALIK; WAHLI, 2006; FUCCI et al., 2012; HUANG; CHANDRA; RASTINEJAD,
2010).

Pouco tempo apos a descoberta do PPAR-a, pesquisadores identificaram outros dois
PPARs, um dos quais ¢ o PPAR-y (DREYER et al., 1992; KLIEWER et al., 1994). Em
diversas espécies, principalmente de ndo-ruminantes, um numero cada vez maior de
evidéncias indica que este fator de transcricdo participa de uma enorme gama de processos
celulares. Por exemplo, 0 PPAR-y é apontado como o principal fator responsavel pela
diferenciacdo de adipocitos (TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994) e é importante na
regulacdo do metabolismo nos adipécitos maduros (LEHRKE; LAZAR, 2005). Atua também
sobre o metabolismo de lipidios e de glicose, principalmente por funcionar como um
sensibilizador das células a insulina (HE et al., 2003; HEVENER et al., 2003; MATSUSUE et
al., 2003). Nas células do sistema imunoldgico ele é um regulador importante do metabolismo
energético celular e do processo inflamatorio (LI; PASCUAL; GLASS, 2000; WELCH et al.,
2003; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003). Também é apontando como uma proteina
importante na supressao de alguns tipos de células cancerigenas (GROMMES; LANDRETH;
HENEKA, 2004).

Em humanos, assim como em bovinos, 0 PPAR-y apresenta-se em duas isoformas
diferentes, ambas tecido especifico. O PPAR-y2 difere do PPAR-yl pela adi¢do de 30
aminoacidos na regido N-terminal (SUNDVOLD; GRINDFLEK; LIEN, 2001; ZHU et al.,
1995). Em humanos, o PPAR-y1 é expresso abundantemente no tecido adiposo e no intestino
grosso, em menor propor¢do nos rins e em niveis menores no figado, musculo esquelético e
intestino delgado. Ja 0 PPAR-y2 ¢ quase que exclusivamente expresso no tecido adiposo e em
proporc6es menores do que o PPAR-y1 (AUBOEUF et al., 1997; FAJAS et al., 1997).

Em ruminantes, BIONAZ et al., (2013) avaliou a distribuicdo da expressao do gene
que codifica 0 PPAR-y (PPARG) entre diversos tecidos de bovinos através da técnica de PCR
em tempo real. A partir dos dados obtidos por estes autores, é possivel observar que, da
mesma maneira que em ndo ruminantes, em bovinos, o gene PPARG é expresso em maiores
proporcbes no tecido adiposo. Também é expresso em abundancia no rdmen, células da
linhagem Madin-darby bovine kidney (células MBDK), e na placenta. Sua expressdo é
moderadamente baixa no intestino delgado, musculo longissimus lumborum de gado de corte,
pulmdes e glandula mamaria. Sua expressdo é baixa no figado, rins, musculo semitendinoso
de gado |leiteiro, células alveolares mamarias bovinas (MAC-T) e em leucdcitos
polimorfonucleares (Figura 1).

Durante o periparto a expressdo do PPARG na glandula mamaria de vacas leiteiras é
bastante baixa. Apesar da pequena quantidade, no inicio da lactacdo a expressdo aumenta de
maneira abrupta durante os primeiros 15 dias pés-parto. Depois disso, ela permanece elevada
até os 240 dias de lactacdo. Por este motivo, embora expresso em pequena quantidade, esse
aumento da expressdo que ocorre com 0 inicio da lactacdo é indicativo da participa¢do deste
receptor nuclear na sintese do leite (BIONAZ; LOOR, 2008).

Ao contrario do que ocorre com a expressao na glandula mamaria. No tecido adiposo,
apos o inicio da lactacdo a expressdo do PPARG diminui de maneira moderada até os 56 dias
pos-parto. Um dos provaveis motivos desta diminuicdo é que o PPAR-y ndo ¢ importante
apenas para a sintese de triglicerideos, mas também para a diferenciacdo de adipdcitos
(TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994). Logo, essa diminuigdo da expressdo é esperada,
uma vez que durante este periodo o tecido adiposo perde grande quantidade de triglicerideos e
adipécitos. E interessante notar que quanto maior o valor genético para a producéo de leite,
mais acentuada e maior sera a reducdo da expressdo do PPARG no tecido adiposo. O que
condiz com a premissa de que animais com maior mérito genético para a producao de leite
apresentam maiores taxas lipoliticas (KHAN et al., 2013).
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Figura 1. Expressdo do PPARG em 14 tipos diferentes de tecidos bovinos. Tecido adiposo
sub-cutaneo, mesentérico e omental (Adipose_SC, _MS, _OM), rdmen (rumen), jejuno
(Jejunum), figado (liver), rim (kidney), darby bovine kdney cells (MBDK), musculo
longissimuns (B_muscle), musculo semitendinoso (D_muscle), Corium do casco (hoof),
pulmdo (lung), bovine mammary alveolar cells (MAC-T), glandula mamaria (mammary),
blood polymorphonuclear leukocytes (PMN), placenta (BIONAZ et al., 2013).

Atualmente muitos trabalhos demonstram o papel fundamental do PPAR-y na
adipogénese. TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, (1994) descobriram que a ativacdo do
PPAR-y por si SO ja e capaz de promover a diferenciacdo de pré-adipocitos em adipocitos.
Posteriormente, descobriu-se que camundongos knockout para o gene PPARG (PPARG ™)
ndo sao viaveis, pois morrem na fase embrionaria (BARAK et al., 1999). Por este motivo,
ROSEN et al. (1999) produziram quimeras de animais selvagens (PPARG *'*) com animais
knockout e observaram que todos os adipdcitos presentes nestes animais apresentavam
gendtipo selvagem, o que evidencia o papel essencial deste fator de transcricdo para o
desenvolvimento destas células.

Em ruminantes, tanto em ovinos (SORET et al., 1999) como em bovinos (GARCIA-
ROJAS et al., 2010), agonistas enddgenos e sintéticos do PPAR-y induzem a diferenciacdo de
adipécitos em cultura celular. O que demonstra que nessas espécies esses fatores de
transcrigdo também tém papel fundamental na adipogénese. Esses resultados séo reforcados
pelo trabalho de LIM et al. (2011) a partir do qual, pode-se concluir que o PPARG é um gene
candidato para o marmoreio de carne em bovinos de corte.

A funcdo do PPAR-y na glandula mamaria talvez seja a mais estudada em ruminantes.
Algumas evidéncias, principalmente relacionadas a expressdo do PPARG e da rede de genes
controlada por este fator de transcrigdo, apontam que a sintese de gordura neste érgdo parece
ser controlada, pelo menos em parte, por este receptor nuclear. Por exemplo, o tratamento de
células MAC-T com rosiglitazona, potente agonista sintético do PPAR-y, estimula a
transcricdo de genes alvo do PPAR-y relacionados a importagdo de acidos graxos (CD36), a
sintese de acidos graxos (ACACA, FASN, SREBF1) e a sintese de triglicerideos (LPIN1 e
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SCD) (KADEGOWDA et al., 2009). Somado a isso, ocorre 0 aumento na expressdo deste
gene entre o periodo seco e o periodo de lactacdo (BIONAZ; LOOR, 2008). Outro trabalho,
este em caprinos, mostrou que a superexpressao do PPARG leva ao aumento no acimulo de
lipidios em células epiteliais da glandula maméria de caprinos. Acredita-se que parte deste
acumulo ocorreu devido ao aumento da expressdo que o PPAR-y provoca no gene da perplina
2 (PLIN2) (KANG et al., 2015).

Ainda neste contexto, em células MAC-T, a ativacdo do PPAR-y leva ao aumento na
expressdo do SREBF1. Este gene codifica o ligante do elemento regulatério de esterdis 1
(SREBF 1, do inglés: Sterol regulatory element binding factor 1), um fator de transcricéo
que também regula a expressdo de genes que codificam proteinas responsaveis pela sintese de
acidos graxos e de triglicerideos (BIONAZ; LOOR, 2008). Alguns autores apontam esta
proteina como o principal fator responsavel pela producdo de &cidos graxos na glandula
mamaria (BAUMAN; HARVATINE; LOCK, 2011; LI et al., 2014). Um dos fatores que
pesam neste sentido € a reducdo da sua expressdo e da sua atividade que ocorre quando as
células sdo expostas a trans10, c12-CLA, um dos acidos graxos responsaveis pela sindrome de
depressdo na producédo de gordura do leite (BAUMGARD et al., 2002). De maneira geral, em
células MAC-T a expressdo deste gene é estimulada pelo PPAR-y (BIONAZ; LOOR, 2008)
enquanto que em cultura de células epiteliais da glandula mamaria de vacas leiteiras o
SERBF1 tém efeito inibitério sobre a expressdo do PPARG (LI et al., 2014). Ainda ha
dissidéncias na literatura a respeito de qual desses fatores tém papel mais importante na
sintese do leite, encontradas principalmente em dois trabalhos: BAUMAN; HARVATINE;
LOCK (2011) e BIONAZ et al. (2013). Aparentemente os dois fatores tém grande
contribuicdo e estudos futuros podem detalhar o papel de cada um deles e ajudar a entender
seus efeitos regulatorios na glandula mamaria.

Tendo em vista que o PPAR-y controla a expressdo de uma série de genes alvo em
diversos tecidos e 6rgdos, este fator de transcricao é fundamental no controle do metabolismo
de animais lactantes. Neste ponto, identificar polimorfismos funcionais neste gene pode
auxiliar na selecdo de animais com maior potencial para a producdo de leite e de seus
constituintes.

2.2.1 Polimorfismos no gene PPARG e a produgéo animal.

Em ruminantes sdo poucos os trabalhos que buscaram polimorfismos no gene PPARG
e avaliaram sua associa¢do com caracteristicas fenotipicas economicamente importantes. Em
bovinos de trés racas chinesas diferentes, Qinchuan, Nangyang e Jiaxian, HUA et al. (2011),
ao avaliar o éxon 1 deste gene encontraram 4 SNPs, denominados pelos autores como
110G>C, -27C>T, +20A>G, +1344G>T. Trés destas mutagdes, que estdo localizadas no éxon
1, -110G>C, -27C>T e +20A>G, encontram-se em desequilibrio de ligacéo e estdo associadas
ao tamanho dos animais. Ainda com ragas chinesas de bovinos, FAN et al. (2011) descobriu
que o polimorfismo 42895C>T apresenta associagdo com maciez da carne e que 0
polimorfismo 72472G>T apresenta associagcdo com cobertura de gordura. Em outro trabalho,
OH et al. (2012) também encontraram associagdo do polimorfismo 72472G>T, com a
guantidade de acidos graxos saturados e monoinsaturados da carne.

LEE et al. (2016) descreveram 38 SNPs no gene PPARG de bovinos de ragas coreanas
e avaliaram sua associa¢do com caracteristicas de qualidade de carcaca e com o perfil de
acidos graxos do musculo longissimus. Esses autores observaram que, dois destes SNPs,
0.1159-71208A>G, localizado no intron 1 e g.42555-29812G>A, localizado no intron 4,
apresentam associacdo com teor de acidos graxos monoinsaturados na carne. Sendo que 0sS
genotipos AA, do polimorfismo do intron 1, e GG, do polimorfismo do intron 4, favorecem a
presenca de acidos graxos monoinsaturados. Além disto, estes autores também descobriram
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que o gendtipo GG para o SNP ¢.72362G>T, localizado no éxon 7, esta associado com maior
quantidade de gordura intramuscular. Nenhum trabalho que descreva polimorfismos no gene
PPARG de caprinos foi encontrado na revisao de literatura realizada.

2.3 Proteina desacopladora de membrana 2 (UCP2)

S&o nas mitocondrias que o processo de respiracdo celular ocorre. Estas organelas
possuem dois compartimentos que sao limitados por duas membranas, a membrana
mitocondrial interna e a membrana mitocondrial externa. A membrana externa envolve toda a
organela e € permeavel a ions e a pequenas moléculas de até 5000 Da. A membrana interna é
a que envolve a matriz mitocondrial, e o transporte de ions e metabdlitos através dela é
controlado para manter o gradiente eletroquimico necessario para a producdo de ATP. O
compartimento que fica entre estas duas membranas é o espago intermembranario.
Localizadas nas cristas da membrana mitocondrial interna, as proteinas da cadeia
transportadora de elétrons transportam prétons da matriz mitocondrial para o0 espaco
intermembranario, o que cria um gradiente eletroquimico nesta membrana. Estes protons
retornam para a matriz mitocondrial através da enzima ATP sintetase, que utiliza esta forca
eletromotriz para produzir ATP. Embora o processo de fosforilacdo oxidativa seja geralmente
acoplado a producdo de ATP, essa relacdo ndo é sempre perfeita pois pode ocorrer o
vazamento de protons para matriz mitocondrial através de outras proteinas transportadoras de
membrana (ALBERTS et al., 2002).

As proteinas desacopladoras de membrana, sdo transportadores de membrana bastante
peculiares. Essas proteinas transportam prétons do espaco intermembranario para a matriz
mitocondrial e produzem calor ao invés de ATP. Com isso, o gradiente eletroquimico da
membrana e a producdo de ATP sdo alterados, pois parte da energia é perdida na forma de
calor (KRAUSS; ZHANG; LOWELL, 2005). Desta maneira, as proteinas desacopladoras de
membrana podem controlar o grau de atrelamento entre o transporte de elétrons para o espago
intermembranario e a producdo de ATP (ROUSSET et al., 2004).

A primeira proteina desta familia a ser descoberta foi a UCP1, presente nas
mitocdndrias do tecido adiposo marrom de mamiferos, ela é responsavel pela caracteristica
termogénica que este tecido apresenta. Posteriormente a ela, outras UCPs foram descritas e
atualmente, em mamiferos, sdo conhecidas cinco proteinas pertencentes a esta familia: A
UCP1 que esta presente no tecido adiposo marrom; a UCP2, amplamente expressa pelo
organismo; a UCP3 expressa majoritariamente no musculo estriado esquelético e as UCPs 4 e
5 expressas no sistema nervoso central. Dentre elas, maior atencdo tém sido dada as UCPs 1,
2 e 3 pois existem evidéncias que apontam papel importante destas proteinas no metabolismo
energético (BUSIELLO; SAVARESE; LOMBARDI, 2015).

Enquanto a UCP1 esta diretamente envolvida com a regulacdo da termogénese, a
UCP2 aparenta ter um importante papel na diminuicdo da producdo de espécies reativas e
oxigénio (ROS) (GARLID; JABUREK; JEZEK, 1998). Produzidas principalmente nas
mitocondrias, essas moléculas citotdxicas provocam danos em diversos componentes
celulares, e quando em excesso podem levar até a apoptose.

Nas mitocondrias, as enzimas da cadeia transportadora de elétrons sdo 0s maiores
contribuintes desta producdo. Isto ocorre, pois a passagem de elétron do Ubiquinol
(Ubiquinona reduzida, Qh2) para o complexo 1l e a passagem de elétrons do complexo | para
0 Ubiquinol envolvem o radical semiquinona (Q°) como intermediario, o que pode, com uma
pequena probabilidade, passar elétrons para O, produzindo O, radical bastante reativo que
pode levar a formacdo de um radical ainda mais reativo OH". Na mitocondria ativa, de 0,1 a
4% do oxigénio consumido pela respiracdo pode formar ROS, quantidade suficiente para
causar efeitos letais na célula. Fatores que retardam o fluxo de elétrons pela cadeia
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respiratoria, aumentam a formacao desses superoxidos, provavelmente por aumentar a meia
vida do O, gerado no ciclo da Ubiquinona. Por este motivo, um gradiente excessivo de
prétons na membrana aumenta a producdo de ROS pelas mitocondrias (NELSON; COX,
2008). Em determinados momentos, por vazar prétons para a matriz mitocondrial e assim
reduzir o gradiente da membrana, a ativacdo da UCP2 pode mitigar a producdo de ROS sem
cessar a producdo de ATP ao mesmo tempo em que aumenta a respiracdo celular (BRAND;
ESTEVES, 2005).

O gene que codifica a UCP2 ¢ amplamente expresso no organismo e foi detectado em
quase todos os tecidos (RUPPRECHT et al., 2012).Apesar da UCP2 estar localizada na
mitocdndria, 0 gene que a codifica € um gene autossémico, e em caprinos, esta localizado no
cromossomo 15. A estrutura do codigo genético da UCP2 foi revisada por LEDESMA; DE
LACOBA; RIAL (2002). O gene UCP2 possui oito éxons. Destes oito, 0s dois primeiros
codificam a regidao 5’ UTR, enquanto que os Ultimos seis codificam o codificam a proteina.
Conforme revisado por DONADELLI et al. (2014), na regido promotora do gene UCP2
ocorre a presenca de sitios de ligacdo para diversos fatores de transcri¢do entre eles: specific
protein-1 (SP-1), sterol regulatory elements (SRE), thyroid hormone response elements
(TER) e o E-box (Helix-loop-helix protein binding sites). Existe ainda no gene UCP2 uma
particularidade. Além da matriz aberta de leitura (ORF; do inglés, open reading frame) que
codifica a UCP2, na regiao 5’UTR deste gene, existe uma pequena ORF que codifica um
pequeno peptideo de 36 aminodcidos, essencial na regulacdo do processo de traducdo
(PECQUEUR et al., 2001). Apesar da traducao deste peptideo ainda néo ter sido comprovada,
sabe-se que esta pequena regido tem efeito inibitério sobre a traducdo da UCP2. Estudos com
mutagénese sitio dirigida realizados por HURTAUD et al. (2006), demonstraram que a regiao
3’ desta pequena ORF € o principal contribuinte deste papel inibitério. Em um outro trabalho
0s autores também demonstraram que a expressdo do gene UCP2 é estimulada pela glutamina
e que a parte traducional deste controle é realizada através desta ORF (HURTAUD et al.,
2007).

Devido a importancia da UCP1 na manutencdo da temperatura corporal, quando a
UCP2 foi descoberta, também acreditou-se que esta proteina estaria envolvida na regulacdo
da termogénese basal (FLEURY et al., 1997). Porém, camundongos knockout para o gene
UCP2 quando expostos ao frio (5°C por até 24 h) apresentam reducdo na temperatura
corporal similar a de camundongos que apresentam o gene integro (ARSENIJEVIC et al.,
2000). Além disso, em estudos com estes modelos animais também ndo foram encontradas
diferencas na termogénese adaptativa dos animais ao frio (4°C) nem foram observadas
diferencas em relacdo a massa corporal.

A UCP2 ¢ bastante instavel e apresenta meia-vida de 30 min, bem diferente da meia-
vida da UCP1 que é de 30 h. A curta meia vida da UCP2 & pequena até mesmo em
comparagdo com outros carreadores de membrana mitocondriais, que geralmente apresentam
meia-vida média de 10 h. Por isto, acredita-se que a UCP2 possa ser um regulador de
respostas bioldgicas rapidas no organismo, o que fica evidente ao analisar seu papel sobre a
secrecdo de insulina dependente de glicose (SIDG) (DONADELLI et al., 2014).

Células B-pancreéticas sdo as produtoras de insulina do organismo e monitoram a
glicemia atraves da razdo ATP/ADP intracelular. A glicose transportada para o interior da
célula é oxidada e leva ao aumento do gradiente eletroquimico da membrana interna e da
razdo ATP/ADP intracelular. Em resposta a isto, ocorre o fechamento de canais de potassio
sensiveis a ATP, a despolarizacdo da membrana celular, a abertura de canais de célcio, a
entrada de célcio na céelula e por fim a exocitose dos granulos de insulina. Desta maneira, nos
casos em que a glicemia estéd elevada, ocorre a maior producdo de ATP, a razdo ATP/ADP
aumenta e ocorre a secrecdo de insulina. Nos casos em que esta razdo diminui a secre¢do de
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insulina é inibida (RUTTER, 2001). Desta maneira, por provocar 0 vazamento de protons e
reduzir a producdo de ATP, a UCP2 pode interferir na sensibilidade das células B-pancreéticas
a glicose e como conseqliéncia reduzir a liberacdo de insulina. (AFFOURTIT; BRAND,
2008). Neste sentido, foi observado que ilhotas pancreaticas de camundongos knockout para o
gene UCP2, tém maiores niveis de ATP e aumento na secrecdo de insulina dependente de
glicose quando comparados a animais selvagens (Pl; COLLINS, 2010; ZHANG et al., 2001).

Outro efeito importante da UCP2 no organismo pode ser observado no tecido adiposo.
O tecido adiposo branco tem papel fundamental na fisiologia dos mamiferos. A visdo cléssica
¢ de que esse tecido € responsavel pela reserva de “combustivel”, podendo ser utilizado em
periodos de balanco energético negativo (TRAYHURN; BEATTIE, 2001). A capacidade
enddcrina deste tecido foi descoberta através da leptina (ZHANG et al., 1994), um hormonio
secretado, principalmente, a partir de adipdcitos, com ac¢fes no sistema nervoso central e em
orgdos periféricos. A leptina ndo €, contudo, a unica proteina secretada pelo tecido adiposo
branco. A adiponectina é uma proteina de aproximadamente 30K-Da com caracteristicas de
uma molécula sinalizadora também encontrada em adipdcitos do tecido adiposo branco. Esta
adipocitocina é de extrema importancia para 0 organismo, pois aumenta a sensibilidade de
diversos tecidos a insulina (HU; LIANG; SPIEGELMAN, 1996).

A regulacdo da expressdo da adiponectina envolve a Proteina Homologa a C/EBP
(CHOP-10), que atua como inibidor da transcricdo do gene da adiponectina por inibir a
ligacdo do fator de transcricdo da C/EBP (CCAAT-enhancer-binding protein) neste gene. Na
presenca de niveis elevados de ROS os niveis de CHOP-10 também aumentam o que reduz a
producdo de adiponectina nos adipdcitos. Desta maneira, a producdo de adiponectina pelo
tecido adiposo pode ser regulada também pela atividade da UCP2 através da diminuicdo na
producdo de ROS, o que favorece a producédo desta adipocitocina e dirige 0 organismo a um
quadro de sensibilizacdo aos efeitos da insulina(CHEVILLOTTE et al., 2007).

A ampla expressdo da UCP2 e os diversos estudos com animais knockout apontam seu
papel central sobre diversos processos celulares que vao desde a secrecdo de insulina até o
controle de ROS, e demonstram a sua importancia para o bom funcionamento dos processos
homeostaticos. Por esses motivos, o gene UCP2 é um gene candidato interessante e mutagdes
funcionais neste gene podem estar associadas a caracteristicas de producdo e composicao do
leite em animais leiteiros.

2.3.1 Polimorfismos no gene UCP2 e a producéo animal

Embora os estudos sejam escassos, polimorfismos no gene UCP2 foram descritos para
algumas especies de ruminantes e apresentam associagdo com caracteristicas economicamente
importantes. SHERMAN et al. (2008) avaliaram a existéncia de polimorfismos no gene UCP2
de bovinos taurinos e encontraram associacdo de uma transicdo G/A, no éxon 4, com o
rendimento de carne magra. Ainda em trabalho com bovinos, CLEMPSON et al., (2011)
avaliaram um SNP G/C na regido promotora do gene UCP2. Na populacdo avaliada, estes
autores encontraram apenas animais com gendtipos GG e CG, sendo os heterozigotos apenas
6% da populagéo. Para esta mutacdo, os animais heterozigotos sdo maiores quando novilhas,
apresentam menor idade & primeira concepcdo e demoram mais tempo para retomar a
ciclicidade. Em bovinos da ragca Qinchuan o SNP ¢.C754G, localizado na regido 5’UTR,
apresenta associagdo com espessura de gordura, area de olho do lombo e com gordura
intramuscular. Neste caso, o genotipo GG apresentou médias superiores para todas as
caracteristicas (WANG et al., 2016). Em caprinos, FERREIRA, (2013) descreve dois
polimorfismos neste gene, um localizado na regido promotora e outro no exon 2. Apesar do
pequeno numero de animais (apenas 40), foram realizadas andlises de associagdo dos
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polimorfismos com o valor genético dos animais para caracteristicas de qualidade do leite,
porém, nenhuma associagao foi encontrada.

2.4 Lipoproteina lipase (LPL)

A lipoproteina lipase (LPL) (HAVEL; GORDON, 1960) localiza-se nas células
endoteliais dos vasos capilares e atua no limen desses vasos. Na presenca da apolipoproteina
Cll, esta enzima captura as lipoproteinas do sangue e hidrolisa seus triglicerideos em acidos
graxos livres e 2-monoacilglicerol (SCANU, 1966). Apds hidrolise, as moléculas de 2-
monoacilglicerol e os &cidos graxos entram nas células (CRYER, 1981) e ficam disponiveis
para diversas vias metabolicas (MEAD; IRVINE; RAMJI, 2002), como a reesterificacdo e a
beta-oxidacdo (CRYER, 1981).

De acordo com a sequéncia disponivel no GenBank (NC_030815.1), em caprinos este
gene esta localizado no cromossomo 8 e possui tamanho de 25342 pb. MEAD; IRVINE;
RAMUJI (2002) revisaram a estrutura do gene que codifica a LPL (LPL) em diversas espécies.
De acordo com 0s autores, 0 gene é composto por 10 éxons que sdo separados por nove
introns. O éxon 1 codifica a extremidade 5° UTR enquanto que o éxon 10, codifica a
extremidade 3° UTR. A matriz aberta de leitura deste gene codifica um peptideo de 478
aminoacidos, com peso molecular de 53,4 KDa e ponto isoelétrico de aproximadamente 8,71.
Ainda, nesta sequéncia, andlises in silico apontam que existe entre 0 aminoacido 23 e 24 a
ocorréncia de um ponto de clivagem do peptideo sinal. Dessa maneira, é provavel que a forma
ativa desta enzima apresente 455 aminoacidos (QIN et al., 2012).

Com o intuito de identificar a funcdo desta proteina no organismo, pesquisadores
realizaram alguns trabalhos com modelos animais, 0s quais podem ser encontrados na revisao
realizada por GOLDBERG; MERKEL (2001). Camundongos com a deficiéncia combinada
das lipases (cld/cld), bem como camundongos homozigotos para deficiéncia do gene LPL de
duas linhagens diferentes apresentam quilomicronemia severa, redugdo no colesterol HDL e
0S neonatos sO sobrevivem por dois ou trés dias. O aparente motivo da morte é uma
deficiéncia em algum substrato de energia no figado e os animais morrem de hipoglicemia.
De maneira semelhante aos camundongos, gatos deficientes para o gene LPL também
apresentam baixa quilomicronemia, baixas taxas de crescimento e menor massa corporal.
Porém, os gatos, assim como humanos, conseguem sobreviver até a fase adulta. Um estudo
interessante foi realizado por WANG et al., (2011), esses autores produziram uma linhagem
de camundongos incapaz de expressar 0 gene LPL no sistema nervoso central. Esses animais
apresentaram hiperfagia e reducdo no gasto de energia. Além disso, os animais também
apresentaram quadro de obesidade, mesmo com dietas pouco caléricas. KIM et al., (2001) ao
estudarem a superexpressdo hepatica do gene LPL em ratos, verificaram a ocorréncia de
quadro de resisténcia a insulina no figado e também de acumulo de triglicerideos neste orgéo.

2.4.1 Polimorfismos no gene LPL e a produc¢édo animal

Por prejudicar o metabolismo lipidico e agravar a resisténcia a insulina tipica do
periodo inicial da lactagédo, é possivel que alteracOes suaves na expressdo deste gene ou na
atividade da proteina codificada por ele, possam afetar caracteristicas comercialmente
importantes em ruminantes. Neste sentido, alguns trabalhos avaliaram a ocorréncia de
associacdo entre polimorfismos neste gene e essas caracteristicas. Em bovinos da raga
Hanwoo, OH et al. (2013), identificaram associacdo de trés polimorfismos, 0 ¢.322G>A, no
éxon 2, 0 ¢.329A>T, no éxon 3 e 0 ¢.1591G>A, no éxon 9, com a quantidade de acidos graxos
monoinsaturados no musculo longissimus dorsi. Em caprinos da raca Murciano Granadina,
BADAOUI et al. (2007), encontraram dois polimorfismos, o0 G50C, que leva a uma alteracéo
de aminoéacido na posicdo 17 do peptideo sinal, e o polimorfismo C2049T, uma substituicdo
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na regido 3> UTR. A partir das analises de associacdo, esses autores observaram que 0
polimorfismo G50C afeta o teor de gordura do leite. Em outro trabalho com caprinos de
diversas racas, LING et al. (2015), encontraram, por SSCP, trés polimorfismos: um no éxon 1,
um no éxon 6 e um no éxon 7. Embora os autores ndo tenham realizado o sequenciamento
destas amostras, eles observaram que os trés polimorfismos estdo associados com a
quantidade de gordura intramuscular.

2.5 Stearoyl CoA desnaturase (delta-9-desnaturase)

A Stearoil CoA deshaturase (SCD) catalisa a biossintese de 4acidos graxos
monoinsaturados a partir de acidos graxos saturados. Ela insere uma dupla ligag&o cis entre os
carbonos nove e dez de acidos graxos saturados de cadeia meédia e longa, transformando-os
em insaturados (HEINEMANN; OZOLS, 2003; MIYAZAKI et al., 2003). Os substratos pelos
quais ela apresenta maior afinidade séo os palmotoil-CoA e stearoil-CoA, que sdo convertidos
em palmitoleil-CoA e oleil-CoA, respectivamente (ENOCH; CATALA; STRITTMATTER,
1976). Os dois produtos dessa reacdo sdo os acidos graxos monoinsaturados mais abundantes
em mamiferos e sdo utilizados como substrato para a sintese de diversas moléculas lipidicas
como fosfolipidios, triglicerideos, ésteres de colesterol e alquildiacilglicer6is (BRADLEY;
FISHER; MARATOS-FLIER, 2008; YONEZAWA et al., 2008).

O gene SCD em caprinos foi bem caracterizado por BERNARD et al. (2001). Analises
de Northen-blot realizadas por estes autores demonstram que diferentemente do que ocorre
em humanos e camundongos, na glandula mamaria de caprinos, bovinos e ovinos, ocorre a
presenca de apenas uma isoforma do transcrito deste gene. O gene SCD caprino apresenta
tamanho de aproximadamente 15 Kb, esta localizado no braco longo do cromossomo 26 e
apresenta cinco introns e seis éxons. Seu transcrito possui 5,1 Kb e uma matriz aberta de
leitura de 1080 pb, que codifica 359 aminoacidos. Semelhante ao que ocorre em humanos e
camundongos, em caprinos, o transcrito deste gene também apresenta uma longa regidao 3’
UTR de aproximadamente 3,8 Kb.

A SCD apresenta peso molecular de 37 KDa e, na célula, fica localizada no reticulo
endoplasmatico. Ela possui quatro dominios tansmembranarios com as duas extremidades, C-
terminal e N-terminal, voltadas para o citosol. A Unica al¢a citoplasmaética da enzima é a
extremidade C-terminal, que contém oito histidinas que formam uma Hi-box, estrutura que
realiza a ligacdo do ion de ferro com o centro catalitico da enzima NAD(P)-citocromo b5
redutase, processo essencial para que o complexo enzimatico seja capaz de introduzir as
duplas liga¢bes nas moléculas de acidos graxos.

Apesar da reacdo catalisada por esta enzima ser a insaturacdo de acidos graxos, hoje
em dia sabe-se que ela é essencial na sintese de lipidios em mamiferos. Evidéncias do seu
envolvimento no metabolismo de lipidios surgiram a partir de alguns trabalhos com animais
knockout para o gene que a codifica (SCD). Camundongos knockout para este gene (SCD™)
sdo residentes a obesidade induzida pela alimentacdo, apresentam menor acumulo de gordura
corporal, maior sensibilidade & insulina e menor ganho de peso induzido pela alimentacéo
(NTAMBI et al., 2002). Além disso, camundongos SCD” sdo hipermetabélicos e apresentam
aumento na expressdo de diversos genes responsaveis pela oxidacdo de &cidos graxos
enquanto que genes importantes para a sintese de lipidios tem sua expressao reprimida
(NTAMBI et al., 2002).

Embora por motivos ainda ndo elucidados, existem fortes evidéncias que apontam que
a atividade da SCD ¢é essencial para que ocorra a sintese de triglicerideos e de ésteres de
colesterol (PATON; NTAMBI, 2009). Conforme revisado por NTAMBI; MIYAZAKI
(2004), um dos fatores que comprovam esta teoria vem de estudos com camundongos da
linhagem assebia (ab' ab?), animais que apresentam mutacdes naturais no gene SCD, e de
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animais SCD™". Com estes trabalhos pesquisadores observaram que a expressdo do gene SCD
é essencial para a sintese de uma gama de lipidios que incluem triglicerideos, ésteres de
colesterol, alquil diacilgliceréis e ésteres de cera. Animais SCD”" apresentam deficiéncia
hepatica de ésteres de colesterol e de triglicerideos, mesmo na presenga das enzimas
Diacilglicerol Acetiltransferase (DGAT) e acil-coa acetiltransferase (ACAT), responsaveis
por sua producdo. Além disto, estes animais apresentam niveis reduzidos de acido
palmitoleico e de &cido oleico. De acordo com PATON; NTAMBI (2009), uma possivel
explicacdo para este fato pode ser que a presenca de acidos graxos monoinsaturados proximos
a enzimas como a DGAT, ACAT e as GPAT seja necessaria para que elas catalisem a
formagdo de triglicerideos e de colesterol.

2.5.1 Polimorfismos no Gene SCD e a producéo animal

Devido a sua relacdo com a sintese de lipidios, diversos trabalhos tém demonstrado
associacao de polimorfismos neste gene com o teor de gordura e perfil de acidos graxos no
leite. Em bovinos TANIGUCHI et al. (2004) encontraram trés SNPs no éxon 5 do gene SCD.
Um deles, g.10329C>T, causa uma substituicdo de uma valina para uma alanina. Alguns
trabalhos demonstram que este polimorfismo tem associacdo com a quantidade de acidos
graxos monoinsaturados na carne (TANIGUCHI et al., 2004) e no leite (MELE et al., 2007).
Outro trabalho, também demonstra associacdo deste polimorfismo com o valor genético de
bovinos para teor de gordura de proteina no leite (KULIG et al., 2016).

Em caprinos, ZHANG et al. (2010), descreveram seis polimorfismos no gene SCD.
Dois deles estéo localizados no intron 3, um deles no intron 4 e trés deles no éxon 6. Porém,
estes autores ndo realizaram analise de associacdo destes polimorfismos com nenhuma
caracteristica. Ainda em trabalho com caprinos, ZIDI et al. (2010), avaliou o efeito de trés
polimorfismos, um no éxon 5, (c.732C>T), e dois no éxon 6 (c.*1902_1904delTGT e
€.*3504G >A), sobre a composicdo de acidos graxos do leite. A partir dos resultados, os
autores observaram que os haplotipos formados pelos trés polimorfismos apresentaram
associacdo com a caracteristica avaliada. Além disso, estes autores também observaram gque,
in silico, o polimorfismo c¢.*1902_1904delTGT provoca alteracbes na conformacdo da
molécula de mRNA .

2.6 Glicerol-3fosfato acetil transferase 4 (GPAT4)

As glicerol-3-fostato acetiltransferases (GPATs, do inglés glycerol-3-phosphate
acyltransferase) sdo responsaveis por catalisar a reacdo de conversao do glicerol-3-fosfato e
da molécula de acil-Coa em 1-acilglicerol-3-fosfato, o primeiro passo para a sintese de
triglicerideos e de fosfolipidios. Além disto, estas enzimas apresentam a menor atividade
especifica das enzimas que atuam na sintese de triglicerideos, o que indica que elas sdo
limitantes para a sintese destas moléculas (COLEMAN; LEE, 2004).

Atualmente foram descritas quatro isoformas de GPATs. A GPATL1 é localizada na
membrana mitocondrial externa e sua atividade ndo sofre inibig&o pelo N-ethylenomaleimide
(NEM). A GPAT2 tambeém se localiza na membrana mitocondrial externa, porém,
diferentemente da GPAT1 a sua atividade € inibida por NEM. As outras duas sdo a GPAT3 e
a GPAT4, ambas sensiveis a NEM e localizadas no reticulo endoplasméatico (TAKEUCHI,
REUE, 2009). Conforme revisado por WENDEL; LEWIN; COLEMAN (2009), todas as
proteinas desta familia apresentam quatro dominios conservados que foram inicialmente
caracterizados por analises de bioinformatica. De acordo com estes autores, a partir de estudos
de mutagénese em aminoacidos conservados nas proteinas homologas, foi possivel identificar
alguns residuos essenciais para a funcionalidade desta proteina. Regides importantes para o
seu funcionamento sdo o dominio 1, o dominio 3 e o dominio 4.
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Devido a alta similaridade na sequéncia de aminoacidos entre a GPAT4 e a Acil
glicerol-3-fosfato aciltransferase 1 (AGPATL1; do inglés, acylglycerol-3-phosphate
acyltransferase 1), a GPAT4 foi inicialmente classificada como uma AGPAT, AGPAT 6
(BEIGNEUX et al., 2006). Por este motivo, em muitos trabalhos esta enzima esta denominada
desta maneira (TAKEUCHI; REUE, 2009), inclusive em um trabalho desta mesma equipe de
pesquisa (BAGATOLLI, 2015). Para a producdo de 1-acilglicerol-3-fosfato, esta enzima pode
utilizar como substrato uma gama e acidos graxos que variam de 12 a 20 carbonos, mas
apresenta maior afinidade por acidos graxos de 16 e 18 carbonos, independentemente do seu
grau de saturacdo. Todas as enzimas desta familia catalisam a mesma reacdo (CHEN et al.,
2008; NAGLE et al., 2008), e as diferencas encontradas entre elas consistem, além da
sequéncia, da localizacdo celular e do tecido no qual cada uma desempenha sua funcéo.
Trabalhos com camundongos knockout (GPAT4™) demonstram que a GPAT4 é essencial no
figado, tecido adiposo marrom e na glandula mamaria (NAGLE et al., 2008; VERGNES et
al., 2006).

Em humanos o gene que codifica esta proteina, GPAT4, esta localizado 0 cromossomo
8, possui aproximadamente 122 kb e uma ORF de 1368 pb, que contém 13 éxons e 12 introns
(LI et al., 2003). De acordo com a sequéncia génica, a GPAT4 possui 456 aminoacidos e peso
molecular de 52,2 KDa, porém, ela é expressa com 48 KDa devido a clivagem do peptideo
sinal de 38 aminoéacidos (BEIGNEUX et al., 2006).

Como ¢é esperado, devido ao seu papel na producdo de triglicerideos, em
camundongos, 0 gene GPAT4 é altamente expresso em tecidos conhecidos por seu papel
lipogénico como o tecido adiposo marrom, testiculos e tecido adiposo branco visceral.
Apresenta expressdo moderada no cérebro, intestino, figado e rim e pouca expressdao no
coragdo e no musculo esquelético (TAKEUCHI; REUE, 2009). Em humanos, sua expressao
foi detectada em diversos tecidos como coracdo, figado, rim, testiculos e musculo esquelético,
e diferentemente do que ocorre em camundongos, em humanos, a maior expressao deste gene
foi detectada no musculo esquelético (LI et al., 2003).

Os diversos estudos que avaliam camundongos GPAT4"" sugerem que seu papel na
sintese dos triglicerideos é tecido especifico, mas que a partir da sua atuacdo nestes tecidos
pode ter consequéncias sistémicas sobre o balanco energético (TAKEUCHI; REUE, 2009).
Quando comparados a camundongos do tipo selvagem, camundongos GPAT4” apresentam
peso 25% menor e sao resistentes a obesidade induzida pela alimentacdo ou pela linhagem
genética (camundongos®®). Essa reducdo do peso corporal é acompanhada de menor
guantidade de gordura no corpo e de uma reducdo na expressdo génica e nos niveis
plasmaticos da leptina (VERGNES et al., 2006). Além disso, também ocorre um aumento no
gasto energético, sendo que, a ingestdo de alimentos, temperatura corporal, quociente
respiratorio e termogénese em resposta ao frio, ndo sdo alterados (NAGLE et al., 2008;
VERGNES et al., 2006). De acordo com TAKEUCHI; REUE (2009), essas alteragfes podem
ocorrer devido a auséncia de uma camada sub-dérmica de gordura nos animais GPAT4™ que
geralmente auxilia na manutencdo da temperatura corporal. Ainda em camundongos, a
deficiéncia da GPAT4 nédo provoca alteragdes nos niveis plasmaticos de glicose e de insulina
guando os animais sdo submetidos a dieta rica em gordura ou sdo modelos geneticamente
obesos (camundongos®®). Apesar disto, nestes animais o contelido plasmético de
triglicerideos tanto no plasma como no figado diminui aproximadamente 45% (VERGNES et
al., 2006).

A expressdo do gene GAPT4 é estimulada na glandula mamaria com o inicio da
lactacdo e animais GPAT4" apresentam diversos problemas relacionados & producdo de leite.
Quando comparada a glandula mamaria de animais do tipo selvagem, a glandula mamaria de
camundongos GPAT4™ possui alvéolos de menor tamanho e em niimero reduzido, também
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apresenta menor quantidade de globulos de gordura. Como consequéncia, estes animais
possuem reducdo de aproximadamente 90% no conteddo de triacilglicerol e diacilglicerol no
leite (BEIGNEUX et al., 2006). Na glandula mamaria de bovinos, também observou-se que a
expressao deste gene varia no decorrer da lactacéo e que ela pode estar sob o controle do fator
de transcricdo PPAR-y (BIONAZ et al., 2013). Além disso, a expressdo deste gene esta
diretamente correlacionada com o teor de gordura no leite (LITTLEJOHN et al., 2014).

2.6.1 Polimorfismos no gene GPAT4 e a produgédo animal

Em bovinos, LITTLEJOHN et al., (2014) encontraram forte associacdo de 10 SNPs
localizados nos éxons 1 e 2 do gene GPAT4 com a porcentagem de gordura no leite. Em
caprinos, foram encontrados quatro polimorfismos no gene GPAT4: g.152G>C, 8124G>A,
9263C>G, 16436G>A; localizados na regido 5° UTR, intron 2, intron 4 e regido 3° UTR,
respectivamente. Analises de associacdo demonstraram que o polimorfismo 9263C>G,
apresenta influéncia sobre a composicdo do leite em caprinos, onde o genétipo GG esta
associado a maiores teores de gordura e de proteina (HE et al., 2011). Em outro trabalho,
BAGATOLI (2015) encontrou associacdo deste mesmo polimorfismo com o valor genético de
caprinos para o teor de gordura no leite.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estimativa do valor genético

Para estimar o valor genético, os animais foram inicialmente agrupados em 12
grupamentos genéticos (GG), de acordo com a composicéo racial: 50% Alpina e 50% Saanen
(GG1); 51 a 68% Alpina (GG1); 69 a 81% Alpina (GG2); 82 a 93% Alpina (GG3); superior a
93% Alpina (GG4); 50% Alpina: 50% SRD (GG5); 51 a 68% SRD (GG5); 69 a 81% SRD
(GG6); superior & 93% SRD (GG7); 50% Saanen : 50% SRD (GG8); 51 a 68% Saanen
(GGB8); 69 a 81% Saanen (GG9); 82 a 93% Saanen (GG10); superior a 93% Saanen (GG11) e
50% Alpina : 25% Saanen : 25% SRD (GG12). Os animais utilizados neste estudo sdo
exclusivamente das racas Alpina ou Saanen, SRD foi a denominacdo utilizada nos casos em
que ndo havia a informacéo do reprodutor utilizado.

Informacdes de producdo e composicao do leite foram utilizadas para estimar os valores
genéticos para a producdo e porcentagem de gordura, proteina, lactose, extrato seco total e
contagem de células somaticas. Para organizacdo e preparacdo dos dados foi utilizado o
pacote estatistico SAS® (2002). Para estimar o valor genético dos animais foram descartadas
lactaces com duracdo inferiores a 82 dias (10%), superiores a 471 dias (6,7%) e com
producdes inferiores a 110 Kg (17%). Em relagdo aos dados de composi¢do, também foram
descartadas lactac6es nas quais foi realizada somente uma analise de composicéo do leite.

Os valores genéticos foram calculados por meio de um modelo animal contendo os
efeitos aleatdrios de animal e de ambiente permanente, e os efeitos fixos de ano-estacdo de
parto, grupamento genético (GG1 a GG12), ordem (1 a 6) e tipo de parto (simples, duplo ou
triplo), os quais foram utilizados para cada uma das caracteristicas avaliadas em caso de efeito
significativo observado em uma anélise de varidncia prévia. Para a predi¢cdo dos valores
genéticos foi utilizado o aplicativo REMLF90, descrito por MISZTAL (2002), que utiliza a
metodologia de maxima verossimilhanca restrita (REML) e o algoritmo de Maximizacdo da
Esperanga (EM). Os nimeros de lactacdes e de animais utilizados nesta anélise, assim como
os efeitos fixos considerados para cada caracteristica avaliada, estdo apresentados na Tabela
2. Apos estimados, os valores genéticos dos animais foram entdo utilizados para a realizacao
das analises de associacdo dos genotipos com os valores genéticos.

Tabela 2. Observaces utilizadas para o célculo dos valores genéticos dos animais para cada
caracteristica avaliada.

Caracteristicas Numero de lactagBes NUmero de cabras Efeitos fixos
Producdo de leite até 305 dias 2726 1292 anoest, nc, op
Duracéo da Lactacdo 2726 1292 anoest, op
Contagem de células somaticas 1874 1047 anoest, gs, op
Producéo de proteina total 1968 1102 anoest, gs, nc, op
Porcentagem de Proteina 2279 1237 anoest, gs, op
Producdo de gordura 1968 1102 anoest, gs, nc, op
Porcentagem de gordura 2279 1237 anoest, gs, nc, op
Extrato seco total 1968 1102 anoest, gs, nc, op
Porcentagem de extrato seco 2279 1237 anoest, gs, nc, op
Producdo de lactose 1969 1102 anoest, gs, nc, op
Porcentagem de lactose 2279 1237 anoest, gs, nc, op

Efeitos fixos avaliados: (anoest) ano e estagdo de parto; (gs) grupamento genético; (nc) nimero de crias; (op) ordem de
parto.
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3.2 Analises com DNA gendmico
3.2.1 Delineamento experimental

Para avaliar se existe associacao entre os diferentes genotipos e os valores genéticos
dos animais para as caracteristicas analisadas, o delineamento experimental utilizado foi o
delineamento inteiramente casualizado. Nele, os gendtipos sdo os efeitos fixos e o valor
genético a variavel resposta.

3.2.2 Amostra de animais e coleta de material bioldgico

Para as analises de associacdo dos genotipos com os valores genéticos, foram
utilizadas cabras multiparas das racas Saanem e Alpina, alojadas no setor de caprinocultura da
Universidade Federal de Vigcosa, MG. Todos os procedimentos envolvendo o uso destes animais
foram aprovados pela CEUAP/UFV através do protocolo de n°® 042/2015. Os animais foram
criados em baias coletivas providas de cochos para fornecimento de racdo e agua a vontade.
Todos os animais receberam dieta formulada de acordo com os valores preconizados pelo
NRC (2007). A racdo foi composta de silagem de milho e concentrado, fornecida duas vezes
ao dia (as 7 e as 16 horas) sempre apos a ordenha dos animais.

A coleta de sangue para a extracdo de DNA foi realizada com o uso de tubos
vacutainer contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 8%. Foram coletados 4,5
mL de sangue periférico a partir da veia jugular dos animais. Apos a coleta, 0s tubos contendo
sangue foram armazenados em isopor com gelo e posteriormente transferidos para geladeira,
onde permaneceram por 24 h para que ocorresse a separacdo da camada de leucdcitos, 0s
quais foram transferidos para microtubos de 2 mL e armazenados a -20 °C até o momento da
extracdao de DNA.

Tanto os fragmentos amplificados pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), como o numero de amostras utilizadas em cada uma das analises empregadas para
identificar novos polimorfismos ou realizar a genotipagem dos animais, podem ser
observados na tabela 3.

Tabela 3. NUmero de amostras utilizadas em cada uma das analises realizadas.

Fragmento PCR PCR-RFLP (enzima) Sequenciamento
PPARG 195 0 5
UCP2-PR 185 0 4
UCP2-2 177 177 (Haell) 5
LPL 51 51 (Anza™ 57 Bpu1102l) 0
LPL-PR 20 0 4
SCD 79 79 (TspR1) 4
GPAT4 48 50 (Ncol) 0

Fragmento: Fragmento de DNA amplificado pela técnica de PCR, cada fragmento é amplificado por um dos pares de primers
da Tabela 4.

PCR: NUmero de amostras utilizadas na analise de (PCR).

PCR-RFLP: Numero de amostras submetidas a técnica de PCR seguido por polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (PCR-RFLP).

Sequenciamento: NUmero de amostras submetidas a sequenciamento.

3.2.3 Desenho de primers

As sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo de fragmentos de DNA
genémico foram adquiridas de trabalhos ja publicados ou foram obtidas com o auxilio do
programa PrimerQuest a partir da sequéncia génica de caprinos (Tabela 4).
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Tabela 4. Primers utilizados nas reacdes de PCR convencional.

Primer - de 5" para 3' Gene dgzm?)?izgn Tegp;gs;c:r%de Regido génica amplificada Referéncia

PPARG .
(F) ACGGTTTGCGTCCTTATTC PPARG Aproxg?g‘d%meme 58°C Regido promotora e parte do éxon 1 Este Trabalho
(R) CTCTGTGTCAACCATGGTAAT P

UCP2-PR

(F) CGGAGTAGCGGGAGGAGGG UCpP2 672pb 62°C Parte da regido promotora e éxon 1 (FERREIRA, 2013)
(R) TTGGCGGTGACAGGCCAC

UCP2-2
(F) GGAGCTTTGAGCTGCTTGATG UCP2 670 pb 64°C Exon 2 e introns 1 e 2 parcial. (FERREIRA, 2013)
(R) CACAGGGCTGAGGCAGTAGAA

LPL

(F) CTCGGGCTCAGCGGTTCTAC LPL 154 pb 60°C Parte do éxon 1 (BADAOUI et al., 2007)
(R) CAGCCCTCCGTGGGAGAC

LPL-PR
(F) GCTGGGTATTGCCCAAATGTAG LPL 632 pb 60°C Regido promotora e parte do éxon 1 Este trabalho
(R) CAGCCCTCCGTGGGAGAC

SCD

EE)) 2%;?%%;;%%%%%?& SCD 377 pb 60°C Parte do éxon 6 (ZHANG et al., 2010)

GPATA4
(F) ATCTGGCATTTTCACACATT GPAT4 241 pb 53°C Exon 4 e parte dos introns 3 e 4 Heetal., 2011

(R) CTGACTCCATCTAAGAGCCT

Par de primers que amplifica o fragmento PPARG (PPARG), par de primers que amplifica o fragmento UCP2-PR (UCP2-PR), par de primers que amplifica o fragmento
UCP2-2 (UCP2-2), par de primers que amplifica o fragmento LPL (LPL), par de primers que amplifica o fragmento LPL-PR (LPL-PR), par de primers que amplifica o
fragmento SCD (SCD), par de primers que amplifica o fragmento GPAT4 (GPAT4).
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3.2.4 Isolamento de DNA gendmico

O isolamento do DNA gendmico foi realizado a partir de 200 uL de leucocitos
utilizando o reagente Brometo de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB) de acordo com protocolo
descrito por LODHI et al. (1994), com as modificacdes descritas em SOARES et al. (2009).
Posteriormente 0 DNA foi ressuspendido em cerca de 50 pL de &gua ultrapura e quantificado
em fluorimetro Qubit® 2.0 (Applied Biosystems). As amostras de DNA foram entdo diluidas
a uma concentracdo de uso de 50 ng/pL e armazenadas a -20 °C até o momento das analises.

3.2.5 Reacdo em cadeia da polimerase a partir de DNA gendmico (PCR)

Para a amplificacdo dos fragmentos de interesse foi utilizada a enzima GoTag® DNA
Polymerase® (Promega, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As reacoes
foram conduzidas em termociclador  (ProFlex PCR System, Applied Biosystems) e
consistiram de um passo inicial a 94°C por cinco minutos para que ocorresse a desnaturacdo
do DNA gendmico, seguido por 35 ciclos que se repetiam da seguinte maneira: 94°C por 30
segundos para a abertura da fita molde de DNA, 53 a 63°C por 35 segundos, dependendo da
temperatura de anelamento dos primers (Tabela 4), e 72°C por 50 segundos para a extensdo
do fragmento. A finalizacdo da PCR se deu por um passo a temperatura de 72°C durante
cinco minutos.

Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 5% para confirmacdo da amplificacdo ou a 12% (48 h a 140 v) para analisar a
existéncia de pequenas diferencas de tamanho entre os produtos de PCR referente as
diferentes amostras.

3.2.6. Eletroforese e Polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢do (RFLP)

Apos a amplificacdo dos fragmentos de interesse, os produtos de PCR foram avaliados
diretamente por eletroforese ou entdo submetidos a técnica de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism). Para realizar a genotipagem de polimorfismos na regido promotora do
genes UCP2 e PPARG, os fragmentos PPARG e UCP2-PR foram avaliados apenas por
eletroforese convencional, o fragmento UCP2-PR em gel de poliacrilamida 12% (140v por 48h) e
o fragmento PPARG em gel de poliacrilamida 5% (140v por 4 horas). Com o intuito de encontrar
novos polimorfismos no gene LPL o fragmento amplificado pelo par de primers LPL foi
submetido a digestdo com a enzima Anza™ 57 Bpul102l (Invitrogen, Life Technologies). Para
avaliar o polimorfismo 802 A/C, descrito ZHANG et al. (2010) no gene SCD, o fragmento
amplificado pelo par de primers SCD foi digerido com a enzima TspR1(New England Biolabs).
Para avaliar o polimorfismo descrito por FERREIRA (2013) no éxon 2 do gene UCP2, o
fragmento UCP2-2 foi digerido com a enzima Haelll (Promega). A genotipagem do polimorfismo
descrito por HE et al. (2011) no gene GPAT4 foi realizada através da digestdo do fragmentos
amplificado pelo par de primers GPAT4 com a enzima Ncol. Todas as reacdes de digestdo foram
realizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante em volume de 10p.L.

3.2.7 Sequenciamento de DNA

Com o intuito de encontrar novos polimorfismos, além dos ja detectados por PCR-
RFLP ou por eletroforese, para cada um dos fragmentos de DNA amplificados por PCR
(PPARG, UCP2-PR, UCP2-2, LPL-PR e SCD), a0 menos quatro amostras foram submetidas
também ao sequenciamento de bases, duas delas de alto valor genético para teor gordura do
leite, e duas de baixo valor genético para esta caracteristica. Também foi realizado o
sequenciamento dos diferentes alelos descritos por FERREIRA (2013) no gene UCP2 e dos
novos alelos encontrados, neste trabalho, no gene PPARG.
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Para tanto, as amostras de PCR, obtidas da amplificacdo destes genes, foram
purificadas com o GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma Aldrich) e o sequenciamento foi
realizado pela técnica de terminacao de cadeia (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa - Agrobiologia, Seropédica — RJ). Os
eletroferogramas gerados foram editados com o uso do programa DNA Baser e as sequéncias
foram comparadas por alinhamento com uso dos programas BLAST (ALTSCHUL et al.,
1990) e ClustalW (MCWILLIAM et al., 2013).

3.2.8 Andlises in silico

As analises virtuais de RFLP foram realizadas pelos programas Webcutter (MAAREK
et al., 1997) e Restriction Mapper (Disponivel em http://www.restrictionmapper.org/). Para
verificar se as mutacbes encontradas alteram a sequéncia de aminoécidos do peptideo foi
utilizado o programa EMBOSS: Transeq (MCWILLIAM et al., 2013). Para verificar se as
mutacdes alteram a ligacdo a fatores de transcricdo descritos em mamiferos foi utilizado o
programa JASPAR (MATHELIER et al., 2016). Para verificar se as mutacdes avaliadas
alteram a estrutura do DNA e do mRNA foi utilizado o programa M-Fold (ZUKER, 2003),
onde as estruturas avaliadas foram as que apresentaram a menor energia livre (AG). Para
avaliar as amostras com relacdo a formacdo de Quadruplexes de Guanidina foi utilizado o
programa QGRS Mapper (KIKIN; D’ANTONIO; BAGGA, 2006).

3.2.9 Andlise estatistica

Para avaliar se a populacdo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg para os loci
avaliados, foi utilizado o software Hardy-Weinberg equilibrium calculator including analysis
for ascertainment bias (RODRIGUEZ; GAUNT; DAY, 2009), que calcula as frequéncias
alélicas e genotipicas e realiza o teste do Qui-quadrado.

Para realizacdo das analises de associacdo dos gendtipos com os valores genéticos
foram utilizados 195 animais para o polimorfismo avaliado no fragmento amplificado pelo
par de primers PPARG, 185 animais para o polimorfismo -3708G/A, no gene UCP2, e 177
animais para o polimorfismo -2569G/A, também no gene UCP2.

A associacdo dos genétipos com os valores genéticos dos animais foi verificada através
de anélises de variancia com a utilizagdo do procedimento GLM do SAS®(2002). Foram
considerados os efeitos dos gendtipos sobre 0s valores genéticos das caracteristicas avaliadas
de acordo com o seguinte modelo:

Modelo: Yij = p + Gj + ejj

Em que Yj; € o valor genético do animal i para cada caracteristica avaliada; p média geral;
G;j é o efeito do gendtipo j dos polimorfismos; e;j; € o efeito aleatorio do residuo. Nos casos em
que a analise de variancia apresentou efeito significativo dos genotipo sobre o valor genético
foi realizado teste de comparacdo de médias, teste de Tukey a 5%.

A normalidade dos residuos foi avaliada pelo procedimento UNIVARIATE do SAS, que
realiza os testes de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, Cramer-von Mises, Anderson-
Darling. Foram consideradas dentro da normalidade, variaveis que foram aprovadas em pelo
menos trés dos quatro testes. Nos casos em que os residuos ndo atenderam os preceitos de
normalidade, foi realizada transformacgédo logaritmica dos dados. Caso, ainda assim, 0s
residuos ndo se encontraram dentro da normalidade, a analise de variancia foi realizada pelo
teste de Kruskal-Wallis através do procedimento NPARIWAY do SAS e as médias foram
comparas entre si pelo teste de Dunn, através do pacote dunn.test (compara¢Ges multiplas),
disponivel para o programa estatistico R.
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3.3 Andlises de expressdo génica
3.3.1 Expresséo génica em células da glandula mamaria

Para as analises de expressdo génica, foram utilizadas 50 fémeas, todas da raca Alpina
e pertencentes ao rebanho do setor de caprinocultura da Universidade Federal de Vicosa, MG.
Os animais foram criados e alimentados da mesma forma como esta descrito no topico 3.2.2.

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos gendtipos sobre a expressao génica, foram
realizadas coletas de células de descamacdo do epitélio da glandula mamaria presentes no
leite aos 35 dias pds-parto para todos os 50 animais. Posteriormente, eles foram genotipados
para os polimorfismos nos genes PPARG e UCP2 e GPAT4, como descrito anteriormente.
Para avaliar se a expressdo varia no decorrer da lactagdo, destes 50 animais, foram
selecionados 20, todos de segunda ou terceira ordem de parto. Nestes animais, foram
realizadas também coletas de células de descamacdo do epitélio da glandula mamaria
presentes no leite aos 10, 50 e 140 dias pos-parto.

Em ambos os casos, as coletas seguiram um delineamento inteiramente casualizado.
No primeiro, os genotipos foram utilizados como efeito fixo e a expressdo génica como
varidvel resposta. No segundo, os dias pés-parto foram utilizados como efeito fixo e a
expressao génica como variavel resposta.

3.3.1.1 Isolamento de descamacédo do epitélio da glandula maméria e de gordura

A partir do leite, foram isoladas células de descamacdo do epitélio da glandula
mamaria presentes no leite de acordo com protocolo descrito por SUAREZ-VEGA et al.
(2015). Durante a primeira ordenha do dia foram coletados aproximadamente 150 mL de leite
em trés tubos tipo Falcon de 50 mL, estéreis e livres de pirogénios, contendo EDTA a uma
concentracdo final de 0,05 M. Apoés a coleta, os tubos foram colocados imediatamente em
caixa de isopor com gelo e levados ao laboratdrio. As amostras foram entdo centrifugadas a
540g por 10 min a temperatura de 4°C. A camada de gordura foi removida com auxilio de
uma espatula, transferida para criotubos de 2 mL e armazenada em nitrogénio liquido para
posterior andlise do perfil de acidos graxos do leite. O sobrenadante, proveniente da
centrifugacdo, foi descartado, restando o pellet de células. O pellet dos trés tubos foi entdo
ressuspendido em 10 mL de solucdo de PBS 1X, EDTA 0,05 M. Esta solucdo de células foi
entdo transferida para um tubo tipo Falcon de 15 mL e submetida a centrifugacdo a 5409 por
10 min a temperatura de 4°C, a camada de gordura que se formou e o sobrenadante foram
descartados. Posteriormente repetiu-se esta lavagem mais uma vez e o pellet de células foi
ressuspendido em 2 mL de PBS 1X, EDTA 0,05 M e transferido para um criotubo de 2 mL.
As células foram entdo utilizadas diretamente para a extracdo de RNA (células frescas) ou
entdo armazenadas em nitrogénio para posterior realizacdo desta extracdo (células
congeladas).

3.3.1.2 Extracdo de RNA de células de descamacdo do epitélio da glandula mamaria
presentes no leite

Apbs o descongelamento das amostras em banho de gelo, o RNA total foi extraido a
partir de 1 mL de suspensdo de células somaticas do leite, com trés metodologias diferentes:
Com o kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, USA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante para suspensdo de células; com o reagente Trizol™ (Invitrogen, Life Technologies),
de acordo com as recomendacdes do fabricante para extracdo de RNA a partir de suspensdo
de células e com o reagente Brazol (LGC biotecnologia), também de acordo com as
recomendacdes do fabricante para suspensdo de células. Para células congeladas foram

21



utilizadas as trés metodologias, enquanto que para células frescas foi realizada somente a
extracdo com o kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, USA).

O mRNA obtido foi quantificado atraves do equipamento Nanodrop™ (Thermo
Scientific™) na empresa Embrapa (Embrapa - Agrobiologia, Seropédica — RJ). A integridade
do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% corado com GelRed (Biotium) e analisado em
fotodocumentador L-P1X EX (Loccus Biotecnologia).

3.3.2 Expresséao génica no tecido muscular

Como as amostras de RNA provenientes das coletas de células de descamacdo do
epitélio da glandula mamaéria presentes no leite estavam degradas, ndo foi possivel a
realizacdo das andlises subsequentes neste material. Assim, optamos por a testar os primers, ja
sintetizados, em amostras de cDNA de tecido muscular j& existentes, provenientes de outro
trabalho desta mesma equipe (GARCIA, 2017). Todos os procedimentos envolvendo o uso de
animais no trabalho de GARCIA (2017) foram aprovados pela Comisséo de Etica na Pesquisa da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/COMEP, documento n® 279/2012, referente ao caso
n° 23083.008044/2012-52.

Neste estudo, foram utilizadas 10 amostras de musculo Longissimus lumborum de
cabras mesticas Saanem e Alpina. Para cada umas das caracteristicas avaliadas, peso ao abate
(PA), peso da carcaca (PC) e forca de cisalhamento (FC), estas amostras foram divididas em
dois grupos. Os grupos foram montados de acordo com o valor das caracteristicas. Para o PA,
um dos grupos é constituido das cinco amostras de maior PA e o outro das cinco amostras de
menor PA. Para PC, um grupo consistiu das cinco amostras de maior PC e o0 outro das cinco
amostras de menor PC. Quanto a FC, um grupo consistiu de cinco amostras de maior FC e 0
outro das cinco amostras de menor FC. Cada uma das 10 amostras utilizadas representa uma
replicata bioldgica, dessa maneira, para cada caracteristica avaliada foram utilizadas cinco
replicadas bioldgicas de alto valor e cinco replicatas biol6gicas de baixo valor. Os dados
fenotipicos de PA, PC e FC também sdo provenientes do mesmo trabalho de GARCIA
(2017).

3.3.3 Desenho de primers

As sequéncias dos primers utilizados para as reacdes de PCR em tempo real foram
adquiridas de trabalhos ja publicados ou foram sintetizadas com o auxilio do programa
PrimerQuest a partir da sequéncia génica de caprinos (Tabela 5).

3.3.4 PCR em tempo real

Para as reagOes de PCR em tempo real foi utilizado o composto fluorescente SYBR
GREEN (Fast SYBR Green Master Mix, Applied Biosystems) e o aparelho Linegene 9600
(Bioer Technolgies). As reagdes foram realizadas em triplicatas técnicas, das quais foram
selecionadas as duas replicatas mais proximas. Todas as reagdes foram submetidas as mesmas
condicdes de analise, em volume de 10 pL. As variacOes de leitura decorrentes de variacéo de
volume e evaporacao foram normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX. A
expressdo relativa dos genes UCP2, PPARG e GPAT4 foi avaliada através do método 274"
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para tanto, o gene que codifica a proteina
Hydroxymethylbilane Synthase (HMBS) foi utilizado como gene de referéncia. Tanto as
temperaturas de anelamento como a sequéncia dos primers utilizados para as reacGes de
quantificacéo relativa da expressao génica estdo relacionados na Tabela 5.

As condicdes das reacBes consistiram de um passo inicial de 95°C por cinco minutos
para a desnaturagdo das fitas, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para a abertura
das fitas e de 60°C por 20 segundos para o anelamento dos primers e extenséo. A producéo da
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curva de dissociacdo foi a partir de um passo adicional que consistiu do aumento gradual da
temperatura de 60°C até 95°C.

Tabela 5. Sequéncia de bases, tamanho do fragmento amplificado e temperatura de
anelamento dos primers utilizados nas analises de gPCR.

Temperatura de

Primers - 5' para 3' Fragmento Referéncia
anelamento
PPARG
(F) TGACTTTATGGAGCCCAAGTTC 109 pb 60 °C Este trabalho
(R) GCGGTCTCCACTGAGAATAATG
UCP2
(F) GAAAGGGACATCTCCCAATGT 118 pb 60 °C Este trabalho
(R) AGGGAGGTCGTCTGTCATTA
GPAT4
(F) GAAATTGGAGCCACAGTTTACC 96 pb 60 °C Este trabalho
(R) GTAGGTCATCATCCCGTACTTG
HMBS (ZHANG et al
(F) AGCATGCCTTGGAGAGGAATG 102 pb 60 °C 2013) N
(R) CGCTTGCAGACAGCTCCAAT
EEF1A2
(F) CGACTGGCCACCTCATCTACA 106 pb 60 °C (ZHAZ\I(\)lle)e tal,

(R) CCAGGCATACTTGAAGGAGCC

Pares de primers utilizados para avaliar a expressdo dos genes PPARG (PPARG), UCP2 (UCP2), GPAT4
(GPAT4), HMBS (HMBS), EEF1A2 (EEF1A2).

3.3.5 Teste de eficiéncia

Para saber a eficiéncia de cada par de primers utilizado nas reagdes de PCR em tempo
real, foram realizados testes de eficiéncia da seguinte maneira: primeiro foi preparado um
pool com 10ul de cDNA de cada uma das amostras e este pool foi diluido em trés
concentragdes, 45ng, 15ng e 5ng (proporcgdo 9:3:1). As trés concentracdes do pool de cDNA
foram entdo utilizadas nas reacbes de PCR em tempo real com a concentracdo de 500nM de
primers, optou-se por esta concentracdo de primers pois ela foi a mesma utilizada no trabalho
de GARCIA (2017). A eficiéncia das reac6es foi calculada pelo préprio software do aparelho
utilizado (Linegene 9600, Bioer Technolgies) através da producdo de uma reta da
concentracdo de cDNA contra o Ct das amostras. De acordo com os resultados obtidos no
teste de eficiéncia optou-se por utilizar a concentracdo de 15ng de cDNA e 500nM de primers
para todas as reacgoes.

3.3.6 Estabilidade de expresséo dos genes de referéncia

Para avaliar qual ¢ o melhor gene de referéncia entre o0 HVBS e o EEF1A2 foi
utilizado o algoritmo RefFinder (XIE et al., 2012). Este software realiza as analises
separadamente com quatro metodologias ACt (SILVER et al., 2006), Bestkeeper (PFAFFL et
al., 2004), GeNorm (VANDESOMPELE et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN; JENSEN;
@RNTOFT, 2004), e indica qual o melhor gene de referéncia para a condicdo experimental
utilizada. De acordo com o software o melhor gene de referéncia a ser utiliazado € 0 EEF1A2,
porém, devido a grande diferenca existente entre os valores de Ct do gene EEF1A2 e 0s genes
alvo avaliados no trabalho, optamos por utilizar como gene de referéncia o gene HMBS.

3.3.7 Andlise estatistica

Inicialmente foi utilizado o procedimento UNIVARIATE do SAS® para avaliar a
normalidade das varidveis. Os dados de expressdo génica (expressos com 2"} nio
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obedeAcCetram as pressuposi¢cdes de normalidade e foram submetidos a transformacao inversa
1/(2")).

Para verificar a existéncia de correlacdo entre as variaveis foi utilizado o teste de
correlacdo de Pearson seguido pelo Teste T a 5% de probabilidade. Para avaliar se ocorrem
diferencas na expressdo dos genes PAARG, UCP2 e GPAT4 entre 0s grupos de maior ou
menor FC, PA e PC também foi utilizado o Teste T a 5% de significancia através do
procedimento TTEST do SAS®. Os grupos foram considerados como efeitos fixos e a
expressdo dos génica (expressa em 1/(2*“") como variavel resposta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Polimorfismos no locus PPARG

Ao realizar a eletroforese dos fragmentos amplificados pelo par de primers PPARG,
observamos a existéncia de dois fragmentos de tamanhos distintos: Um de maior tamanho,
denominado alelo A, e um de menor tamanho, denominado alelo B, como pode ser observado
na Figura 2. Também pode ser observado nas canaletas 6 e 7 desta figura, que quando 0s
alelos estdo presentes em heterozigose ocorre o surgimento de uma terceira banda, de
tamanho maior do que o fragmento de interesse, provavelmente um artefato inespecifico
produzido na reagdo de PCR, analises de sequenciamento poderdo elucidar a natureza desta
terceira banda.

600 pb ~

* "'"nd.g
500pb~AA AA

Figura 2. Gel representativo das diferencas de migracdo encontradas no fragmento
amplificado pelo par de primers PPARG, que amplifica a regido promotora e parte do éxon 1
do gene PPARG. A partir das diferencas podem ser observados trés genétipos: AA (canaletas
2 e 3), AB (canaletas 4 e 5), BB (canaletas 6 e 7). A banda mais alta observada nas canaletas 6
e 7 € um artefato da amplificacdo. Marcador de peso molecular 100 pb (Ludwig
biotecnologia), (M). Gel de poliacrilamida 5% revelado com nitrato de prata.

4 5 6 i

Na populacdo estudada, o alelo A apresentou frequéncia igual a 0,74 e o alelo B 0,26.
O gendtipo AA apresentou frequéncia de 0,54 e os gendtipos AB e BB de 0,39 e 0,07,
respectivamente. Em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, a populacdo avaliada se
encontra em equilibrio para este locus, resultado que sugere a inexisténcia de alguma forca de
selecdo que atue sobre este polimorfismo.

A partir das analises de associagdo dos genotipos encontrados com o valor genético
dos animais para caracteristicas de producdo e qualidade do leite, pode-se observar que este
polimorfismo apresenta associacdo estatistica com as caracteristicas de producdo total de leite,
producéo de gordura, producédo de proteina, producdo de extrato seco, producdo de lactose e
porcentagem de lactose. As médias mais altas estdo associadas aos gendtipos AA e AB, e as
médias mais baixas ao genotipo BB (Tabela 6). Dessa maneira, estes resultado indicam que a
selecdo de animais para o alelo A, mesmo que em heterozigose, podera favorecer a producao
total de leite bem como a producéo total de gordura, proteina, extrato seco e lactose.

Com o intuito de identificar a mutacdo responsavel por esta diferenca de migracao
observada nos géis, foi realizado sequenciamento do fragmento PPARG em cinco amostras,
trés delas portadoras do genétipo AA e duas delas portadoras do genédtipo BB. Nao foi
possivel realizar o sequenciamento do fragmento inespecifico que ocorre em animais
heterozigotos (Figura 2, canaletas 6 e 7), porém, futuras analises deste tipo poderdo auxiliar a
entender a natureza desta amplificacéo.
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Tabela 6. Associacdo dos genotipos do polimorfismo encontrado no fragmento PPARG com
o0 valor genético dos animais para caracteristicas de producdo e qualidade do leite de caprinos.

Genotipos PPARG (n=195)

Caracteristicas AA® (n=105) AB® (n=77) BBY (n=13) P-valor
Producéo de Gordura 16.7878 £ 1.0158*  16.5703 + 1.0377? 15.5791 + 0.8935° 0.0003
Producéo de Proteina 14.9193 £ 1.0333*  14.6942 + 0.9962° 13.6942 + 0.8981° 0.0002

Producéo Extrato Seco 56.4011 + 3.8420°  55.7618 + 3.7848% 52.0029 + 3.5423" 0.0006
Produgéo de Lactose 4.8317 + 1.6537° 4.6684 + 1.6173% 3.0972 + 1.5859" 0.0018
Porcentagem de Gordura 3.6272 £ 0.1433 3.6082 + 0.1638 3.6392 £ 0.1673 0.6420
Porcentagem de Proteina 3.1846 + 0.1395 3.1701 £ 0.1386 3.1797 £ 0.1693 0.7924
Porcentagem de Extrato Seco  12.0609 £ 0.2713 12.0215 £ 0.300 12.0181 £ 0.3083 0.6229
Porcentagem de Lactosef 4.3423 +0.0934"  4.3318 +0.1154" 4.2741 +0.0699° 0.0162
Duracéo da Lactagédo 261.4800 £ 9.2695  260.5516 + 9.2603 255.1168 + 10.8458 0.0711
CCS 6.6173 + 0.0336 6.6158 + 0.0316 6.6023 + 0.0307 0.2984

W Valores expressos em valor genético da caracteristica somado & média da caracteristica + desvio padréo do
valor genético da caracteristica.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Médias seguidas por letras maitsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Dunn a 5%.
fAndlise de variancia realizada pelo teste de Kruskal Wallis.

Com o sequenciamento das diferentes amostras, foi possivel identificar duas mutagdes.
Entre as duas, a mutacdo que leva a uma diferenca de tamanho entre os fragmentos
amplificados, consiste de uma delecdo de trés pares de base, “GAG”, na posi¢do 274 do
amplicon, posicdo que corresponde ao nucleotideo 56726836 da sequéncia NC_030829.1.
Nesta posi¢ao desta sequéncia, a delegdo da trinca “GAG” esta na fita reverse, mesma fita na
qual o gene PPARG esta localizado, dessa maneira, na fita forward a trinca deletada é “CTC”.
Considerando a adenina do ATG que marca o sitio de inicio de traducdo do gene PPARG
caprino (Gene ID: 100861309) como o nucleotideo +1, esta mutacdo estd localizada na
posicdo -282, regido promotora do gene, e por este motivo foi denominada de -282delGAG
(Figura 3). Também pode ser observado no alinhamento, que a sequéncia de referéncia
apresenta a delecéo de apenas uma das bases da trinca “GAG”.

NC 030829.1 CAGATACCCTTAGGAAAGTCATCCCCCTGTAAG-AGAACAGGGCTGTCTGTAGGACGTTG
-282delGAG CAGATACCCTTAGGAAAGTCATCCCCCTGTAAG---AACAGGGCTGTCTGTAGGACGTTG
—-282GAG CAGATACCCTTAGGAAAGTCATCCCCCTGTAAGGAGAACAGGGCTGTCTGTAGGACGTTG

E e b e o b o o i o b i S S i o S e S i o i E e b o o i S i e S S i i e b e i

Figura 3. Alinhamento das sequéncias da regido do fragmento PPARG onde esta localizado o
polimorfismo -282delGAG, regido promotora do gene PPARG. Sequéncia de referéncia do
gene UCP2 de caprinos (NC_030829.1). Sequéncia do alelo -282delGAG (-282delGAG).
Sequéncia do alelo -282GAG (-282GAG). Em negrito, posicdo em que ocorre 0
polimorfismo.

A diferenca de trés pares de base encontrada poderia justificar a diferenca de tamanho
observada no gel. Porém, os fragmentos de maior tamanho no gel (alelo A) sdo, na realidade,
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os fragmentos com a delecao da sequéncia “GAG”, enquanto que os fragmentos de menor
tamanho (alelo B) ndo possuem tal delegcdo. Ou seja, o fragmento de maior tamanho aparece
como uma banda mais baixa no gel, enquanto que o fragmento de tamanho menor aparece
como uma banda mais alta. Além disso, pelas condi¢Ges nas quais a eletroforese ocorreu (140
volts por trés horas) e por se tratar de um gel de poliacrilamida com concentracdo de apenas
5% (Figura 2), a distancia observada entre os dois fragmentos é relativamente grande para
uma diferenca de somente 3 pares de base. Como a mutacdo encontrada ndo é capaz de
explicar as alteraces nos padrdes migracéo no gel, foram feitas outras anélises com o intuito
entender tal incompatibilidade.

Um dos provaveis motivos para que isto tenha ocorrido pode ser a existéncia de
alguma diferenca na estrutura secundaria dos produtos de PCR. Estudos mostram que
fragmentos de mesmo tamanho com sequéncias diferentes podem apresentar padrdes de
migracdo distintos em géis de poliacrilamida (MANIATIS; JEFFREY; VAN DESANDE,
1975; MERTZ; BERG, 1974). Conforme revisado por STELLWAGEN; STELLWAGEN,
(2009), em géis deste tipo, algumas moléculas apresentam padrdo de migracdo mais lento do
que o esperado para o seu tamanho. Neste sentido, diversos trabalhos com microscopia
eletronica de fluorescéncia, birrefringéncia elétrica transiente e experimentos com analises de
dicroismo, demonstram que essas moléculas que migram mais lentamente sdo, na realidade,
moléculas que estdo dobradas ou curvadas. Este padrdo de migracdo anormal ocorre pois,
apesar de filamentos de DNA dobrados apresentam comprimento menor, eles possuem areas
transversais maiores, o que dificulta sua passagem pelos poros do gel. Além disso, moléculas
de DNA curvas também apresentam maior afinidade pela matriz o gel de poliacrilamida, o
que dificulta ainda mais sua migracdo. Futuras analises de eletroforese em géis com
capacidade de desfazer esta curvatura da molécula de DNA, como géis de poliacrilamida
desnaturantes, podem auxiliar a confirmar o papel deste polimorfismo sobre a alteracdo
observada no padréo de migracéo.

Uma vez que dobras ou curvas na molécula de DNA dupla fita sdo dependentes da
sequéncia da molécula, polimorfismos podem provocar alteraces na conformacdo dos
produtos de PCR. Neste sentido, alguns trabalhos (D’ALFONSO; RICHIARDI, 1994,
KNIGHT et al., 1999) demonstram que até mesmo transversGes sdo capazes de alterar o
padrdo de migracdo dos produtos de PCR em géis de poliacrilamida, efeitos semelhantes aos
encontrados neste trabalho.

Outra possibilidade para a ocorréncia destes padrdes anormais de migracéo, pode ser
a presenca de estruturas denominadas quadruplex de guanidina (G-quadruplex). G-
quadruplexes sd@o estruturas secundarias existentes no DNA in vivo que podem ser
estabilizadas in vitro ao submeter as sequéncias de DNA a determinadas concentracfes de
sais, como em uma reacdo de PCR. Dependendo da sequéncia de DNA, a estrutura dos G-
quadruplexes, in vitro, apresenta maior estabilidade termodinamica do que moléculas de DNA
dupla fita. (RHODES; LIPPS, 2015). A estabilizacdo destas estruturas leva a diferengas no
padrdo de migracdo dos fragmentos em géis de poliacrilamida. Embora as avalia¢fes de G-
quadruplex encontradas na literatura sejam, na sua maioria, realizadas em fragmentos
pequenos de DNA. J& existem relatos de que estas estruturas provocam diferencgas no padréo
de migracéo de produtos de PCR de 80 pb de tamanho (ZHENG et al., 2010).

Para testar esta hipdtese realizamos avalia¢@es in silico para verificar a ocorréncia de
sequéncias com potencial para formar G-quadruplexes. Com isso, observamos que no
fragmento amplificado pode ocorrer a formacdo de 2 G-quadruplexes, e o sitio de formagéo
de um deles ocorre no mesmo local da mutagédo descrita acima. No alelo -282delGAG, o local
de formac&o do G-quadruplex é alterado da posigdo -285 para a posi¢do -276 do gene caprino.
Além disso, neste alelo, 0 G-Score, também foi menor quando a estrutura mudou de posi¢édo
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(Figura 4). O valor do G-Score fornecido pelo software mede a probabilidade de ocorrer a
formagdo de um G-quadruplex estavel. Quanto maior o score maior a probabilidade de
formacéo da estrutura. Para as condicdes utilizadas nesta analise, os valores podem variar de 0
a 105, sendo que 105 é o valor dado a um G-Quadruplex candnico formado por quatro
repeticdes de seis guaninas, como exemplo:
GGGGGCGCTGCGCGCGCGECGECTGCGCGCGCGEGTGGGEGGG. O G-score encontrado neste trabalho foi
relativamente baixo, 16 para o alelo -282delGAG e 17 para o alelo -282GAG. O motivo para
isto ter ocorrido € que a formacdo de G-quadruplex com estruturas formadas por repeticdes de
apenas duas guaninas ndo € comum. Apesar disto, estas ja foram descritas em outros trabalhos
(HUPPERT; BALASUBRAMANIAN, 2005; TODD; JOHNSTON; NEIDLE, 2005). Outro
dado que corrobora a possibilidade de formacédo destas estruturas na sequéncia estudada é o
fato de que as regides promotoras, como a que estd sendo avaliada, geralmente sdo ricas em
G-Quadruplexes (HUPPERT; BALASUBRAMANIAN, 2007). Os dados acima demonstram
apenas uma predicao, in silico, da ocorréncia desta estrutura e a probabilidade de ocorréncia
dela e bastante pequena. Porém, caso ela ocorra no fragmento avaliado, existe uma peguena
possibilidade de que ela também provoque as alteraces observadas no padrdo de migracdo
das amostras.

-282delGAG
Posigdo | Comprimento QGRS G-Score
-276 26 GGCTGTCTGTAGGACGTTGGTATGGG 16
-282GAG
Posi¢do | Comprimento QGRS G-Score
-285 29 GGAGAACAGGGCTGTCTGTAGGACGTTGG 1y,

Figura 4. Analise in silico para avaliar a formacdo de G-quadruplexes entre as o alelos do
polimorfismo -282delGAG. Posicdo em que ocorre a formacdo do G-quadruplex (Posicao).
Comprimento da sequéncia que formard a estrutura o G-quadruplex (Comprimento). Valor
gue mede a probabilidade de formacdo da estrutura (G-Socre). As guaninas em negrito sao as
que irdo participar da formacdo do G-quadruplex. Em vermelho, a sequéncia GAG que sofre a
delecdo.

Além de avaliar se este polimorfismo altera a formacdo da estrutura secundéaria da
dupla fita quanto a formacéo de G-quadruplex, com o auxilio de algoritmos, também avaliou-
se se ele pode provocar alteragGes na predigdo da estrutura secundaria do DNA quando este
estd em fita simples, mesmo que a probabilidade de formacéo destas estruturas seja muito
pequena, principalmente em condicdes intracelulares. Com estes resultados, foi possivel
observar que em decorréncia desta delecdo ndo ocorrem alteracdes significativas na formacéo
destas estruturas.

Como este polimorfismo estd localizado na regido promotora, também foram
realizadas avaliagOes in silico para verificar se, em decorréncia dele, ocorrem alteracbes em
sequéncias de sitios de ligacdo para fatores de transcrigdo. Neste caso, como a quantidade de
informacgdo a respeito destes sitios de ligagdo para estes fatores em ruminantes € muito
limitada, as mutagdes foram avaliadas quanto a presencga da sequéncia de sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo que ja tenham sido descritos em mamiferos. Por este motivo, a
probabilidade de que algum destes sitios seja um sitio funcional é muito pequena, porém, caso
algum deles seja verdadeiro € possivel que em decorréncia do polimorfismo analisado possam
ocorrer alteragdes na expressao génica. Os resultados sugerem que a delecéo da trinca GAG
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resulta na perda de sitios de ligacdo para 14 fatores de transcri¢cdo. Dentre eles, o de maior
importancia para as caracteristicas avaliadas € o FOXO1, importante regulador da
sensibilidade a insulina (O-SULLIVAN et al., 2015). Os diferentes alelos desta mutagéo
também foram avaliados quanto a existéncia de enzimas de restricdo que possam diferencia-
los. Porém, das enzimas conhecidas, nenhuma pode ser utilizada para realizar esta
caracterizagéo.

Como descrito anteriormente, com o sequenciamento também foi possivel observar a
existéncia de uma segunda mutacdo no fragmento PPARG. Esta muta¢do consiste de uma
transversdo G/T na posicdo 349 deste amplicon, posicdo que corresponde ao nucleotideo
56726759 da sequéncia NC_030829.1. Nesta posi¢édo desta sequéncia, a transversdo G/T esta
na fita reverse, mesma fita na qual o gene PPARG esta localizado, dessa maneira, na fita
forward a transversdo é C/A. Considerando a adenina do ATG que marca o sitio de inicio de
traducdo do gene PPARG caprino (Gene ID: 100861309) como o nucleotideo +1, este
polimorfismo esta localizado na posi¢do -206, regido promotora do gene, e por este motivo foi
denominado de -206G/T (Figura 5). Neste caso, os fragmentos classificados como A para o
padrdo de bandas no gel apresentam uma base G (alelo -206G) enquanto que os fragmentos
classificados como B possuem uma base T (alelo -206T). Na Figura 5 também pode ser
observado que na posicdo do polimorfismo a sequéncia de referéncia apresenta uma Guanina,
assim como no alelo -206G.

NC 030829.1 GTATGGGTCCGCTGTACAAGCTGACACCACTAGAGGGTCCTTGACCATGACGTTCAGGTA
-206T GTATGGGTCCGCTGTACAAGCTGACACCACTAGAGGGTCCTTGACCATGACTTTCAGGTA
-206G GTATGGGTCCGCTGTACAAGCTGACACCACTAGAGGGTCCTTGACCATGACGTTCAGGTA

EXRE XX REEELEEXXIXEEXRLELXIREEEEFT XXX XXX XL L EEXXERXEELEXXXXEE: XXEXEXETE

Figura 5. Alinhamento das sequéncias da regido do fragmento PPARG onde esta localizado o
polimorfismo -206G/T, regido promotora do gene PPARG. Sequéncia de referéncia do gene
PPARG de caprinos (NC_030829.1). Sequéncia do alelo -206T (-206T). Sequéncia do alelo
-206G (-206G). Em negrito, posicao em que ocorre o polimorfismo.

Visto que, tanto mutacdo -282delGAG como a transversdo -206G/T estdo contidas no
fragmento PPARG. Mesmo com as avalia¢des in silico, ndo foi possivel determinar qual dos
dois polimorfismos descritos acima € responsavel pela alteracdo no padrdo de migragédo
observado no gel. Alteragdo que resulta nos alelos A e B descritos anteriormente. Isto ndo foi
possivel, pois o fragmento de banda alta no gel (alelo A) apresenta os alelos -282delGAG e
-206G. Ja o fragmento de banda baixa (alelo B) apresenta os alelos -282GAG e -206T, o que
impossibilita essa determinagéo.

Os dois alelos deste segundo polimorfismo também foram avaliados in silico quanto a
formacdo de estruturas secundarias no DNA de fita dupla e simples. De acordo com o0s
resultados, o polimorfismo ndo provoca alteracbes em sequéncias que possam formar G-
quadruplexes. No entanto, observou-se que, entre os dois alelos, ocorrem diferengas na
estrutura secundaria, predita in silico, da molécula de DNA de fita simples, como pode ser
observado na Figura 6.

Para avaliar a possibilidade de genotipagem desta mutacgéo pela técnica de PCR-RFLP,
foi realizada a busca por enzimas de restricdo que fossem capazes de diferenciar os dois alelos
existentes. Porém, das enzimas comercialmente disponiveis, nenhuma ganha ou perde sitio de
restricdo na regido polimorfica, o que impossibilita 0 uso de enzimas de restricdo para realizar
esta diferenciacéo.

Este segundo polimorfismo também esta localizado na regido promotora do gene
PPARG. Por este motivo, os diferentes alelos também foram avaliados in silico quanto a

29



diferencas relacionadas a presenca de sequéncias de sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo descritos em mamiferos, pois mesmo que a probabilidade destes sitios serem
funcionais em caprinos seja pequena, caso eles ocorram, polimorfismos que os alterem podem
provocar alteracdes na expressdo génica. Com isso, foi possivel observar que, na presenca do
alelo -206G ocorrem cinco sitios de ligacdo descritos para fatores de transcri¢do. Deste fatores
0s mais importantes para as caracteristicas avaliadas no presente trabalho sdo: o ATF1,
envolvido na resposta celular a diversos fatores externos, como fatores de crescimento,
hormonios peptidicos, neurotransmissores e até mesmo ions de céalcio (BLECKMANN et al.,
2002), MEIS3, envolvido na sobrevivéncia de células B-pancreaticas (LIU et al., 2010) e o
GMEB2 (KAUL et al., 2000) que aumenta a sensibilidade celular a glicocorticoides. Sitios de
ligacdo para outros seis fatores de transcri¢do estdo presentes apenas no alelo -206T. Dentre
eles, é importante mencionar o TCF7L2, envolvido na regulacdo da homeostase da insulina
(LIU et al., 2009b), e os fatores STAT5A, STAT3 e STAT4, mediadores importantes da
resposta celular a diversos ligantes (AKIRA, 1999).

A B

. P

206T ¢ 206G
AG = -65,57 AG = 65,29

Figura 6. Predicdo das estruturas secundarias com o menor AG formadas pelas moléculas de
DNA de fita simples do fragmento PPARG para cada um dos alelos da mutagédo -206G/T. (A)
Estrutura formada na presenga do alelo -206T. (B) Estrutura formada na presenca do alelo
-206G. A seta indica a regido em que a mutacdo esta localizada. Energia livre da estrutura
(AG).

Embora em caprinos ndo tenham sido encontrados trabalhos que descrevam
polimorfismos no gene PPARG e nem tampouco a associacdo destes com caracteristicas de
producdo, estudos em outras espécies demonstram que mutacGes neste gene podem estar
associadas ao metabolismo de lipidios. Conforme revisado por LAMRI et al. (2012), em
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humanos, existem polimorfismos neste gene gque estdo associados com o desenvolvimento de
diabetes do tipo 2 e de obesidade. Em bovinos, polimorfismos neste mesmo gene foram
associados com comprimento corporal, circunferéncia cardiaca (HUA et al. 2011), com
caracteristicas de qualidade de carcaca e com o perfil de &cidos graxos do musculo
Longissimus (LEE et al. 2016).

Como demonstrado anteriormente, o alelo A esta associado a um maior valor genético
para a producédo total de leite, de gordura, de proteina e de extrato seco. O que significa que,
os alelos que apresentaram associagdo com maiores produgdes sdo 0s que estdo contidos no
fragmento caracterizado como alelo A, -282delGAG e -206G. Na presenca do alelo
-282delGAG parte de uma sequéncia com potencial para formar um G-quadruplex é alterada.
G-quadruplexes sdo conhecidos reguladores da expressao génica, partindo de um ponto de
vista candnico, sua presenca dificulta o progresso da RNA polimerase. Helicases especificas
sd0 necessarias para desfazer estas estruturas e permitir a leitura correta da fita de DNA pelas
enzimas e fatores associados a transcricdo (RHODES; LIPPS, 2015). Além disso, a presenca
do alelo -282delGAG pode resultar na perda de um sitio de ligacéo para o fator de transcrigcdo
FOXO1, importante regulador da sensibilidade insulina, e conhecido por reprimir a expressao
do PPARG em adipocitos (ARMONI et al., 2006). Em relacdo ao alelo -206G, observou-se
que ele provoca alteragbes na estrutura secundaria da molécula de DNA de fita simples
predita in silico, alterando a posicdo de diversos hairpins, estruturas secundarias
determinantes para a regulagédo da expresséo génica. A formacédo de um hairpin pode impedir
0 acesso de fatores de transcricdo a suas sequéncias alvo ou entdo pode ser necessaria para
que fatores de transcricdo se liguem na molécula de DNA (KAUSHIK et al., 2016). A
presenca do alelo -206G também pode resultar em alteracdes de sitios de ligacdo de fatores de
transcricdo, dentre eles um de grande importancia é o ATF1, essencial para promover a
diferenciacdo de adipdcitos e para a expressdao do PPARG nestes tipos celulares (FOX et al.,
2006). Conforme discutido anteriormente, tanto probabilidade de ocorréncia destas estruturas
secundarias, bem como, a probabilidade de que os sitios de ligacdo de fatores de transcricao
sejam funcionais, sdo muito pequenas, porém, caso elas ocorram podem resultar em
modificacfes na expressdo deste gene. Sem a andlise de expressdo génica ndo é possivel
determinar se estas mutacdes levam a maior ou menor expressdo, mas vale lembrar que estes
polimorfismos estdo localizados na regido promotora, regido que tem papel importante na
regulacao da transcricdo de RNAm.

Na glandula mamaria, a expressdo do gene PPARG é essencial para a producdo de
leite. Em bovinos, BIONAZ et al. (2013) demonstram o papel central do PPARG no
metabolismo de lipidios na glandula mamaéria, e posteriormente, estudos com transcriptoma
na glandula mamaria de caprinos (SHI et al., 2016) também corroboraram este fato. Além
disso, em ratos foi demonstrado que a auséncia do gene PPARG na glandula mamaria provoca
diversas alteracBes na morfologia da glandula, entre elas estdo a reducdo no numero de
alvéolos e 0 aumento na quantidade de adipocitos. Somado a isso, nestes animais as células
epiteliais dos alvéolos sdo preenchidas com vesiculas enormes de gordura. Em ruminantes,
essa reducdo no numero de células secretoras da glandula mamaria estd diretamente
relacionada a reducdo na producdo de leite (BOUTINAUD; GUINARD-FLAMENTA;
JAMMES, 2004). Dessa forma, caso as alteragGes provocadas pelos polimorfismos descritos
acima alterem a expressdo génica, elas poderdo afetar também o metabolismo da glandula
mamaria, 0 que ira se refletir na producdo do leite e de seus componentes. Por este motivo,
pode entdo ter ocorrido a associagdo observada entre alelos e o valor genético dos animais.
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4.2 Polimorfismos no locus UCP2

Para avaliar a regido promotora do gene UCP2, foi utilizado o par de primers UCP2-
PR que amplifica uma pequena parte do éxon 1 e parte da regido promotora do gene. Quando
os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese, confirmou-se a existéncia de
uma pequena diferenca de tamanho entre as amostras, descrita anteriormente por FERREIRA
(2013). Como pode ser observado na Figura 7, a diferenca encontrada no gel é tipica de uma
diferenca de tamanho, porém, apds os sequenciamento de duas amostras que apresentam
banda alta e duas amostras que apresentam banda baixa, ndo foi encontrada nenhuma delec¢ao
ou insercdo na sequéncia. Apesar disto, identificamos uma troca de nucleotideo Gnico G/A na
posicdo 308 do fragmento amplificado, posi¢do que corresponde ao nucleotideo 51511697 da
da sequéncia NC_019472.2. Nesta posicdo desta sequéncia, a transicdo G/A esta na fita
reverse, mesma fita na qual o gene UCP2 esta localizado, dessa maneira, na fita forward a
transicdo é C/T. Considerando a adenina do ATG que marca o sitio de inicio de traducdo do
gene UCP2 de ovinos (Gene ID: 101104932) como o nucleotideo +1, este polimorfismo esta
localizado na posicéo -3708, regido promotora do gene, e por este motivo foi denominado de
-3708G/A . A comparacdo das sequéncias dos diferentes alelos com a sequéncia de ovinos
pode ser observada na Figura 8, na qual também pode-se observar que a sequéncia de ovinos
apresenta uma adenina na posi¢édo desta mutacao, assim como o alelo -3708A.

Figura 7. Gel representativo das diferencas de migracdo associadas ao polimorfismo
-3708G/A encontradas no fragmento amplificado pelo par de primers UCP2-PR, que
amplifica a regido promotora e parte do éxon 1 do gene UCP2. Gen6tipos -3708AA (canaletas
2 e 3), genotipos -3708GG (canaletas 4 e 5), gendtipo -3708AG (canaletas 6 e 7). Marcador
de peso molecular 100 pb (Ludwig biotecnologia), M. Pares de base, pb. Gel de
poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata.

As amostras que se apresentam com banda alta no gel, possuem uma adenina nas
posicdo -3708 (alelo -3708A), ja as amostras de banda baixa possuem uma guanina (alelo
-3708G). Dessa maneira, ¢ muito provavel que, assim como ocorreu no polimorfismo descrito
anteriormente no gene PPARG, esta diferenca no padrdo de migracdo das amostras no gel
esteja associada a alteracGes na conformacdo do fragmento de PCR. Como j& mencionado
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anteriormente, ha muito tempo se sabe que diferencas na sequéncia de DNA de fragmentos
com mesmo tamanho podem levar a padrbes de migracdo distintos em géis de poliacrilamida.
Essas diferencas sdo causadas por alteracdes na curvatura da molécula de DNA, pois
moléculas de DNA curvadas tem padrdo de migracdo mais lento (STELLWAGEN;
STELLWAGEN, 2009). Futuros trabalhos que estudem o efeito deste polimorfismo sobre
esta propriedade do DNA poderéo auxiliar neste entendimento.

NC 019472.2 GGTACAAAAGGGCTGACGCGGGGACCGAAGCCCGGARATGGGAGTGAAAGAAGGCGCGAA
-3708G GGTACAAGAGGGCTGACGCGGGGACCGAAGCCCGGARATGGGAGTGAAAGAAGGCGCGAA
-3708A GGTACAAAAGGGCTGACGCGGGGACCGAAGCCCGGARATGGGAGTGAAAGAAGGCGCGAA
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias da regido do fragmento UCP2-PR onde esté localizado
o polimorfismo -3708G/A, regido promotora do gene UCP2. Sequéncia de referéncia do gene
UCP2 de ovino (NC _019472.2). Sequéncia do alelo -3708G (-3708G). Sequéncia do alelo
-3708A (-3708A). Em negrito, posicdo em que ocorre 0 polimorfismo.

Como o polimorfismo -3708G/A esta localizado na regido promotora do gene, foram
realizadas avaliagOes para verificar se, em decorréncia dele, ocorrem alteragGes em sequéncias
com potencial para formarem G-quadruplexes, ou se ele provoca alteracBes na estrutura
secundéria, predita in silico, das moléculas de DNA de fita simples. De acordo com 0s
resultados, esta mutacdo ndo provoca alteracdes em nenhuma destas caracteristicas.

Devido a sua localizacdo na regido promotora, da mesma maneira como foi realizado
nas mutacGes descritas anteriormente no gene PPARG, os diferentes alelos deste
polimorfismo também foram avaliados quanto a presenca de sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo descritos em mamiferos. Com isso, observamos que na presenca do alelo -3708A
ocorrem sitios exclusivos de ligacdo para nove fatores de transcricdo entre 0s quais estdo
TCF7L2, importante na homeostase da insulina (LIU et al., 2009a) e o fator de ligacdo em
sequéncias do tipo TATA-box (TBP) (BURLEY, 1996).

Para avaliar a possibilidade de realizar a genotipagem das amostras pela técnica de
PCR-RFLP realizamos analises in silico em busca de enzimas de restricdo que fossem capazes
de diferenciar estes dois alelos. De acordo com os algoritmos utilizados a enzima Mnll
reconhece o alelo -3708G. Assim, com 0 uso desta enzima é possivel identificar o genotipo
dos animais.

Apbs a caracterizacdo do polimorfismo, a distribuicdo dos diferentes alelos e
genotipos na populagdo em estudo foi analisada. O alelo -3708A apresentou frequéncia de
0,68 e o alelo -3708G apresentou frequéncia de 0,33. O gendtipo -3708AA apresentou
frequéncia de 0,45 e os gendtipos -3708AG e -3708GG de 0,43 e 0,12, respectivamente. A
populacédo se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg para este locus, o que sugere que ndo
esteja ocorrendo pressao de sele¢do sobre determinado alelo deste locus.

Os efeitos destes genotipos sobre as caracteristicas de producéo e composicao do leite
foram avaliados através de analises de associacdo dos gendtipos com os valores genéticos dos
animais. Com esta andlise, observamos que 0 0s animais portadores do genotipo -3708GG
possuem valores geneticos superiores para porcentagem de proteina, porcentagem de gordura
e porcentagem de extrato seco (Tabela 7). Além disso, ndo ocorre efeito negativo destes
gendtipos sobre o valor genético para producdo total de leite. Dessa maneira, a selecdo de
animais para o alelo -3708G ira favorecer os teores de gordura, proteina e extrato seco sem
prejudicar a producéo de leite dos animais.

Em resumo, existem fortes evidéncias de que o polimorfismo -3708G/A apresente
associacdo com o valor genético dos animais para porcentagem de gordura, proteina e extrato
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seco no leite. Além disso, caso este polimorfismo seja realmente responsavel pela diferenca
de migracdo observada no gel, € muito provavel que ele provoque alteragdes na curvatura da
molécula de DNA. Neste sentido, um fato deve ser levado em consideracdo, este
polimorfismo esta localizado na regido promotora do gene, regido importante na regulagéo da
expressao, o que sugere que o efeito observado sobre as o valor genético dos animais para as
caracteristicas de producdo e qualidade do leite ocorra devido a alteragcBes na expressao
génica.

Tabela 7. Associacdo dos genotipos do polimorfismo -3708G/A com o valor genético dos
animais para caracteristicas de producdo e qualidade do leite de caprinos.
Genotipos -3708G/A (n=185)

Caracteristica -3708AA® (n=85)  -3708AG™ (n=81) -3708GG™ (n=22) P-valor
Produgéo Total 451.9980 + 38.9573 450.9819 + 37.8910 460.0833 + 38.6451  0.6102
Producéo de Gordura 16.6064 + 0.9852 16.5375 £ 1.0546 16.9583 £ 1.1007  0.2377
Produgao de Proteina 14.7414 £ 09262  14.7318+1.0812  15.1044+1.2317  0.2945
Produgdo Extrato Seco 56.0515 + 3.6534  55.7583+3.8984  56.7084 +4.0535  0.5802
Produgao de Lactose 4.8759 + 1.5967 4.6621 + 1.5963 47630 £1.5369  0.6923

Porcentagem de Gordura 3.5041 + 0.1248" 3.5853 + 0.1515" 3.6897 £ 0.1450*  0.0072
Porcentagem de Proteina 3.1480 + 0.1174° 3.1575 +0.1387° 3.2750 +0.1534% 0.0003
Porcentagem de Extrato Seco  11.9943 + 0.2412°  11.9836 +0.2843"  12.2298 + 0.2926°  0.0005
Porcentagem de Lactosef 4.3571 +£0.1019 4.3361 + 0.0708 4.3611 + 0.0823 0.0972
Duragdo da Lactacdo 260.0265 + 7.2456  262.8006 + 8.7510  262.6777 +8.9333  0.0744

CCST 6.6085 + 0.0312 6.6074 + 0.0302 6.6229 + 0.0340 0.0556

@ Valores expressos em valor genético da caracteristica somado a média da caracteristica + desvio padrdo do
valor genético da caracteristica.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

f/Analise de variancia realizada pelo teste de Kruskal Wallis.

Além da presenca de sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, a regido promotora
apresenta uma série de outras caracteristicas que a diferem do restante do genoma. Entre
estas, esta a curvatura da molécula de DNA. Dependendo da sequéncia de DNA, a curvatura
da molécula pode ser uma propriedade intrinseca ou entdo ela pode ser induzida por fatores
externos, como fatores de transcricdo ou outras proteinas associadas a ele (BUCKLAND,
2006). Diversas evidéncias apontam que a curvatura intrinseca da molécula de DNA afeta
diretamente a afinidade de fatores de transcri¢cdo, como por exemplo o TBP. De acordo com
PARVIN et al. (1995), quando comparada a uma molécula de DNA linear, a afinidade de
ligagdo de uma molécula de DNA naturalmente curva com o TBP é até 100 vezes maior, in
vitro. KIM; KLOOSTER; SHAPIRO (1995) demonstram que quando sequéncias curvas sao
inseridas upstream de sequéncias TATA-box, a expressdo génica aumenta em até 100 vezes.
NISHIKAWA et al. (2003), ainda observou que sequéncias de DNA curvas geralmente séo
encontradas upstream de sequéncias TATA-box. Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que, ao menos in vitro, o polimorfismo -3708G/A altera a estrutura secundéaria do
DNA. Caso isto também ocorra in vivo, é possivel que esta alteragdo estrutural provoque
alteracbes também na expressdo génica. Neste sentido, futuros trabalhos que avaliem a
associacdo deste polimorfismo com a expressdo do gene UCP2 poderdo auxiliar a elucidar
esta suposicao.
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Com o sequenciamento do fragmento UCP2-PR também foi possivel identificar a
existéncia de uma segunda mutagdo na regido promotora do gene UCP2. Esta, consiste de
uma transicdo A/G na posicdo 401 do fragmento amplificado, posicdo que corresponde ao
nucleotideo 51511604 sequéncia NC_019472.2. Nesta posi¢do desta sequéncia, a transi¢do
AJG esta na fita reverse, mesma fita na qual o gene UCP2 esta localizado, dessa maneira, na
fita forward a transi¢do é T/C. Considerando a adenina do ATG que marca o sitio de inicio de
traducdo do gene UCP2 de ovinos (Gene ID: 101104932) como o nucleotideo +1, este
polimorfismo esté localizado na posi¢do -3615, regido promotora do gene, e por este motivo
foi denominado de -3615A/G (Figura 9). Inicialmente ao identificar esta mutacéo acreditamos
que ela também estava associada com o padrdo de migracdo das amostras no gel. Mas apds o
sequenciamento de um numero maior de amostras encontramos um animal de banda alta com
esta mutacdo em heterozigose, o que invalidou esta hipotese. Como também pode ser
observado na Figura 9, a sequéncia de ovinos apresenta uma Guanina na posicdo do
polimorfismo, assim como o alelo -3615G. Também é possivel observar que na posig¢do -3603
em ovinos existe uma Timina, enquanto que em caprinos ocorre uma Citosina.

NC 019472.2 GACGACCCTGGGGCGTGGCGGCCTCTGCGGCTRAACGGGTCGCCGCCCAGTCCTCGGAGCC
-3615G GACGACCCTGGGGCGTGGCGGCCTCTGCGGCTAACGGGTCGCCGCCCAGTCCGCGGAGCC
-3615A GACGACCCTGGGGCGTGGCGGCCTCTGCGGCTAACGGGTCACCGCCCAGTCCGCGGAGCC
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias da regido do fragmento UCP2-PR onde esté localizado
o polimorfismo -3615A/G, regido promotora do gene UCP2. Sequéncia de referéncia do gene
UCP2 de ovino (NC _019472.2). Sequéncia do alelo -3615G (-3615G). Sequéncia do alelo
-3615A (-3615A). Em negrito, posicdo em que ocorre o polimorfismo. Nesta imagem também
pode ser observado um SNP que ocorre entre as sequéncias de caprinos e ovinos localizado a
3603 pb do sitio de inicio de transcri¢do da sequéncia do gene UCP2 ovino.

Como este polimorfismo esta localizado na regido promotora do gene, foram
realizadas avaliacOes para verificar se ele provoca alteracdes em sequéncias com potencial
para formarem G-quadruplexes. Também avaliamos se em decorréncia dele ocorrem
alteracdes na estrutura secundaria, predita in silico, das moléculas de DNA de fita simples. De
acordo com os resultados, esta mutacdo ndo provoca alteracbes em nenhuma destas
caracteristicas.

Com o intuito de realizar a genotipagem deste polimorfismo pela técnica de PCR-
RFLP, também avaliamos este polimorfismo quanto a existéncia de enzimas de restri¢cdo que
fossem capazes de reconhecer os diferentes alelos. De acordo com esta analise, quatro
enzimas de restricdo sdo capazes de reconhecer e clivar o fragmento na presenca do alelo
-3615A, a BstEIll, Maelll, TSP451 e HpHI. Outras trés enzimas sdo capazes de reconhecer e
clivar o alelo -3615G, a Taul, a Bisl e a Fnu4HI. Com isto, é possivel identificar os gendtipos
dos animais amostrados para este polimorfismo com o auxilio de alguma destas enzimas
através do protocolo de PCR-RFLP.

Devido a sua localizagao na regido promotora, este polimorfismo também foi avaliado
in silico quanto a presenca de sequéncias de sitios de ligagdo para fatores de transcri¢do ja
identificados em mamiferos. Nesta analise, observou-se que o gendétipo -3615A apresenta a
sequéncia de sitios de ligacdo exclusivos para onze fatores de transcrigdo, entre eles SP2, SP3
importantes reguladores da expressdo do gene UCP2 (MEDVEDEYV et al.,, 2001). Ja o
genotipo -3615G apresenta sitio de ligacdo exclusivo para apenas um fator o E2F4, envolvido
no ciclo celular (GARNEAU et al., 2009).
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Com o intuito de analisar a regido do éxon 2 do gene UCP2 caprino, um fragmento
que abrange o éxon 2 e parte do primeiro intron do gene UCP2 foi amplificado pela técnica de
PCR utilizando-se o par de primers UCP2-2. Este par de primers foi descrito anteriormente
em outro trabalho deste grupo de pesquisa (FERREIRA, 2013), juntamente com um
polimorfismo, que foi detectado por PCR-RFLP, nesta regido génica. Neste trabalho, a partir
do sequenciamento de 5 amostras, foi possivel descobrir que este polimorfismo consiste de
uma transicdo G/A na posicdo 532 do fragmento UCP2-2, posi¢do que corresponde ao
nucleotideo 952 da sequéncia do gene UCP2 de ovinos (Gene ID: 101104932). Considerando
a adenina do ATG que marca o sitio de inicio de traducdo deste gene como o nucleotideo +1,
este polimorfismo se localiza na posicdo -2569, por este motivo foi denominado de
-2569G/A. Esta mutacdo esta localizada no éxon 2 do gene UCP2, mais especificamente, na
posicdo 57 de uma pequena matriz aberta de leitura de 111pb descrita por PECQUEUR et al.,
(1999) na regido 5° UTR deste gene (Figura 10A). Esta matriz aberta de leitura codifica um
pequeno peptideo de 36 aminoacidos, apesar disto, a ocorréncia desta mutacdo ndo leva a
alteracdes na sequéncia de aminoacidos do peptideo (Figura 10B). Como também pode ser
observado no alinhamento, a sequéncia de referéncia do gene em ovinos apresenta uma
Guanina na posicdo da mutagdo, assim como no alelo -2569G. Também ocorre uma diferenca
de bases entre as sequéncias das duas espécies, a troca de uma Citosina por uma Timina na
posicdo -2998 do gene. Esta alteracdo leva também a uma diferenca no aminoacido 10 do
peptideo que em caprinos € uma Prolina e em ovinos é uma Serina.

A
NC 019472.2 ATGACCATTAGATATTTCGTCTACCAATCATTTTCTATGGARAACCARAGGGACCAGGCC
-2569G ATGACCATTAGATATTTCGTCTACCAACCATTTTCTATGGAAAACCARAGGGACCAGGCC
—-2569A ATGACCATTAGATATTTCGTCTACCAACCATTTTCTATGGAAAACCARAGGGACCAAGCC
o I
NC 019472.2 ATGATAGCCACTGGCAGCTTTGAAGAACGGGACATCTTTAGAGAAGCTTGA
-2569G ATGATAGCCACTGGCAGCTTTGAAGAACGGGACATCTTTAGAGAAGCTTGA
-2569A ATGATAGCCACTGGCAGCTTTGAAGAACGGGACATCTTTAGAGAAGCTTGA
KEXEXKEERERERKEERERERLEREERREEEXERRXEREEXREEKEREEETEEERREEEEE xR
B
-2569G MTIRYFVYQPFSMENQRDQAMIATGSFEERDIFREA
-2569A MTIRYFVYQPFSMENQRDQAMIATGSFEERDIFREA
NC_019472.2 MTIRYFVYQSFSMENQRDQAMIATGSFEERDIFREA
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias de DNA e do peptideo da regido do fragmento
UCP2-2 em que esté localizado o polimorfismo -2569G/A, regido 5’UTR do gene UCP2. (A)
Alinhamento das sequéncias polimorficas da pequena ORF localizada na regido 5° UTR do
gene UCP2. Sequéncia de referéncia do gene UCP2 de ovino (NC_019472.2). Sequéncia do
alelo -2569G (-2569G). Sequéncia do alelo -2569A (-2569A). Na imagem também pode ser
observado um SNP que ocorre entre as sequéncias de caprinos e ovinos na posicdo 923 do
gene ovino. (B) Alinhamento entre as sequéncias polimorficas do peptideo que € codificado
pela pequena ORF da regido 5° UTR do gene UCP2. Sequéncia de referéncia de ovinos
(NC_19472.2). Sequéncia do alelo -2569G (-2569G). Sequéncia do alelo -2569A (-2569A).
Na imagem também pode ser observado um alteracdo de aminodcido que ocorre entre as
sequéncias de caprinos e ovinos em decorréncia do SNP existente entre as sequéncias das
duas espécies.
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Como esta mutagao esta localizada na regido 5 UTR do gene UCP2, além de realizar
avaliacdes in silico para verificar se 0 polimorfismo pode provocar alteracbes em sequéncias
com potencial para formarem G-quadruplexes, também foi avaliado se ele pode provocar
alteracOes nas estruturas secundarias, preditas in silico, das moléculas de DNA de fita simples
e de RNA. A partir dos resultados, é possivel observar que esta troca de uma Guanina por
uma adenina altera apenas a estrutura secundéria predita para a molécula de DNA de fita
simples, essas alteracdes podem ser observadas na figura 11.

A O B O

22y
i

-2569G -2569A
AG =-72,09 kcal/mol AG = -71,54 kcal/mol

Figura 11. Predigdo das estruturas secundarias com o menor AG formadas pelas moléculas de
DNA de fita simples do fragmento UCP2-2 para cada um dos alelos da mutacéo -2569G/A.
(A) Estrutura formada na presencga do alelo -2569G. (B) Estrutura formada na presenca do
alelo -2569A (-2569A). A seta indica a regido em que a mutacdo esta localizada. Energia livre
da estrutura (AG).

A genotipagem dos animais para este polimorfismo foi realizada por meio da digestéo
dos fragmentos amplificados pelo par de primers UCP2-2 com a enzima de restricdo Haelll,
mesmo metodo utilizado por FERREIRA (2013). Com a digestdo virtual das sequéncias,
observou-se que, na presenca do alelo -2569G, a enzima Haelll corta o fragmento UCP2-2
em sete sitios de restricdo, o que resulta em oito fragmentos diferentes: 24, 11, 36, 322, 36,
107, 62 e 75 pb, relacionados aqui na ordem de corte. J& na presenca do alelo -2569A, o sitio
de corte que separa o fragmento de 107 pb do de 62 pb ndo existe, e o fragmento permanece
integro, com 169 pb. Assim, a digestdo deste alelo resulta em apenas sete fragmentos: 24, 11,
36, 322, 36, 169 e 75 pb, relacionados aqui também na ordem de corte.
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O produto da digestdo com a enzima Haelll no gel pode ser observado na Figura 12.
As bandas menores que 50 pb ndo foram mostradas e sdo iguais nos dois alelos, dessa forma,
nas amostras de homozigotos para o alelo -2569G sao visualizadas 4 bandas: 322, 107, 75 e
62 pb. No caso dos homozigotos para o alelo -2569A, aparecem trés bandas: 322, 169 e 75
pb. Nos animais heterozigotos estdo presentes todos os fragmentos relatados para o0s
homozigotos: 322, 169, 107, 75, 62 pb.

322 bp

169 bp

107 bp

75 bp

62 bp

Figura 12. Gel representativo do padrdo de bandas observado para cada um dos gendétipos do
polimorfismo -2569 G/A apos a digestdo do fragmento UCP2-2 com a enzima Haelll.
Genotipo -2569GG (canaletas 3 e 4), gendtipos -2569AA (canaletas 5 e 6), gendtipo -2569GA
(canaletas 7 e 8). Marcador de peso molecular de 50 pb (Ludwig biotecnologia), (M). Produto
de PCR néo digerido, PCR (canaleta 2). Pares de base, pb. Gel de poliacrilamida 12%
revelado com nitrato de prata.
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Posteriormente a caracterizacdo do polimorfismo avaliamos sua associacdo com o
valor genético dos animais para caracteristicas de producdo e composi¢do do leite. Na
populacéo estudada, o alelo -2569A apresentou frequéncia igual a 0,48 enquanto que o alelo
-2569G apresentou fregiiéncia igual a 0,52. O genotipo -2569AA apresentou frequéncia de
0,25 o0 genotipo -2569AG de 0,47 e 0 genotipo -2569GG de 0,28. Em relagéo ao equilibrio de
Hardy-Weinberg a populacdo avaliada também se mostrou em equilibrio, o que sugere que
ndo esta ocorrendo selecdo a favor de determinado alelo. Os testes de associacdo demonstram
que o polimorfismo avaliado no éxon 2 apresentou associacdo com o valor genético dos
animais para as caracteristicas porcentagem de gordura, porcentagem de proteina e
porcentagem de extrato seco. Para todas essas caracteristicas os animais portadores do
gendtipo alelo -2569GG apresentaram medias superiores do que os animais portadores do
genotipo -2569GA (Tabela 8). Resultados que sugerem que a selecdo para animais com o
alelo -2569G em homozigose pode levar a0 aumento nos percentuais de gordura, proteina e
extrato seco. Também foi observada associacdo deste polimorfismo com o valor genético dos
animais para porcentagem de lactose, neste caso, 0s animais portadores do gendtipo -2569AA
apresentaram médias superiores a dos animais portadores do genotipo -2569GA.

Tabela 8. Associacdo dos gendtipos encontrados para no fragmento UCP2-2 com o valor
genético dos animais para caracteristicas de producéo e qualidade do leite de caprinos.

Genotipos -2569G/A (n=177)

Caracteristica -2569GGY (n=52)  -2569GAY (n=87)  -2569AAY (n=46)  P-valor
Produgdo Total 447,1974 + 38,0506  454,9095 + 36,6361  458,9511 + 36,5934  0,2869
Produgdo de Gordura* 16,6312 + 1,1000 16,6784 + 1,0007 16,7665 + 0,9129  0,7766
Producdo de Proteina* 14,8164 £ 1,1116 14,8417 £ 0,9604 14,8860 + 0,9020 0,9202
Producéo de Extrato Seco 55,8018 + 3,7803 56,2946 + 3,5537 56,6831 + 3,5006 0,4931
Producdo de Lactose 4,5242 +1,3963 4,9256 + 1,4392 5,1677 +1,5848 0,0973
Porcentagem de Gordura 3,6402 +0,1419° 3,580 + 0,1318° 3,5941 £0,1100®  0,0366
Porcentagem de Proteina 3,2040 +0,1154% 3,1483 + 0,1224° 3,1487 +0,1301% 0,0267
Porcentagem de Extrato Seco 12,1106 # 0,2615 11,9748 £ 0,2536° 12,0296 + 0,2158®  0,0101
Porcentagem de Lactose 4,3590 + 0,0770® 4,3478 +0,0843" 4,3921 + 0,0885 0,0181
Durag#o da Lactagao 262,2580 + 9,1605  263,0744 +7,9685  261,6966 + 6,7480  0.6365
ccs 6,6057 + 0,0357 6,6117 +0,0305 6,6114 + 0,0296 0,5389

Wy/alores expressos em valor genético da caracteristica somado & média da caracteristica + desvio padrdo do valor

genético da caracteristica.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
*Variavel ndo obedeceu normalidade foi avaliada através de transformacéo logaritmica.

O polimorfismo -2569G/A esta localizado em uma pequena matriz aberta de leitura

que ocorre na regido 5° UTR do gene UCP2 (PECQUEUR et al., 2001). Embora a tradugao
deste peptideo ainda ndo foi comprovada, a partir de estudos de mutagénese nesta regido,
observou-se o forte efeito inibitdrio desta matriz aberta de leitura sobre a tradu¢do do mRNA
do gene UCP2 (HURTAUD et al., 2006), o que demonstra o importante papel regulatorio
desta regido génica. Além disso, embora seja pouco provavel que elas ocorram em condicGes
intracelulares, as alteragfes na estrutura secundaria resultantes do polimorfismo -2569G/A
preditas pelo software utilizado, sdo conhecidas pela sua capacidade de modificar a expressao
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génica (BIKARD et al., 2010; BRAZDA et al., 2011). Dessa maneira, é possivel que da
mutacédo -2569G/A resultem alteracGes na expressao ou na traducéo do gene UCP2.

Em estudo anterior com caprinos, avaliou-se a influéncia dos dois polimorfismos
previamente descritos, -3708G/A e -2569G/A, sobre o valor genético dos animais para as
caracteristicas porcentagem de gordura e producdo de gordura, porém, nenhuma associacdo
foi encontrada. De acordo com os autores, o pequeno nimero de animas utilizados no estudo,
apenas 40, pode ndo ter sido suficiente para avaliar estas associacbes (FERREIRA, 2013).
Com o presente trabalho, foram encontradas associa¢fes destes dois polimorfismos com o
valor genético dos animais para as caracteristicas de porcentagem de gordura, porcentagem de
proteina e porcentagem de extrato seco. Como o trabalho atual avaliou um nimero maior de
animais, é possivel que, assim como sugerido pelo autor, 0 nimero de animais utilizados no
trabalho de FERREIRA (2013) tenha sido realmente pequeno para avaliar estas associagdes.

A existéncia de polimorfismos no gene UCP2 tambeém foi avaliada em bovinos. Em
vacas leiteiras, um SNP na regido promotora do gene UCP2 apresenta associacdo com a idade
ao primeiro parto e com o peso destes animais (CLEMPSON et al., 2011), e um SNP no éxon
2 apresenta associacdo com conversdo alimentar e producdo de carne magra (SHERMAN et
al., 2008).

Nas células B-pancredticas a expressdao da UCP2 tem papel central na regulagdo da
secrecdo de insulina. Isto ocorre pois, 0 vazamento de prétons provocado pela UCP2 reduz a
sensibilidade destas células a glicose. Com isso, a liberagdo de insulina dependente de glicose
é reduzida e ocorre a reducdo dos niveis plasmaticos deste horménio (AFFOURTIT;
BRAND, 2008). Ja& no tecido adiposo, a expressdo da UCP2 estimula a liberacdo de
adiponectina, horménio que aumenta a sensibilidade a insulina em diversos tecidos do
organismo (CHEVILLOTTE et al., 2007). Neste ponto, alguns trabalhos apontam que, tanto a
concentracdo de proteina, como a concentracdo de gordura no leite, sofrem influéncia das
concentragdes plasmaticas de insulina (BAUMAN; GRIINARI, 2001; GRIINARI et al., 1997;
MACKLE et al., 2000). Portanto, caso os polimorfismos descritos acima alterem a expresséo
do gene UCP2, eles podem afetar a liberagdo de insulina pelas células -pancreaticas ou de
adiponectina pelos adipécitos e assim influenciar os teores de gordura e de proteina no leite.

4.3 Polimorfismos no locus LPL

A partir do par de primers LPL, foi amplificado um fragmento de 154 pares de base.
Posteriormente, com o intuito de buscar polimorfismos que estivessem no sitio de restricdo da
enzima, foi realizada a digestdo com a enzima Anza™ 57 Bpul102l (GCNAGC). De acordo
com a digestdo virtual da sequéncia, esta enzima corta este fragmento LPL em dois, um de 147
pb e outro de 7 pb. Porem, apds a amplificacdo e digestdo de 51 amostras nenhuma diferenca no
padréo de corte entre as amostras foi observada.

Uma vez que o tamanho do fragmento LPL é de apenas 154 pb e que ele amplifica apenas
uma parte do primeiro éxon do gene LPL, para realizar as analises em uma regidao maior do gene,
um novo primer foward foi desenhado. Com este novo primer, além de amplificar parte do éxon
1, também é possivel amplificar parte da regido promotora do gene. Por este motivo, o fragmento
foi denominado LPL-PR. Apds amplificacdo por PCR, os fragmentos LPL-PR de 20 amostras
foram avaliados quanto a diferengas no padrdo de migracdo em gel de poliacrilamida a 12%.
Como também ndo foi encontrada nenhuma variacdo, em busca de polimorfismos, fragmentos
LPL-PR de quatro amostras com valores genéticos contrastantes para a porcentagem de gordura
do leite foram sequenciadas. Com isto, foi possivel identificar uma transicdo C/T na posicao 388
deste fragmento, posicdo que corresponde ao nucleotideo 134 da sequéncia do gene LPL caprino
(Gene ID: 100860750). Considerando a adenina do ATG que marca o sitio de inicio de
traducdo deste gene como o nucleotideo +1, este polimorfismo esta localizado na posicédo -170,
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regido 5’ UTR, e por este motivo foi denominado -170C/T (Figura 13). Como também pode ser
observado no alinhamento a sequéncia de caprinos usada como referéncia apresenta uma Citosina
na posicao do polimorfismo, assim como no alelo -170C.

NC 030815 CATTTTCTCCTCCCCCACCTCCTCCTCCTCCGAGGARAACCTGCCGCTTCTAGCTCCCCAC
-170C CATTTTCTCCTCCCCCACCTCCTCCTCCTCCGAGGAARACCTGCCGCTTCTAGCTCCCCAC
-170T CATTTTCTCCTCCCCCACCTCCTCCTCTTCCGAGGAARACCTGCCGCTTCTAGCTCCCCAC
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Figura 13. Alinhamento das sequéncias da regido do fragmento LPL-PR onde esta localizado
0 polimorfismo -170C/T, regido 5 UTR do gene LPL. Sequéncia de caprino utilizada como
referéncia (NC_030815). Sequéncia do alelo -170C (-170C). Sequéncia do alelo -170T (-
170T). Em negrito, posi¢gdo em que ocorre o polimorfismo.

Como a mutagdo -170C/T esta localizada na regido 5° UTR do gene LPL, além de
realizar avaliagOes in silico para verificar se dela decorrem alteragbes em sequéncias com
potencial para formarem G-quadruplexes, também foi avaliado se ocorrem alteracbes nas
estruturas secundarias, preditas in silico, tanto das moléculas de DNA de fita simples como
das moléculas de RNA, porém, nenhuma alteracédo foi encontrada. Com o auxilio de algoritmos
esta mutacdo também foi avaliada quanto a existéncia de enzimas de restricdo capazes de
diferenciar os alelos encontrados. Com isso, foi possivel observar que a enzima Mboll reconhece
o0 alelo -170T e a enzima Hnil reconhece o alelo -170C. Assim, é possivel determinar o genétipo
dos animais através da técnica de PCR-RFLP. Futuros trabalhos podem avaliar a distribuicao
deste polimorfismo na populagdo e se ele apresenta alguma associagcdo com caracteristicas de
producdo e composi¢édo do leite.

4.4 Polimorfismos no locus SCD

Com o intuito de avaliar a existéncia de associagdo do polimorfismo 802 A/C, descrito
por ZHANG et al. (2010), com o valor genético dos animais para caracteristicas de producdo
e qualidade do leite. A partir do fragmento de 377 pb amplificado pelo par de primers descrito
pelos autores, foram realizadas analises in silico para avaliar a existéncia de alguma enzima
restricdo que fosse capaz de reconhecer este polimorfismo, o que possibilitaria a genotipagem
dos animais através da técnica de PCR-RFLP. A partir da digestdo virtual da sequéncia,
observou-se que, na presenca do alelo 802C, o fragmento de 377 pb é cortado pela enzima
TspRI (NNCASTGNN) na posicdo 202, o que resulta em dois fragmentos, um de 202 e outro
de 175 pb. Ja na presenca do alelo A, ndo ha corte pela enzima.

Posteriormente, 79 amostras foram amplificadas e submetidas a técnica de PCR-RFLP
com a enzima descrita acima. Porém, em nenhuma das amostras ocorreu o corte do
fragmento, o que caracteriza apenas a presenca do alelo 802A. Devido a isto, para encontrar
outras mutacdes e confirmar a auséncia da mutagdo 802 A/C por outra técnica, realizamos o
sequenciamento de bases deste fragmento em quatro animais que possuem valores genéticos
contrastantes para o teor de gordura no leite. Com isso, observamos que todos os 4 animais
eram portadores do alelo A para a mutacdo descrita acima, também n&do encontramos
nenhuma nova mutacao neste fragmento.

A partir dos resultados, podemos inferir que, ou o alelo G ndo corre na populagdo
utilizada neste estudo, ou entdo que ele esta em uma frequéncia baixa e por isso ndo foi
encontrado na amostragem realizada. De fato as ragas utilizadas neste trabalho s&o diferentes
das racas avaliadas no trabalho de ZHANG et al. (2010), que utilizou animais de trés ragas:
Xuhuai, Boer e Haimen. Nas trés, o alelo 802C foi menos frequente, com frequéncia média de
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0,1896. Caso o alelo 802C apresentasse essa frequéncia na populacdo estudada, com o
namero de animais avaliados, ele provavelmente seria encontrado, 0 que ndo ocorreu.

A regido do éxon 6 faz parte da matriz aberta de leitura do gene SCD. Sabe-se que, por
serem regiGes que participam diretamente da codificacdo do peptideo em si, estas regiGes
apresentam alto grau de conservacgéo. Por este motivo, este polimorfismo pode nao ocorrer no
populacdo utilizada neste trabalho. Analises com maior nimero de animais, podem confirmar
esta hipdtese e também avaliar se esta mutacao ocorre em animais das racas Saanem e Alpina.

4.5 O Isolamento de RNA a partir das células de descamacdo do epitelio da glandula
mamaria presentes no leite

Uma vez que o polimorfismo descrito por HE et al. (2011) no gene GPAT4 também
apresentou associagcdo com o valor genético de caprinos para o teor de gordura no leite em um
outro trabalho desta mesma equipe (BAGATOLI, 2015), buscamos avaliar se este
polimorfismo descrito no gene GPAT4 e se os polimorfismos descritos acima nos genes
PPARG e UCP2 estdo associados a alteracBes na expressdo génica, e se a expressdo destes
trés genes varia no decorrer da lactacdo em células de descamacao do epitélio da glandula
mamaria presentes no leite de caprinos. Para tanto, a partir do leite, foram realizadas coletas
de células de descamacéo do epitélio da glandula mamaria presentes no leite de acordo com a
procedimento descrito por SUAREZ-VEGA et al. (2015). Este é um método n&o invasivo de
avaliar a expressao génica neste 6rgdo que foi inicialmente descrito por BOUTINAUD et al.
(2002). Posteriormente, diversos trabalhos demonstraram que a expressdo génica nessas
células é semelhante com a expressdo génica em bidpsias da glandula mamaria, e que
portanto, este método pode ser utilizado como forma de avaliar a expressdo de genes neste
6rgdo (BOUTINAUD; JAMMES, 2002; MURA et al., 2013; TORAL et al., 2016). Além
disso, CANOVAS et al. (2015) avaliaram a semelhanca do transcriptoma de bidpsias da
glandula mamaria com diversas metodologias de isolamento destas células e observaram que
a metodologia descrita por BOUTINAUD et al. (2002) é a mais representativa do
transcriptoma deste 6rgdo. Além de ser mais simples e ndo invasiva, esta metodologia tem um
custo menor para realizacdo das coletas, e por este motivo ela foi selecionada para a
realizacdo dos estudos de expressao génica neste trabalho.

Anteriormente a realizacdo das coletas para o experimento, foi executado um teste
deste procedimento com trés amostras de animais do setor de caprinocultura da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Neste teste, ap6s a coleta e o0 isolamento das células de
descamacdo do epitélio da glandula mamaria presentes no leite, as amostras ndo foram
congeladas e foram imediatamente utilizadas para o isolamento de RNA com o kit PureLink®
RNA Mini Kit (Ambion, USA). O procedimento funcionou de maneira adequada e foi
possivel isolar com sucesso RNA de boa qualidade. A imagem do gel utilizado para verificar
a integridade do RNA destas amostras pode ser observada na Figura 14A. Posteriormente ao
teste, procedeu-se a coleta das amostras de animais provenientes do setor de caprinocultura da
Universidade Federal de Vigosa. Com a utilizacdo do mesmo procedimento foram realizadas
coletas entre setembro de 2016 e fevereiro de 2017, com uma adaptacdo. Como as células ndo
seriam utilizadas imediatamente para o isolamento de RNA, os pellets de células foram
ressuspendidos em solucdo de PBS 1x-EDTA 0,05M e armazenados em nitrogénio liquido até
0 momento das analises, setembro de 2017. Ao proceder o isolamento de RNA destas
amostras com o kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, USA), observou-se que as amostras
apresentavam alto grau de degradacdo e que, ocorreu também, contaminacdo das amostras
com grande quantidade de DNA (Figura 14B).
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Figura 14. Imagem dos géis de amostras de RNA de células de descamagdo do epitélio da
glandula mamaria presentes no leite isoladas com o uso do PureLink® RNA Mini Kit
(Ambion, USA). (A) amostras de RNA provenientes de extracdo de RNA realizada a partir de
células recém coletadas sem congelamento (frescas). Marcador de peso molecular de 100 pb,
Ludwig biotecnologia (canaleta 1) (B) amostras de RNA provenientes de extracdo de RNA
realizada a partir de células congeladas e armazenadas por aproximadamente 1 ano (células
congeladas). Marcador de peso molecular de 100 pb, Ludwig biotecnologia (canaleta 1). Gel
de agarose 1%, corado com GelRed (Biotium).

Devido ao fato de que estava ocorrendo contaminacdo das amostras com grandes
quantidades de DNA, acreditamos que o protocolo que havia uma vez funcionado para células
frescas poderia ndo estar funcionando adequadamente quando utilizado para células
congeladas. Por este motivo procedemos a extracdo com o reagente Brazol® (LGC
Botecnologia). A partir deste procedimento observou-se também alto grau de degradacéo das
amostras e novamente a contaminagdo das mesmas com grande quantidade de DNA, como
pode ser observado na Figura 15A. Posteriormente, também realizamos a tentativa de
extragdo com reagente TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Life Technologies), porém, com este
procedimento também observamos alto grau de degradacdo das amostras, apesar da menor
quantidade de DNA, como pode ser observado na Figura 15B. Como um dos requisitos para a
realizacdo da andlise de expressdo génica é a integridade do RNA, devido a degradacéo do
RNA das amostras ndo foi possivel realizar a analise de expressao génica.

Como a partir da extracdo de RNA de células frescas foi possivel extrair RNA integro,
um dos provaveis motivos da degradacdo € a metodologia de armazenamento. Anteriormente
ao congelamento, o pellet de células foi ressuspendido em uma solucéo de PBS-EDTA, assim
como no trabalho de TUDISCO et al., (2014). Esses autores, no entanto, suplementaram a
solugéo de PBS-EDTA com dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1% para a inativacao de RNAses,
e posteriormente armazenaram as amostras a -80°C. Outros autores também utilizam nos
passos do isolamento das células solugbes de PBS-BSA ou PBS-EDTA que ndo contenham
DEPC (BOUTINAUD et al., 2002; SUAREZ-VEGA et al., 2015; WICKRAMASINGHE et
al., 2012), porém em todos estes casos 0 pellet de células foi resuspendido em Trizol e
utilizado imediatamente para a extracdo de RNA. Apesar das amostras deste experimento
terem sido armazenadas em nitrogénio liquido, considerado o melhor método de
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armazenamento de material bioldgico, pode ser que o armazenamento em solucdo de PBS-
EDTA, sem o DEPC, néo tenha impedido a degradacdo do RNA e por este motivo néo foi
possivel realizar o isolamento de RNA integro.

Figura 15. Imagem dos géis de amostras de RNA isoladas a partir de células de descamacéo
do epitélio da glandula mamaria presentes no leite congeladas e armazenadas por
aproximadamente 1 ano (células congeladas). (A) extracdo realizada com o reagente Brazol
(LGC Biotecnologia). Marcador de peso molecular de 100 pb, Ludwig biotecnologia (canaleta
1) (B) extragdo realizada com o reagente Trizol™ (Invitrogen, Life Technologies). Marcador
de peso molecular de 100 pb, Ludwig biotecnologia (canaleta 1). Gel de agarose 1%, corado
com GelRed (Biotium).

Neste caso da degradacdo das amostras, um outro fator que deve ser levado em
consideracdo € o processo de descongelamento. Com o descongelamento, a temperatura das
amostras aumenta consideravelmente e com isso pode ocorrer o aumento da atividade de
RNAses que irdo degradar o RNA. Porém, um dado importante vai contra esta teoria. No
trabalho de CIESLAK et al. (2015), os autores utilizaram amostras de leite congeladas em
nitrogénio liquido dentro de tubos de 15 mL, volume bem superior ao da solucdo de células
utilizadas no presente trabalho. Ao descongelar estas amostras 0s autores ainda foram capazes
de isolar RNA de boa qualidade o que demonstra que, embora possa haver degradacdo
durante o processo de descongelamento sua intensidade néo € tdo grande a ponto de degradar
completamente 0 RNA das amostras.

Um terceiro ponto a ser levado em consideracdo ¢ a metodologia utilizada para o
isolamento do RNA. No trabalho de TUDISCO et al. (2014), os autores utilizaram células
congeladas em solugcdo de PBS-EDTA-DEPC, e para o isolamento do RNA utilizaram o kit
RNeasy Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). No presente trabalho foram utilizadas trés
metodologias de extracdo, o kit PureLink® RNA Mini Kit (Ambion, USA) e o0s reagentes
Brazol (LGC Biotecnologia) e Trizol™ (Invitrogen, Life Technologies). Porém, com todas as
metodologias obteve-se apenas RNA degradado. Dessa maneira, tendo em vista que
utilizamos trés metodologias diferentes, dentre as quais estd uma metodologia que utiliza
coluna (PureLink® RNA Mini Kit), semelhante a utilizada pelos autores supracitados, é
pouco provavel que a degradacdo do RNA seja proveniente da metodologia extracéo.

Portanto, em vista dos dados apresentados acima, € possivel que a degradacdo do RNA
tenha ocorrido devido a metodologia utilizada para o armazenamento das amostras. A grande
maioria dos trabalhos disponiveis na literatura relata que a extracdo do RNA foi realizada
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imediatamente ap0s o isolamento das células do leite. No presente trabalho, apesar das
amostras terem sido armazenadas em nitrogénio liquido, é possivel que devido a falta de uma
solucdo estabilizante de RNA na solugcdo de armazenamento, tenha ocorrido a degradacéo.
Em vista disto, nos casos em que seja necessario armazenar amostras deste tipo é importante
utilizar solucdes que estabilizem a molécula de RNA ou que inibam a acdo de RNAses como
solucdes suplementadas com DEPC 0,1% ou entdo em reagentes como o Trizol™ (Invitrogen,
Life Technologies).

4.6 Expressao génica no muasculo Longissimus lumborum

Como ndo foi possivel realizar as andlises de expressdo génica nas células de
descamacéo do epitélio da glandula mamaria presentes no leite devido a degradacdo do RNA
das amostras coletadas neste trabalho, optamos por utilizar os primers, ja sintetizados, para
avaliar a expressao dos genes PPARG, UCP2, e GPAT4 em amostras de cDNA provenientes
do trabalho de GARCIA (2017). Estas amostras consistem de cDNA do musculo longissimus
lumborum de caprinos machos das racas Saanem e Alpina abatidos com aproximadamente
150 dias de idade. Como no trabalho de GARCIA (2017), também foram coletados dados
fenotipicos de peso ao abate (PA), peso de carcaca (PC) e forca de cisalhamento (FC),
também foi possivel aproveitar estes dados e avaliar se a expressao dos trés genes apresentam
alguma correlacdo com estas caracteristicas.

4.6.1 Eficiéncia do primers utilizados

Para avaliar se as condic¢Oes utilizadas possibilitam o funcionamento adequado das
reacOes de PCR em tempo real, foram realizados testes de eficiéncia para cada par de primers.
A eficiéncia da reacédo foi avaliada através da inclinacdo da reta de uma equacdo de regressao
da concentracdo de cDNA versus o Ct das amostras. Em uma reacdo ideal, o valor da
inclinacdo é o mais proximo de -3,32, que corresponde a 100% de eficiéncia. A confiabilidade
do resultado pode ser avaliada através do coeficiente de determinagdo (R?), que deve
apresentar o valor proximo de 1.

Os valores de eficiéncia das reacOes, de inclinacdo das retas e os coeficientes de
correlacdo, para cada um dos pares de primers utilizados, podem observados na Tabela 9. De
acordo com 0 boletim  técnico da  empresa  Applied Biosystems,
(https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/gpcr-education/pcr-
understanding-ct-application-note.html), esses valores estdo dentro do limite considerado
adequado para a para reacdes de PCR quantitativo (QPCR). De acordo com o este boletim, a
eficiéncia pode variar de 90 a 110% e o coeficiente de correlagdo deve ser proximo a 1. A
eficiéncia mais distante de 100% obtida foi a do par de primers GPAT4, que apresentou
eficiéncia de 106,28.

Tabela 9. Tabela com a eficiéncia de cada um dos pares de primers utilizados nas reacGes de
PCR em tempo real.

Gene Slope R® Eficiéncia
PPARG 3,421 0,998 96,02

UCP2 3,269 0,998 102,26
GPAT4 3,180 1,00 106,28
EEF1A2 3,222 0,998 104,35
HMBS 3,253 0,997 103,09

Inclinacdo da reta (Slope).
Coeficiente de determinagéo (R?).
Eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real (Eficiéncia).
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4.6.2 Avaliacdo da especificidade das reacdes e Ct medio

Além da avaliacdo da eficiéncia da reacdo, para avaliagdo da expressdo génica por
PCR em tempo real, também € importante que ocorra a amplificacdo de um fragmento Gnico.
Esta avaliacdo é realizada através da curva de dissociacdo (curva de melting) que deve
apresentar pico Unico, demonstrando a amplificacdo de apenas um fragmento de PCR
(BUSTIN et al., 2009). Os resultados da curva de dissociacdo das reagcdes com os trés pares de
primers utilizados para amplificar os genes alvo (PPARG, UCP2 e GPAT4), e dos pares de
primers utilizados para amplificar os genes de referéncia utilizados, podem ser observados na
Figura 16. Os resultados demonstram que para todos os genes as reacGes foram especificas e
ocorreu a amplificacdo de apenas um fragmento de PCR.

Outro valor importante a ser avaliado é a faixa de Ct na qual 0s genes sdo expressos. A
partir dos resultados das reagdes de PCR em tempo real realizadas na 10 amostras utilizadas
neste experimento, foi possivel obter a média do valor de Ct (+ desvio padrdo) para cada um
dos genes avaliados, esses valores podem ser observados na Figura 16F.

4.6.3 Genes de referéncia

Como as amostras utilizadas neste experimento foram as mesmas utilizadas por
GARCIA (2017), e este autor avaliou a estabilidade de trés genes de referéncia (EEF1A2,
HMBS e GAPDH) selecionamos para este experimento 0s dois genes que apresentaram
melhor estabilidade no trabalho deste autor. Posteriormente, para selecionar entre os dois qual
seria 0 melhor gene de referéncia, foi utilizado o programa RefFinder (XIE et al., 2012). Este
algoritmo avalia qual o melhor controle enddgeno a partir de outros quatro algoritmos: ACt
(SILVER et al., 2006), Bestkeeper (PFAFFL et al., 2004), GeNorm (VANDESOMPELE et
al., 2002), NormFinder (ANDERSEN; JENSEN; @RNTOFT, 2004). A partir destas
avaliaces, o programa elenca qual dos genes analisados € o mais estavel e, portanto, o
melhor gene de referéncia para as condi¢es experimentais. Com base nestas avaliagdes o
programa RefFinder elencou o gene EEF1A2 como o melhor gene de referéncia entre os dois
avaliados. Dos quatro softwares que o RefFinder utiliza, trés deles selecionaram o EEF1A2, o
Delta Ct, o Best Keeper e o0 NormFinder, enquanto que o GenNorm nédo encontrou diferenca
entre os dois genes e selecionou os dois (Tabela 10). Porém, as diferencas entre os valores de
Ct obtidos entre o gene HMBS e 0s genes alvo avaliados no trabalho foi muito grande (Figura
16F). Diferencas grandes entre os valores de Cts do gene de referencia e dos genes alvo
podem levar a resultados viesados (TURABELIDZE; GUO; DIPIETRO, 2010), por este
motivo, neste trabalho, optamos por utilizar o gene HMBS, e ndo o gene EEF1A2, como gene
de referéncia.

Tabela 10. Tabela do ranking do melhor gene de referéncia gerado pelo algoritmo RefFinder
a partir das analises realizadas pelos programas Delta CT, BestKeeper, Normfinder, Genorm.

Ordem de Ranqueamento (Melhor - Bom - Médio)

Método 1 2
Delta CT EEF1A2 HMBS
BestKeeper EEF1A2 HMBS
Normfinder EEF1A2 HMBS
Genorm HMBS | EEF1A2
Ranqueamento recomendado EEF1A2 HMBS
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Figura 16. Curvas de dissociacdo dos fragmentos amplificados por PCR em tempo real para
analise de expressdo génica em mausculo Longissimus lumborum e média do valor de Ct
obtido para cada um dos genes avaliados. PPARG (A), UCP2 (B), GPAT4 (C), EEF1 (D),
HMBS (E), média do valor de Ct (+ desvio padrdo) obtida a partir das reacdes de PCR em

tempo real das 10 amostras utilizadas neste experimento para cada gene (F).
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4.6.4 Correlacdo da expressdo génica com as caracteristicas fenotipicas avaliadas

Atraveés de analise de correlacdo de Pearson seguida pelo teste T-student, foi possivel
avaliar se a expressao dos genes PPARG, UCP2 e GPAT4 estavam correlacionadas entre si ou
com alguma das variaveis fenotipicas avaliadas: peso ao abate (PA), peso de carcaga (PC) e
forca de cisalhamento (FC). Os resultados desta andlise estdo disponiveis na Tabela 11.

A expressédo do gene PPARG apresentou correlacdo positiva com a expresséo do gene
GPATA4. Isso significa, que 0 aumento na expressao de algum destes dois genes pode levar ao
aumento na expressdo do outro. E muito provavel que esta correlagio positiva ocorra devido
ao papel do fator de transcri¢do codificado pelo gene PPARG, o PPAR-y, tenha sobre o gene
GPAT4. Atualmente sabe-se que o tratamento de células epiteliais da glandula mamaéria de
bovinos com agonistas do PPAR-y provoca o aumento na expressdo do gene GPAT4
(KADEGOWDA et al., 2009) e que, em células epiteliais da glandula mamaéria de caprinos,
superexpressdo do gene PPARG provoca o aumento na expressao do gene GPAT4 (SHI et al.,
2014). De acordo com os dois autores supracitados, o provavel motivo destes resultados é o
fato de que o gene GPAT4 é um possivel alvo do gene PPAR-y nestes tipos celulares. A
correlagéo positiva entre a expressdo destes dois genes observada neste trabalho sugere que a
no tecido muscular o gene GPAT4 também seja um gene alvo do PPAR-y. Futuros trabalhos
que avaliem o efeito do tratamento de células do tecido muscular com agonistas do PPAR-y
sobre a expressdo do gene GPAT4 poderdo auxiliar neste entendimento.

Tabela 11. Correlacdo de Pearson entre a expressdo dos genes 1/(2*“") PPARG,UCP2 e
GPAT4 entre si e com as varidveis peso ao abate (PA), peso da carcaca (PC) e forca de
cisalhamento (FC).

Caracteristicas Correlacgdes P-valor
PA-PPARG -0,15196 0,6752
PA-UCP2 0,07329 0,8405
PA-GPAT4 -0,31354 0,3777
PC-PPARG -0,02361 0,9484
PC-UCP2 0,20223 0,5753
PC-GPAT4 -0,16972 0,6392
FC-PPARG -0,48533 0,1550
FC-UCP2 -0,22182 0,5379
FC-GPAT4 -0,30507 0,3914
PPARG-UCP2 0,01612 0,9647
PPARG-GPAT4* 0,79278 0,0062
UCP2-GPAT4 0,24621 0,5712

*Correlagdes com P>0,05.

4.6.5 Expressdo génica entre os grupos formados para cada uma das caracteristicas
avaliadas (FC, PAe PC)

Para avaliar se diferencas nas caracteristicas FC, PA e PC estdo associadas a expressao
genes PPARG, UCP2 e GPAT4, através do teste T, foi observado se ocorrem diferengas na
expressao entre os diferentes grupamentos realizados para cada uma das caracteristicas. Por
exemplo, entre animais de maior peso e animais de menor peso. Na Tabela 12 podem ser
observadas as médias e desvios padrdo da expressdo génica entre esses diferentes grupos de
cada uma das caracteristicas avaliadas. Com isso, & possivel observar que ndo ocorrem
diferencas na expressdo génica entre 0S grupos.
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Tabela 12. Médias e desvio padrdo da expressdo génica 1/(2*“") entre os diferentes grupos,
para cada uma das caracteristicas avaliadas, FC, PA e PC.

Forca de Cisalhamento Maior® (n = 5) Menor®) (n = 5) P-valor
PPARG 2,4144 +1,6320 1,6076 + 1,1505 0,3927
UCP2 2,8773 +1,6373 2,7398 + 2,3714 0,9176
GPATA4 0,9569 + 0,4494 0,8038 + 0,3550 0,5665
Peso ao Abate Maior® (n = 5) Menor® (n = 5) P-valor
PPARG 2,4063 + 1,8165 1,6157 +£ 00,8388 0,4027
UCP2 3,0282 + 2,1950 2,5889 + 11,8377 0,7404
GPATA4 1,0013 £ 0,3191 0,7594 + 0,4519 0,3568
Peso da Carcaca Maior® (n = 5) Menor® (n = 5) P-valor
PPARG 2,2919 +1,7639 1,7301 £ 11,0418 0,5567
UCP2 2,8057 + 2,2592 2,8113 +1,7922 0,9967
GPAT4 1,0354 = 0,3629 0,7253 + 0,3883 0,2283

Wv/alores da expresséo génica, expressos em 1/(22Y).

49



5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram identificados novos polimorfismos nos genes LPL, UCP2 e
PPARG, mas ndo foram encontrados polimorfismos no regido avaliada do gene SCD.

Na regido promotora do gene PPARG foram identificados dois polimorfismos,
-282delGAG e -206G/T, porém, ndo foi possivel identificar qual deles é responsavel pela
diferenca de migracdo observada no fragmento amplificado com o par de primers PPARG. O
polimorfismo responsavel por esta diferenca apresenta associagdo com o valor genético dos
animais para as caracteristicas de producdo total de leite, producdo de gordura, producéo de
proteina, producao de extrato seco, producdo de lactose e porcentagem de lactose.

Dos polimorfismos avaliados no locus UCP2, tanto o polimorfismo -3708G/A,
identificado pela diferenca de migracdo observada no fragmento UCP2-PR, como o
polimorfismo -2569G/A, identificado através da digestdo do fragmento amplificado pelo par
de primers UCP2-2 com a enzima de restricdo Haelll, apresentam associagdo com o valor
genético dos animais para as caracteristicas porcentagem de proteina, porcentagem de gordura
e porcentagem extrato seco. Além disso, o polimorfismo -2569G/A também apresenta
associacdo com o valor genético dos animais para porcentagem de lactose.

A metodologia utilizada para coleta e armazenamento de células de descamacao do
epitélio da glandula mamaria presentes no leite ndo € adequada para posteriores analises de
expressao génica.

No mausculo longisimus lumborum de caprinos existe correlacdo positiva entre a
expressdo dos genes PPARG e GPAT4, o que sugere que o gene GPAT4 é um gene alvo do
PPARG-y neste tecido.
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