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“S6 existem dois dias no ano em que nada pode ser feito
Um se chama “"ONTEM”
E o outro “AMANHA",
Portanto “HOJE" é o dia certo para amar,
Acreditar, fazer e principalmente viver”

Dalai Lama
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Resumo

PIT-1 tem sido identificado como um fator transcricional pituitério-
especifico que regula a expressdo dos genes do hormdnio do crescimento
(GH) e da prolactina (PRL) na adeno-hipofise (genes relacionados com
caracteristicas de importancia econdmica), dai o interesse no estudo deste
gene no presente trabalho, que teve o objetivo de verificar sua associagdo com
caracteristicas quantitativas (QTLs) como a produgdo leiteira ¢ duracdo da
lactagdo em animais 5/8 da raga Girolando. As freqiiéncias genotipicas obtidas
(7,55% para o genotipo AA, 27,36% para AB e 65,10% para BB) foram
semelhantes as de. Renaville et al.(1997), porém ndo houve correlacao do
polimorfismo HinfI-PIT-1 com duragio de lactagio ou com a produgdo leiteira
média dos animais, surgindo a idéia de continuidade deste estudo buscando

analisar a agdo independente de cada alelo com as mesmas caracteristicas.

Palavras-chave: QTL, PIT-1, Polimorfismo, Girolando.



1-Introducao

Estudos sobre nutricio humana na primeira metade do século 20
apontavam os produtos de origem animal como completos, versateis ¢ saudaveis
para os seres humanos, portanto importantes para a saude. O leite, em especial,
parecia ocupar uma posi¢do singular entre os varios alimentos por ser 0 unico
durante a primeira parte do desenvolvimento da vida dos mamiferos. Assim, o
leite contém tudo que o organismo jovem necessita para o crescimento €
desenvolvimento, incluindo, em particular, suficiente concentragdo de proteinas
e minerais. Historicamente na cultura ocidental e em muitas outras culturas, o
leite e os produtos lacteos tém sido considerados parte importante de uma dieta
balanceada, também para os adultos, por conterem todos os nutrientes
importantes para sua nutrigdo. O leite ¢ os produtos lacteos suprem exigéncias
de alguns nutrientes que seriam dificeis de serem atendidas de outra forma
(Madalena ef al., 2001).

O grande objetivo da produgdo agropecudria ¢ o de satisfazer
necessidades humanas. Entretanto, no caso do leite, a produgdo, industrializagdo
e comercializa¢do deste produto e seus derivados, geram atividades economicas,
cabendo entio maximizar a eficiéncia de utilizagdo dos recursos disponiveis

para gerar riqueza ou lucro, bem como empregos. Assim, a cadeia do leite deve



objetivar aspectos nutricionais, econdmicos, sociais ¢ ambientais (Madalena ef
al., 2001).

Nas préximas décadas, o conhecimento sobre o controle genético de
caracteristicas economicamente viaveis (ex. produgdo leiteira) ira aumentar
drasticamente, possibilitando a complementagdo dos métodos tradicionais de
melhoramento, visando ganhos genéticos adicionais. Para tal, ha a necessidade
de otimizar a integragdo entre a genetica molecular e quantitativa no
melhoramento animal.

As técnicas em biologia molecular propiciardo uma redugdo de custos ao
produtor, pois a sele¢do podera ser feita no inicio da vida, o que possibilitara a
tomada de decisdes quanto a finalidade do animal, ou seja, a sua permanéncia ou
ndo no rebanho, bem como determinar o possivel cruzamento que levara ao
ganho genético, ndo sendo necessdrio esperar este animal atingir a idade adulta
para conhecer sua eficiéncia produtiva. Esta ferramenta para o melhoramento
genético podera ser aplicada a todos 0s animais, independente do sexo, sendo de
suma importancia sua utilizagdo em touros, pois sdo estes os responsaveis pela
disseminacdo genética, influenciando diretamente no aperfeicoamento  do
rebanho.

Ha uma eclevada variacdo da producdo de leite entre vacas mesticas
(mesmo entre vacas com graus de sangue, manejo ¢ alimenta¢do igual) e, 1sto
acaba por reduzir a media do rebanho, causando ineficiéncia do sistema de
produgdo. Uma agéo contra isto seria realizagdo de pesquisas , como a utilizagdo
de marcadores moleculares da cascata do horménio do crescimento (GH), que
objetivem reduzir a variéncia da produgdo, bem como estimular a terceiriza¢do

para a criagdo e comercializagdo de F1.
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2-Objetivo

Correlacionar o polimorfismo do gene PIT-1 com a produgdo média

leiteira e com a duragdo da lactagio em bovinos 3/¢ da raga Girolando.



3- Revisio Bibliografica

3.1-Producgao Leiteira

O Brasil é um dos maiores produtores de leite do mundo, ocupando o
sexto lugar. A produg¢do nacional (21 bilhdes L./ano) € praticamente o dobro da
produgdo da Nova Zelandia e mais do que o dobro da produgdo da Argentina,
que sdo paises considerados referéncias na produ¢ido mundial (Gomes, 2001).

A produgdo de leite no Brasil vem crescendo a taxas significativas,
superiores as taxas de crescimento da demanda, embora o abastecimento interno
ainda ndo seja atendido pela producdo doméstica. Isto taz prever a possibilidade
de o Pais alcancar, em breve, sua auto-suficiéncia (Gomes, 2001).

Tanto sob a otica social quanto econdmica, a cadeia agro-industrial do
leite caracteriza-se como uma das mais importantes no agronegocio brasileiro e
esta presente em todo territorio nacional, desempenhando um papel relevante no
suprimento de alimentos, na gera¢do de emprego e de renda para a populagéo,
considerando as suas caracteristicas de ocupacdo e de uso de extensas areas de
terra € empregadora de grandes contingentes de mdo de obra (Gomes, 2001).

De todas as cadeias produtivas do setor agropecuério, a que mais se

transformou, nos ultimos anos, foi a do leite. Apos meio século de poucas



mudangas, em grande parte explicadas pela forte intervengdo do governo no
mercado de lacteos, a cadeia produtiva do leite comega, no inicio dos anos 90, a
experimentar profundas transformagdes em todos os seus segmentos. da
produgdo ao consumo (Gomes, 2001).

Os tragos econdmicos mais importantes de gado leiteiro sdo determinados
por efeitos da nutricdo, meio ambiente, além de fatores genéticos (Parmentier,
1999).

A atual situagdo econdmica da produgdo de leite exige que os produtores
operem com maxima eficiéncia, para manter a rentabilidade da atividade. Assim
sendo, elevado nivel de produgdo de leite ¢ alta eficiéncia reprodutiva devem ser
sempre metas dos criadores para alcangarem alta produtividade e retorno
econdmico. Assim, otimizar a eficiéncia reprodutiva seria um dos principais
fatores que contribuem para melhorar a performance e lucratividade dos
rebanhos (Vasconcelos, 2001).

A unidio das técnicas de melhoramento classico com a Genética Molecular
surge com o intuito final de produzir ndo somente em maior quantidade para
suprir as necessidades desta crescente populagdo, mas também como forma de
melhoria na qualidade desses produtos no mercado (Franco, 2002).

Vacas geneticamente melhoradas, inerentemente sdo capazes de produzir
maiores quantidades de leite com maior eficiéncia que vacas sem uma melhora
genética. Os atuais niveis de produgdo leiteira sdo obviamente influenciados
fortemente pela alimentagdo e diversos fatores do ambiente. Mas, se todas as
vacas pastarem juntas, as vacas melhoradas geneticamente vao normalmente
produzir mais leite que as ndo melhoradas, ndao importando se forem melhor ou
pior alimentadas (Holmes, 1984).

Independente do ganho genético obtido ao longo dos anos nas populagoes
de gado de leite, o uso da genética molecular pode acelerar este processo. As
caracteristicas que mais serdo beneficiadas sdo aquelas de baixa herdabilidade,

como as caracteristicas reprodutivas ¢ também, aquelas nas quais ndo exista



nenhum programa bem estabelecido de coleta de informagoes (por €X. qualidade
dos produtos, eficiéncia alimentar.) (Faria, 2001).

Atualmente, o desenvolvimento tecnologico de computadores e
programas estatisticos, aliados a técnicas de biologia molecular, permite
aumentar, com mais eficiéncia, ganhos genéticos em rebanhos (Biase, 2003).

Apesar da genética molecular ser considerada um campo restrito as
pesquisas quantitativas, estudos estatisticos ja consideram a possibilidade de
adicionar Joci nucleares ou mitocondriais na avaliagdo genética de rebanhos.
Paralelamente, pesquisas sdo destinadas a identificar /oci polimérficos ¢ a
representatividade de alguns alelos no desenvolvimento de caracteristicas
desejaveis em um programa de selegdo (Biase, 2003).

As técnicas da Genética Molecular auxiliam com grande potencial as
técnicas classicas de melhoramento (selegdo assistida por marcadores),
permitindo com isso a identificagdo mais rapida e eficiente de animais
superiores (Franco, 2002).

Existem basicamente 3 estagios para o uso do DNA no melhoramento
animal: 1) localizar polimorfismos no DNA (marcadores) e mapea-los nos 30
pares de cromossomos bovinos; 2) associar esses marcadores com loci de
caracteristica quantitativa (QTL); 3) usar esses QTLs em programas de
melhoramento genético (Faria, 2001).

Os marcadores sdo pequenos segmentos polimorficos de DNA que estdo
no mesmo cromossomo ¢ ligados aos QTLs. Quanto mais proximo o marcador
estiver do QTL, mais efetiva sera a selecdo com 0 auxilio de marcadores (Faria,
2001).

Existem estudos para selecionar genes candidatos para as caracteristicas
de interesse econdmico em gado leiteiro. Uma estratégia consiste no uso da
aproximagdo de genes candidatos. Essa aproximagdo consiste no estudo de
diferentes genes potencialmente envolvidos em processos fisiologicos (ex.

sintese de proteina do leite) e na determinagao, para cada gene, do alelo que
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resulta no fendtipo de interesse. Baseado no conhecimento do controle genético,
do ja estudado processo fisiologico, a identificagdio de sitios polimorficos e a
avaliagio das diferengas alélicas dos genes candidatos, entre animais de
diferentes méritos fenotipicos, oferece potencial para identificacdo de
marcadores associados com esse mérito. Os polimorfismos podem afetar
diretamente a expressdo do gene mudando o “splicing” do RNA, estabilidade do
RNA, propor¢do ¢ regulagdo de transcrigdo do gene, ou sequéncia do
aminodacido do produto do gene (Parmentier, 1999).

Varios estudos tém revelado que um numero de genes Unicos associados
com o crescimento, desenvolvimento e fungdo da mama esteja bastante

relacionado com tragos de importancia econdmica (Parmentier, 1999).

3.2- O Girolando

No Brasil, gado mesti¢o predominantemente ¢ formado pelo cruzamento
do Holandés com o Gir. O animal resultante é conhecido como Girolando
(Gomes, 2001).

O relato do primeiro Girolando no Brasil, ndo dista muito tempo. As
primeiras noticias do surgimento desses animais datam-se da década de 40, com
a cobertura, por acaso, de um touro Gir em vacas holandesas no Vale do Paraiba
— Estado de Sdo Paulo. O resultado ndo poderia ser outro: crias vigorosas
nasceram ¢ precocemente chegavam a idade de producdo (vacas de alta
produgdo e muito rusticas). Tudo que ansiavam os produtores de leite para
ampliagfo de suas atividades (Menezes, 2002).

Devido ao excelente resultado obtido, a multiplicagdo destes animais foi
acelerada, procurando que o cruzamento do Gir com o0 Holandés se

complementasse com rusticidade e produtividade, pois a raca holandesa sofria



com a adaptagdo ao sistema tropical, mas ja mostrava seu grande potencial de
produgdo de leite, € o Gir, por sua adaptabilidade, proliferou rapidamente pelo
Pais (Menezes, 2002).

Para ser registrado como PS — Puro Sintético da Raga Bovina Girolando,
como primeiro requisito, o animal devera ser Bi-mestigo 5/8, ou seja, produto do
cruzamento de animais com composicdo racial entre 4.5/8 de Holandés + 3,5/8
de Gir (9/16) e de 5,5/8 Holandés +2.5/8 de Gir (11/16) (Menezes, 2002)
(Figural)
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(Menezes, 2002).

do Puro Sintético da raga Girolando



10

3.3-PCR (Polymerase Chain Reaction)

A PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagdo em Cadeia da Polimerase)
¢ uma técnica extremamente sensivel e que envolve uma minuciosa ¢ criteriosa
otimizagdo. Nenhum protocolo tnico € apropriado para todas as situag0cs. Toda
nova reagdo requer uma otimizagdo. Os principais e possiveis problemas
encontrados em uma reagdo ndo otimizada séo a ndo amplificagdo, a presenca de
bandas inespecificas e formagao de dimeros de primers (Innis ¢ Gelfand, 1990).
Esses autores recomendam uma concentragdo para 2 Taq DNA Polimerase
variando entre 1-2.5 unidades por 100 pl de reacdo (Perkin-Elmer). Se usar
quantidades muito altas € provavel a obtenc@io de produtos inespecificos e se a
quantidade for muito baixa pode-se obter pequena quantidade de produto. Com
relagdo aos dNTPs uma quantidade variando entre 20-200 uM de cada um
resulta em um rendimento, especificidade e fidelidade otimas. Quanto menor a
quantidade usada maior especificidade e fidelidade sdo obtidas. A concentragdo
de magnésio ¢ de extrema importancia, na medida em que este aumenta a
eficiéncia da Taq DNA polimerase, por ser um co-fator da mesma. A presenga
de EDTA e outros quelantes presentes no estoque de primers ¢/ou no de DNA
molde podem interferir no contetido de magnésio, prejudicando a reagdo. Uma
reacio de PCR devera conter de 0,5-2,5mM de magnésio. O tampao
recomendado para a reagdio contém 10-50mM de Tris-HCl (pH 8,3-8,8) (Innis et
al., 1988 apud Innis e Gelfand, 1990).
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3.4-RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricao)

A caracterizagio do polimorfismo de DNA tornou-se possivel com a
descoberta das endonucleases de restrigdo da Classe I, capazes de cortar a
molécula de DNA em sitios especificos, denominados sitios de restrigdo. O
namero de cortes efetuados por determinada enzima de restri¢do, ocorre €m
funcdo do numero de sitios de restri¢do presentes ao longo da molécula de DNA.
A ocorréncia de varia¢do individual no numero € no tamanho dos fragmentos
formados pela digestdo do DNA foi demonstrada por Grodzicker et. al. (1974
apud Regitano 2001) em adenovirus. Essa variagfo é o resultado de mutagdes de
ponto, que eliminam ou criam sitios de restricdo para determinada enzima,
podendo também resultar de eventos de inser¢do ou de delegdo entre dois sitios
de restricdo adjacentes. Essa variagdo foi denominada polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricio ou RFLP, sigla derivada do termo
inglés restriction fragment lenght polymorphism.

O polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre porque 0 DNA de
individuos geneticamente distintos difere na seqiiéncia de nucleotideos ao longo
da fita. A presenga ou auséncia de seqiiéncias especificas de 4 a 8 pares de
bases, reconhecidas e clivadas, pelas enzimas de restri¢do, pode variar entre
diferentes individuos, gerando polimorfismo (Ferreira, 1998).

A presenga de variagdes nas seqiiéncias de DNA que criam ou eliminam
sitios de reconhecimento para endonucleases de restri¢do, foi dito que resulta
nos polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo ou RFLP. Nos
eucariotos superiores, esses polimorfismos foram originalmente descritos
utilizando a técnica de Southern Blot, descoberta por Southern (1975), seguida
de hibridizagdo com uma sonda para revelar apenas os fragmentos

complementares (Regitano, 2001).



Com o desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), novos procedimentos para a analise de¢ RFLPs passaram a S€r utilizados.
A principal vantagem da analise de polimorfismos de restrigao utilizando a PCR
(PCR-RFLP), quando comparada a técnica original, € 0 fato de que apenas O
segmento de DNA que abriga o sitio polimérfico de restricao ¢ amplificado para
posterior analise; outras vantagens seriam 0 baixo custo desta técnica ¢ a
quantidade de DNA gendmico, a qual pode ser utilizado em pequenas
quantidades. Como resultado, ap6s a clivagem com a enzima de restri¢do
apropriada, um nimero limitado de fragmentos € obtido, que podem ser

facilmente discriminados de acordo com o tamanho (Regitano, 2001).

3.5-Marcadores Moleculares

Marcadores genéticos sdo variagdes herdaveis que podem ser usados para
entender eventos genéticos, tendo varias aplicagdes. Para ser atil como
marcador, as variagdes herdaveis devem ser polimorficas, necessitando haver
duas ou mais variagdes comuns na populagdo em estudo. O autor ressalta que
um marcador pode ser um gene funcional, no entanto ndo € a fungdo que ¢ de
total interesse, mas sim as variagoes da estrutura do DNA, que sao refletidas em
diferengas funcionais entre alelos. Este mesmo autor observou que um marcador
genético pode também ser um segmento do DNA sem fungdo conhecida ou que
¢ conhecido por ndo ter uma fungdo (Gargalhone, 1999).

Os 29 pares de cromossomos autossomais € 0S Cromossomos sexuais do
bovino sdo constituidos por no minimo 50% de seqiiéncias repetitivas de DNA,
sendo metade destas de seqiiéncias altamente repetitivas. Estas regioes sd0
especialmente apropriadas para 0 desenvolvimento de marcadores moleculares

an6bnimos (TIPO II), os quais marcam uma determinada posicao em um



Cromossomo, sem serem genes funcionais, em contraste com 0S marcadores tipo
I ou genes funcionais. Atualmente foram identificados mais de 200 marcadores
genéticos em bovinos (tipos I e IT) (Thaler Neto, 2000).

A tecnologias de marcadores moleculares ou genes s30 vistas como as de
maior promessa para uso no melhoramento genético. A selecdo assistida por
marcadores (MAS), esta sendo considerada como um dos melhores métodos
para a incorporagdo da genética molecular em programas de melhoramento para
aumentar a eficiéncia da seleg@o (Almeida, 2002).

Qualquer segmento de DNA ou RNA que esteja acompanhado por uma

caracteristica fenotipica ¢ considerado um marcador molecular (Franco, 2002).

3.6-QTLs (Quantitative Trait Loci)

Por definicdo, QTLs - “Quantitative Trait Loci” — sdo regides
cromossomicas relacionadas com a variagdo fenotipica das caracteristicas
quantitativas. Como poucos loci economicamente importantes sao conhecidos,
os QTLs ndo tém suas bases moleculares definidas, estes atualmente tém sido
referidos mais como uma associagdo estatistica do que propriamente como uma
entidade biologica, sendo a heranga acompanhada pelos marcadores. Portanto,
os QTLs tém sido identificados como associagdes estatisticas entré 0S dados
relativos a uma regido gendmica € a variabilidade fenotipica existente entre
populagdes segregantes. Por ser caracterizado por analises estatisticas, 0S QTLs
podem ter a magnitude de seus efeitos mensurada ¢ avaliada em diferentes
circunstancias (Guimarges, 1999).

A localizagdo de um dado QTL pode ser inferida pela identificagdo de
marcadores mais fortemente associados com 0 surgimento de um determinado

fenotipo. Para andlise de QTLs, tnicos, 0 ponto que obter valor maximo no teste
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estatistico, ¢ uma estimativa razoavel para a localizacao do QTL (Guimardes,
1999).

A principal expectativa da aplicacio dos QTLs identificados ¢ a selegao
auxiliada por marcadores (MAS). A fim de possibilitar a implementago desta
metodologia torna-se necessario um mapeamento  genodmico dos QTLs
identificados e o aprimoramento de técnicas estatisticas que permitam um
balanceamento adequado entr¢ as informagdes moleculares ¢ do fenotipo,
visando um ganho genético tanto em termos de genes de efeito maior como de
poligenes (Thaler Neto, 2000).
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3.7-GH (Hormonio do crescimento)

O esquema abaixo (Figura2) ilustra as principais interagdes génicas

envolvidas na expressdo do GH.

— HIPOTALAMO
SOMATOSTATINA l
- »
‘ f 1M
i v
i GHRHR
PRL, TSHS
s -
4 *
- miRiA G
st iy i i SPLICING
» IGF1 IGFIR uism"t lﬁ'.'m,.‘. : ™. % a{ TERNATIVO
- M‘-\-
-
0 DESENVOLVIMENTO
I‘_l DA HIPOFISE
| ¥ v
l - GH _ MUSCULO
| FUNGAOC NO CORPO ——» REPRODUGAO
- TECIDO OSSEQ
. CIRCULACAD ——— » FIGADO LACTAGAD
1 5 Y
IGF1

Figura 2: Representagdo esquematica mostrando interagdes entre alguns genes que participam
da via metabdlica de regulagdo da expressdo do horménio do crescimento, na Glandula
Hipéfise. O circulo em cinza representa um somatotrofo; o sinal — representa um estimulo

negativo para a expressao de um determinado gene e o sinal + um estimulo positivo; [ e VA
representam interagdes proteina-receptor.
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O gene GH pertence a uma grande familia que inclui GH, prolactina
(PRL) e os lactogenos concentrados, os quais acreditava-se terem surgido como
resultado de uma duplicagdo do gene (Tuggle, 1996).

Na maioria dos mamiferos, GH ¢ um gene unico, no entanto, em primatas,
houve uma duplica¢dio extra para gerar um cluster de genes tipo GH, em uma
localizagdo gendmica Gnica. Estes incluem dois genes GH, GH-N e GH-V, € trés
lactogenos placentarios menos relatados. Estes Gltimos juntamente com O gene
GH-V sdo expressos em tecidos placentarios, ao passo que, somente o gene GH-
N ¢ expresso em somatotrofos e pituitarios. O gene GH tem 5 éxons ¢ 4 introns,
cobrindo aproximadamente 2,6 a 3 Kbps, na maioria de espécies de mamiferos
(Borges, 1997).

A concentracio de GH enddgeno no sangue € outros tecidos € regulado
por um sistema de retornos, 0s quais operam atraves de uma cascata de secrecdo
hormonal que regula a liberagdo do GH e que também pode ser regulada pela
taxa de transcri¢do do gene GH e traducao do GH RNAm. A secregdo natural do
GH ¢ primariamente controlada por dois peptideos hipotaldmicos
neurosecretorios; o estimulatorio GHRH (fator de liberagdo do GH) ¢ o
inibitorio SS (somatostatina) (Burton , 1994).

Stress, somo, € exercicio podem acentuar 2 produgio de GHRH,
aumentando os niveis de GH no soro. GH ¢ liberado dentro da circulagdo em
pontos secretores que sao mais pronunciados em machos que em fémeas. GH do
soro pode ainda se ligar a receptores de superficie (GHRs) em tecido alvo como
muscular, adiposo, 0sseo € figado. Isso causa um aumento de IGF-1 (Insulin-like
Growth Factorl) na concentragdo do soro. IGF-1 tem efeito promotor do
crescimento e pode gerar um feedback nos tecidos para desencadear respostas.
Alem disso, altos niveis de IGF-1 no soro, inibem liberagdo de GHRH ¢ GH
(Kopchick, 2000).

Essencialmente sobre controle do GHRH (fator liberador de GH

hipotaldmico) e de somatostatina, o GH tem uma agao tecido-especifica que
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pode ser direta, através do receptor de GH (GHR) ou indireta através de IGF-1.
Os efeitos dessa agdo sdo modulados por diversos outros hormonios. Alguns
parametros da secre¢ao de GH (por exemplo, freqiiéncia de picos de GH,
secrecdo total diaria de GH, ou resposta do GH a estimulagdo por GHRH)
estavam associados com altos valores genéticos em estudos comparando
secrecdo de GH de linhagens de gado mais altamente selecionadas (Parmentier,
1999).

O GH ¢ responsavel pela regulagdo dos varios aspectos metabolicos
relacionados aos processos de crescimento € da lactacio em bovinos (Dukes,
1990).

Devido a sua diversidade de agdes, o GH tornou-se um candidato em
potencial como marcador do desempenho dos animais para estas caracteristicas
fenotipicas (Gargalhone, 1999).

Dois tipos de receptores de GH sdo descritos, segundo Rodrigues el
al.,(1998). Estes autores citam que no figado, 0 GH estimula a produgdo dos
mediadores de sua a¢dio, ou seja, as somatomedinas ou fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGFs) e suas proteinas de ligagdo (IGFBP), as quais
entram na circulagdio sangiiinea € 30 transportadas aos tecidos alvos, onde
exercem multiplas agdes. Os efeitos do GH podem ser divididos em acdes
metabolicas (catabolismo de gorduras e glicose) € acdo hipertrofica (anabolica
ou de crescimento), possuindo atividade lipolitica, atuando no metabolismo de
carboidratos e minerais, regeneragdo tecidual e agdo lactogénica. Ele tem uma
agdo cronica sobre 0 metabolismo, por redirecionar a divisdo ¢ o uso de
nutrientes absorvidos em favor da produgdo de leite em bovinos. Na lactagdo, 0
GH age aumentando o fluxo sangiiineo do ubere (aumento da perfusdo), para
maior captagdo de precursores do leite. Propuseram que, provavelmente ocorra
uma diminuigdo na resisténcia vascular mamaria, pela produgdo de

vasodilatadores locais.
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Flint et al. (1998) evidenciaram que o GH age direto na glandula mamaria
estimulando a sintese de leite, embora havendo possibilidades que esse estimulo

possa ser por produgao local de IGF-1.

3.8-PIT-1( Fator de transcri¢io pituitario-especifico)

PIT-1 tem sido identificado como um fator transcricional pituitario-
especifico que regula a expressdo dos genes do hormdnio do crescimento (GH) €
da prolactina (PRL) na adeno-hipofise (Bodner ef al., 1988; Ingrahan ef al.,
1988: Nelson et al., 1988 apud Moody, 1995).

PIT-1 é um membro descoberto dos genes da familia do dominio POU,
definido em 1988 quando diversos genes reguladores da transcri¢ao (dentre eles
o PIT-1), foram clonados ¢ um segmento comum entre eles foi descoberto de
acordo com Tuggle (1996). O mesmo autor mostrou que uma forte evidéncia
genética a respeito do requerimento por PIT-1 na expressio do GH, PRL e
TSHB foi obtida em analises de varias linhagens de Dwarf mouse (ratos andes).
Recentes andlises envolvendo o fator de transcrigio PIT-1 mostraram que 0 PIT-
1 ndo ativa diretamente o gene GH e que outros fatores adicionais nao
conhecidos existem, 0s quais sua identificacdio € necessaria para 0 total
entendimento da ativa¢do do gene GH.

A proteina codificada pelo PIT-1 tem participagdo na sintese de
hormonios secretados na adenohipofise de mamiferos. A expressdo dos
horménios do crescimento, adenocorticotropico, tireoideo estimulante,
luteinizante, foliculo estimulante € prolactina, ¢ regulada tanto pela proliferagao
de suas células secretoras com via receptor de membrana para liberagdo de

sinais que induzem a liberagao dos hormoénios (Biase, 2003).
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O polimorfismo de DNA no PIT-1 esta envolvido na expressao do RNA
do GH, e isto reforga a possibilidade deste polimorfismo vir a ser um marcador
para caracteristicas de produgdo que ¢stao ligadas as fungoes fisiologicas do GH
(Franco, 2002). Este mesmo autor sugeriu que o gene PIT-1 € que esteja, atraves
do GH, determinando os efeitos, nas caracteristicas de desempenho ¢ carcaga em
suinos Landrace. Considerou ainda que outros genes estio envolvidos na

expressdo destas caracteristicas € que podem estar nessa regiao.
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4- Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular, do
Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia — MG.

4.1-Material Biologico

O material biolégico utilizado neste trabalho foi amostras de sangue
coletadas de 216 fémeas de bovinos 5/, da raga Girolando, provenicntes de
diversas fazendas dos Estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Bahia e Rio de Janeiro. Optou-se por um animal ~/s para que ndo apresentar um
grau de sangue nem mais proximo ao Holandés ¢ nem mais proximo também ao
Gir.Foi retirada amostra de sangue de cada animal, colhido na veia mamaria, em
vacutainers com solucdo anticoagulante e usando uma agulha para cada
individuo Este material era entdo colocado sob resfriamento em caixas de
isopor, contendo gelo reciclavel, até sua chegada ao Laboratorio de Genética
Molecular, onde era estocado em uma Camara Fria a 4°C por dois dias, em
posigdo vertical, de forma a permitir a sedimentagdo dos eritrocitos e leucocitos,

sendo estes wltimos utilizados na posterior extragdo de DNA.
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4.2-Extragio de DNA

A partir das amostras do sangue coletado, o DNA foi extraido segundo 0
método descrito em A Workshop on DNA Technologies and Selection of Animal
Genetic Resources (1992), modificado por Borges (1997).

Foram retirados 500 pl de sangue fresco, tomado na transi¢do entre O
plasma € eritrocitos, apos sedimentag¢do (camada de leucocitos) e colocados em
tubos de 2ml. Posteriormente, 1ml de tampdo de lise ndo-diluido(20Mm TrisHCl
PH 7.5, 640mM sucrose, 10mM MgCl,, SmM EDTA, 4%TRITON X100) era
adicionado para uma leve agitagdo € incubagdo em gelo por 5 — 10 minutos. O
material era centrifugado a 4000g (~8000rpm) por 3 minutos, do qual se
descartava o sobrenadante e adicionava 1ml de tampdo de lise diluido para que
pudesse ser incubado em gelo por 5 — 10 minutos.

O material era entdo centrifugado novamente a 4000g por 3 minutos € a
lavagem com 0 tampdo de lise era repetido at€ que 0 “pellet” ficasse opaco para
entio se descartar o sobrenadante € acrescentar 100ul de TE (tampdo de
extragdo) + sarcosyl 1% ¢ 10ml de proteinase K (10mg/ml). Apos esses
procedimentos, a amostra era incubada overnight.

No outro dia, adicionava-se 300ul de 8M guanidina—HCl /0,49M acetato
de aménia e agitava-se a temperatura ambiente por 1 —2 horas at¢ solubilizar
todo o “pellet”. Adicionavam-se entdo 800ul de isopropanol e aguardava-se a
precipitagdo do DNA para que pudesse ser centrifugado novamente a 4000g,
mas por 5 — 10 minutos. O sobrenadante era descartado ¢ a operagdo de lavagem
do “pellet” era repetida por mais 2 vezes com isopropanol 60% ou etanol 70%.

Os tubos eram colocados para secar €m temperatura ambiente ou mesmo
em estufa para uma posterior dilui¢do em 0,5 — Iml de TE (10mM Tris-HCl €
1mM de EDTA).
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4.3- PCR-RFLP- Restrigio enzimatica

Diferentes volumes de DNA durante a otimizagio das reagdes de PCR
foram testados para que se pudesse ser estipulada uma quantidade fixa de
amostra a ser usada em todas reagdes, nao necessitando de uma quantificagéo
por espectrofotometria das amostras de DNA a serem utilizadas nas reacdes.

A otimizagdo da reagio de PCR-RFLP foi realizada sob as seguintes
condigdes: 1U Taq DNA polimerase, 10 pmoles de cada primer, 8nM de dNTPs,
3,0 ul de tampdo (10X) contendo 1,5 mM de MgCly, 1,5ul de DNA ¢ completar
o volume para 30pl com agua em tubos de 50pl submetidos a 30 ciclos com a
seguinte programagao:

» Passo 1: 95°C/5 minutos

= Passo 2: 95°C/30 segundos (desnaturagdo)
= Passo 3: 56°C/1 minuto (anelamento)

= Passo 4: 72°C/1 minuto (extensdo)

= Passo 5: voltar ao passo 2 por 29 vezes

» Passo 6: 72°C/5 minutos

= Passo 7: 4°C/1 hora

Nestas reagdes, foi utilizado um par de primers descrito por Wollard et al
(1994).: 5. AAACCATCATCTCCCTTCTT-3’

5" AATGTACAATGTGCCTTCTGAG-3".

A amplificagdo pode ser observada através da aplicagdo de 10(L da
amostra em gel de agarose de 1.5%, corados com Brometo de Etidio
(10pg/ml) sob corrente clétrica de 120V por 30 minutos € visualizados
através de raios ultravioleta pelo sistema vDS® (Pharmacia Biosciences),
sendo que, depois de verificado resultados satisfatérios, o restante dos
produtos amplificado na PCR foi submetidos a uma digestao enzimatica com

a enzima Hinfl (2 U da enzima; 2.0l do tampdo da enzima (10X); 20ul de
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5-Resultados e Discussoes:

Na extragio de DNA gendmico, do sangue dos animais analisados,

obteve-se amostras de 6tima qualidade como pode ser visto na Figura 3.

Figura 3: Gel de Agarose 0,8% com amostras de DNA
gendmico extraido segundo o método descrito em A
Workshop on DNA Technologies and Selection of
Animal Genetic Resources (1992), modificado por
Borges (1997).
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O fragmento esperado, de 451pb, como produto amplificado por PCR, foi

obtido em todas amostras testadas, como observado na Figura 4.

451pb —p = T

Figura 4: Otimizagio da PCR para amplificagio do
fragmento de 451pb do gene (PIT-1), mostrado
por eletroforese em gel de agarose 1,5%.

A digestdo do produto amplificado com a enzima Hinfl revelou
fragmentos de 451pb para individuos de genotipo AA, mostrando que este alelo
ndo era digerido pela enzima; foram observados ainda fragmentos de 244 € 207
pb para os individuos BB, o que permitiu afirmar a presenca de um sitio Ginico
de restrigio para a enzima no alelo B. Por fim, o gen6tipo heteozigoto AB ¢
representado pelos fragmentos de 451, 244 e 207 pb, como mostra a Figura 5.

Os padrdes das bandas gerados com Hinfl foram mostrados por
Renaville(1997).
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500p
3000 |
g
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Figura 5 - Padrio dos genétipos Hinfl PIT-1. M-Marcador
de peso molecular de 100pb; as canaletas 1 e 2
mostram o genétipo AA; as canaletas 3e 4
mostram o genétipo AB; as canaletas 5 ¢ 6
mostram os genétipos BB, para PIT-1;
visualizados em gel de agarose 2% apds
digestdo enzimética.

A freqiiéncia alélica foi estimada em 21,23% e 78,78% para A ¢ B,
respectivamente e, uma freqiiéncia genotipica de 7,55% para 0 gendtipo AA,
27,36% para AB e 65,10% para BB.

Renaville, et al.(1997), analisando 89 animais da raga Holstein-Friesian,
verificou através do uso de Hinfl, que o gendtipo AA foi menos freqiiente
(2,2%) que os gendtipos AB (3 1,5%) e BB (66,3%), assemelhando com 0
presente trabalho, o que pode ser observado no paragrafo anterior e ilustrado na
Tabela 1.
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Tabela 1: Comparaciio de freqiiéncias genotipicas dos estudos de

Renaville et al(1997) em animais da raca Holstein-

Friesian e, presente estudo (2003) com animais da raca

Girolando (trabalho atual).

AUTORES
GENOTIPOS Renaville et al Presente estudo
AA 2.2% 7.55%
AB 31,5% 27.36%
BB 66,3% 65.10%

TABELA 2:Anilise de varidncia para duracio da lactacio, tendo

como covaridavel a ordem de lactacdo

Origem da GL Quadrados Valor de Pr>F
Variacio Médios F
PIT-1 2 1238.70 0.11 0.89
LACTACAO 1 9895.17 0.87 0.35
Erro 465 11350.00
Total 468

R?=0.002339; CV=38.47551

GL:Grau de Liberdade; F: teste F (Snedecor); P: probabilidade de erro; R%: quadrado
dos desvios; CV: Coeficiente de Variagao

Duragio média: 276.91

A Tabela 2mostra que ndo houve diferencas significativas entre as

da soma

classes

genotipicas (AA, AB ¢ BB) quanto a duragdo média, em dias da lactacdo.

Portanto ndo podemos afirmar que o polimorfismo deste gene esteja asso

duragdo da lactagdo.

ciado a
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TABELA 3: Anilise de varidncia para a produ¢ao média de leite,

tendo como covariivel a ordem de lacta¢do

Origem da GL Quadrados Valor de Pr>F
Variacao Médios K
- e 71.19 022 080
LACTACAO 1 0.19 0,00 0.98
Erro 465 316.00
Total 468

R? = 0.000966; CV= 125.7746

GL:Grau de Liberdade; F: teste F (Snedecor); P: probabilidade de erro; R*: quadrado da soma
dos desvios, CV: Coeficiente de Variagao
Meédia de produgdo:14.15569296

Verifica-se na Tabela 3 que o efeito da covariavel (ordem de lactagdo) ndo
foi significativo (P<0,9806). Teste F para igualdade das médias das classes

genotipicas ndo foi significativo, indicando que nenhuma delas diferem-se

estatisticamente entre si.

TABELA 4: Comparaciio de médias para duracio da lactac@o e producdes

médias de leite ajustadas em funcdo da ordem de lactacio

Duracio da Lactacio Producao Média Producio Total

Genotipos
(N° de Dias) Diaria (kg) Média (kg)
AA 270.30 13.26 3.584,18
AB 279.68 13.46 3.764,50
BB 276.31 14.57 4.025,83

Analisando a Tabela 4, é possivel perceber que a diferenca entre as classes
genotipicas ndo foi estatisticamente significativa quanto a duragdo média, em

dias, da lactagdio, o que ndo nos permite afirmar a associacdo do polimorfismo
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do gene (PIT-1) com a duragdo da lactagdo. O mesmo pode ser observado em
relagéio as produgdes médias leiteiras ajustadas, mostrando uma nao correlacéo
genotipica (PIT-1) com este dado. Mas ao analisar a produgdo média total,
podemos perceber que 0s animais com gendtipo BB em relagdo aos de gendtipo
AA., tiveram uma produgdo de 441,65kg a mais de leite ¢ uma produgéo de
261,33kg superior a produgdo de animais AB, nos permitindo sugerir uma
correlagdo ou influéncia positiva do alelo B nas caracteristicas analisadas, ou at¢
mesmo uma influéncia negativa do alelo A nestas caracteristicas.

Yu et al (1994), estudando o mapeamento de genes ligados a
caracteristicas de carcaga e qualidade de carne (suina), detectaram maior relagéo
de polimorfismos PIT-1 ¢ microssatélites flanqueando este genc com
caracteristicas fenotipicas nas fases iniciais de vida dos animais, sugerindo uma
provavel expressdo dependente da idade para o PIT-1, onde este seria mais
expresso nas fases iniciais da vida do animal.

Um trabalho que reforga essa hipotese da expressdo de PIT-1 estar
relacionada com a idade ¢ o de Matteri e Caroll (1997) que, trabalhando com
animais jovens, observaram diferengas nas relacdes de expressdo de varios
genes estudados de acordo com a idade dos animais.

Franco (2002), analisando suinos, cita que pelo fato deste gene, talvez ser
mais importante nas fases iniciais do desenvolvimento fetal e fases iniciais da
vida do animal e ndo ser tdo expresso ou importante na fase adulta dos mesmos,
talvez seu uso seria um tanto quanto limitado como marcador. Isso ndo
descartaria o seu uso como marcador, pois pelo fato do PIT-1 estar relacionado
com a quantidade de GH expresso em animais adultos, um animal crescendo e
se desenvolvendo mais rapido até por volta da puberdade, pode-se esperar que
este animal alcangara peso para o abate mais precocemente.

De acordo com os autores citados anteriormente e, analisando 0s

resultados deste trabatho, poderia ser sugerido uma selecdio de animais com
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idade menos avangada, a fim de correlacionar, da mesma forma como foi feito,
seus genotipos com a produedo média leiteira ¢ com a duragdo da lactagdo.

Renaville et al.(1997) argumentou que SE€US resultados indicavam que O
alelo A (PIT-1) influenciou significativamente em diversas caracteristicas de
produgdio de seus animais, inclusive na producdo leiteira. Apesar de seu
resultado, este autor afirmou a necessidade de aumento do numero de animais
analisados para uma melhor confiabilidade do seu trabalho (89 animais). Tal
medida ¢ importante, na medida em que quando s¢ analisava estatisticamente,
por regressdo linear, apenas 138 animais, dos 212 analisados, havia correlagdo
significativa entre o genotipo dos animais com a duragdo da lactagdo e produgdo
média de leite.

Talvez um novo aumento no namero de animais a serem analisados e uma
maior variedade de regides a serem coletadas amostras de sangue, a titulo de
verificar o efeito do ambiente, possa acabar por modificar os resultados deste
trabalho.

Uma sugestdo seria também, empregar uma analise por “imprinting
gamético”, onde poderia se verificar a influéncia do gene em relagéo ao sexo dos
progenitores dos animais analisados.

Uma andlise das influéncias do meio ambiente também ¢ valida,
principalmente em termos de clima das regides de onde provém 0s animais.
Apesar do manejo dos animais ter sido praticamente 0 mesmo (silagem de milho
¢ ragdio) em todas fazendas, uma analise de sua influéncia também seria

importante.
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6-Conclusoes

Nenhum gendtipo analisado, dentro do polimorfismo HinfI-P11-1
apresentou correlagdo significativa com a duragdo da lactacdio ou produgdo
média leiteira dos animuais /g da taga Girolando, ndo podendo descartar a
hipotese de sua correlagdo com estas caracteristicas devido a possibilidade
existente do aumento do nimero de animais a serem analisados. A comparagao
das produgdes leiteiras totais de cada genotipo também reforga a idéia de que
possa haver uma correlagdo do polimorfismo do PIT-1 com as caracteristicas
citadas anteriormente, para uma possivel confirmacdo deste fato, deve ser feita
uma substituigdo alélica por regressdo linear a fim de perceber uma influéncia
ou ndo dos alelos, independentemente. Outra idéia seria aplicar analise de
variancia nas produgdes totais de leite como forma de verificar se o fato de
animais com genotipo BB estarem produzindo mais leite em relagdo a animais
com os genotipos AB e AA , seja estatisticamente significativo, o que poderia
gerar a idéia de que o alelo A estaria agindo negativamente ou o alelo B estaria

agindo positivamente na producao leiteira.
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