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CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS



1. GENETICA NA SUINOCULTURA

A carne de suinos é a mais produzida no mundo, atingindo, segundo Roppa
(2007), 104 milhdes de toneladas, ou seja, 39% de toda a producdo carnea em
2007. O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial, tendo produzido neste
mesmo ano, de acordo com dados da ABIPECS (2008), mais de trés milhdes de
toneladas, ficando atras apenas da China, Unido Européia e Estados Unidos. Os
nameros de consumo e comercializacdo de carne suina no pais, em 2007,
confirmam uma tendéncia de fortalecimento e da versatilidade do uso desta na
alimentacdo humana, seja no preparo de cortes “in natura” ou na fabricagcdo de um
grande namero de embutidos, salgados e defumados, que devera garantir, ao longo
dos proximos anos, a sua lideranca mundial de consumo em relacdo as carnes de
outras espécies.

De acordo com Roppa (1998), desde 1980 o suino perdeu 31% de sua taxa
de gordura, 14% de calorias e 10% de colesterol. O percentual de carne magra na
carcaca, que era de 50%, subiu para 62% e apenas 30% da gordura se encontra
localizada fora de sua pele (toucinho), sendo que no interior dos muasculos ha
somente 1,1 a 2,4% de gordura; o que € 0 mesmo que no frango e ainda menor que
nas carnes bovina (2,5%) e ovina (6,5%). A porcentagem de gorduras insaturadas
(65%) € maior que a de saturadas (35%) no suino atual, assim como o nivel de
colesterol contido na carne de um suino moderno € semelhante ao de outras carnes
(bovinos e aves). Mesmo quanto ao nivel de calorias, as carnes suinas atualmente
disponiveis ao mnsumidor atendem a demanda de um mercado consumidor cada
vez mais exigente: ao consumir 150 gramas de lombo cozido, ingere-se cerca de
270kcal, o que equivale a menos que meio hamburguer (300kcal); 150 gramas de
batatas-fritas (400kcal) ou uma fatia de 120g de pizza de calabresa (345kcal).

Por ser grande produtor de graos e pelos avancos tecnoldgicos alcancados,
tanto na area genética quanto industrial, o Brasil ganha cada vez mais importancia
seja na producdo de suinos, no consumo ou nas exportacdes. A industria e 0s
produtos brasileiros tém recebido relevantes contribuicdbes dos programas de
melhoramento genético. Entretanto, a eficiéncia dos sistemas de produgéo de suinos

e, freqlentemente, reduzida devido as falhas na reprodugcdo ou doengas, com



consequente aumento dos custos para os produtores e para 0 mercado consumidor
(SILVA, 2003a). Ainda, ha a necessidade de produzir animais a custos mais baixos
e, a0 mesmo tempo, mais saudaveis, seguros e criados sob condi¢cdes de bem-estar
animal, pois o modo como a sociedade vé a producdo animal também inclui
guestbes como impacto ambiental, sustentabilidade, ética e origem (SILVA, 2003b).
Para que as industrias brasileiras mantenham o nivel de competitividade no mercado
sera imprescindivel a incorporacéo de novas técnicas moleculares como ferramentas
nos programas tradicionais de melhoramento genético para que maiores progressos
sejam obtidos, ja que é dificil a solucdo destes problemas usando somente a
genética convencional. O sequenciamento do genoma dos suinos traz novas
perspectivas para a moderna producéao animal (NINOV, 2006).

O genoma suino é composto de 18 pares cromossdmicos mais 0s sexuais,
com comprimento de cerca de trés bilhdes de pares de bases de DNA, o que gera,
tal como em humanos, um mapa em torno de 3.000 cM (centimorgans). O PigMap
Project iniciou-se na Europa, financiado pela Comunidade Econbémica Européia.
Conta com cerca de 20 laboratérios europeus, além de outros na América do Norte,
Asia e Oceania. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) deu
inicio a dois processos: um desenvolvido no Meat Animal Research Center no Clay
Center, Nebraska; o outro € o National Animal Genome Research Program,
desenvolvido sob direcdo do USDA a partir de 1993. Este foi desenhado para
promover uma estrutura que estimule a colaboracdo para 0 mapeamento genético
em todas as espécies, incluindo suinos. A partir de entéo, cientistas de entidades
privadas e governamentais criaram o Swine Genome Technical Committee. Além
destes, outros projetos tém sido desenvolvidos, e um resumo de cada um deles
pode ser verificado no site www.genome.iastate.edu/maps/recent/QTL_proj.html. A
associacao destes projetos fez com que o status do mapa genético suino evoluisse
rapidamente, sendo um dos mais completos (GUIMARAES et al., 2001).

A biotecnologia, por meio da identificacio de genes associados as
caracteristicas de interesse econbmico, principalmente aquelas de dificil
mensuragao ou de baixa herdabilidade, tem permitido avancos nos programas de

melhoramento, por meio de uma selecdo mais efetiva. Suas diversas técnicas



contribuem para o desenvolvimento de mapas genéticos saturados e a identificacao

de locos controladores de caracteristicas quantitativas (QTL’s) (NINOV, 2006).

2. GENES CANDIDATOS

Para o desenvolvimento de marcadores moleculares, duas estratégias vém
sendo utilizadas, uma de certa forma aleatdria e a outra dirigida. A primeira tem
como objetivo inicial a identificacdo de um mapa genético para a espécie em
guestdo. Nessa estratégia, marcadores sdo desenvolvidos para cobrir todo o
genoma, para que, em uma segunda fase, sejam conduzidos estudos de correlacao
entre esses marcadores e as caracteristicas desejaveis. Nos animais domésticos, 0
mapa esta baseado principalmente em marcadores micros-satélites. A segunda
estratégia baseia-se na deteccao de polimorfismos associados a genes sabidamente
importantes para as caracteristicas que se pretende estudar (COUTINHO;
REGITANO, 2001).

No caso do melhoramento animal, uma estratégia para identificacdo de genes
gue controlem caracteristicas de interesse € feita por meio de estudos utilizando-se
genes candidatos; que sdo genes de sequéncia e acao bioldgica conhecida e que
estdo envolvidos com o desenvolvimento ou a fisiologia de uma determinada
caracteristica de interesse BRYNE; MCMULLEN, 1996); cujas mutacfes possam
ser associadas a uma determinada caracteristica.

Os estudos destes tém baixos custos e apresentam vantagens como: alto
poder estatistico, ampla aplicabilidade, simplicidade operacional e conveniente
aplicacdo a selecédo assistida por marcadores (MAS — Marker Assisted Selection)
(ROTHSCHILD; SOLLER, 1999). Pereira (2000) afirma que a técnica de marcadores
genéticos possibilita ndo apenas fixar alelos desejaveis em uma populacdo, em curto
espaco de tempo, como também diferenciar produtos dentro de uma mesma linha
genética, para um nicho especifico de mercado, deixando flutuante a freqiiéncia de
cada alelo; e, que caracteristicas anteriormente ndo incluidas nos programas de
selecéo, como o0 caso da resisténcia a doencas, passardo a ser contempladas por

meio de uso de marcadores genéticos.



O advento das novas tecnologias, fruto dos conhecimentos da genética
molecular e das técnicas de reproducdo, tem o potencial de criar um novo
paradigma, no qual os ganhos genéticos podem ser substancialmente melhorados e
ocorrerem por patamares em vez de lineares (PEREIRA, 2000).

Com o uso da selecao assistida por marcadores, maiores ganhos genéticos
seriam obtidos no melhoramento de suinos, quando comparados aos ganhos
obtidos pelos métodos tradicionais (DE VRIES; SOSNICKI; PLASTOW, 1998;
VISSCHER; PONG-WONG; WHITEMORE, 2000), ja que, em programas de
melhoramento de suinos, o beneficio da MAS estaria relacionado ndo s ao
aumento da acuracia na predicdo dos valores genéticos (DE VRIES; SOSNICKI,
PLASTOW, 1998), mas também ao aumento da intensidade de selecdo, para
caracteristicas limitadas pelo sexo, e com a reduc¢éo do intervalo de geracdes, em
caracteristicas de carcaca (VISSCHER; PONG-WONG; WHITEMORE, 2000).

As limitacbes desse procedimento sdo: 0 pequeno numero de genes
conhecidos que controlam caracteristicas de interesse, o efeito pleiotropico de
outros genes sobre o gene candidato, o alto custo da etapa inicial e a dificuldade no
estabelecimento do efeito do gene candidato. Até que se estabeleca a variante
causal do gene responsavel pelo efeito quantitativo, sempre havera a possibilidade
de que o gene estudado ndo seja 0 que realmente esteja causando a diferenca na
caracteristica, mas somente esteja ligado ao QTL. Isso pode levar a resultados
contraditérios, dependendo da populacdo estudada, pois associacdes significativas
em uma populacdo podem néo ser verificadas em outras devido a quebra de ligacéo
durante as recombinacdes (ROTHSCHILD; SOLLER, 1999).

Dentre as espécies de animais domeésticos, a suina & certamente uma das
gue mais tem se beneficiado destas novas descobertas, tanto pelos investimentos
diretos em pesquisas do seu proprio genoma como pela rapida conversao dos
conhecimentos adquiridos em ferramentas aplicadas a selecdo. Existem mais de
700 QTLs identificados em suinos, sendo mais de 300 deles relativos ao
desempenho e a composicao de carcacas (HU et al., 2005).

O primeiro deles, o teste para o chamado “gene halotano”, comecou a ser
utilizado em 1991 (FUJII et al., 1991). O gene RN (Rendimento Napole) ou da carne

acida, inicialmente era pesquisado usando o teste de potencial de glicogénio



(MONIN; SELLIER, 1985). Anteriormente, achava-se que mutacdo RN era limitada a
raca Hampshire (MILAN et al., 2000). Entretanto, foi verificado que varios outros
alelos com efeitos sobre a qualidade de carne séo segregados em outras linhagens
comerciais (CIOBANU et al., 2001). Foi demonstrado que os genes A-FABP e H
FABP afetam a gordura intramuscular, com impacto limitado sobre a espessura de
toucinho. Isto permite a selecdo para aumento da gordura intramuscular, que
melhora o gosto e a maciez, sem aumentar a espessura de toucinho, caracteristica
geneticamente correlacionada e indesejavel (DEKKERS; ROTHSCHILD; MALEK,
2001). Em especial, sobre caracteristicas de gordura, cinco regibes foram
identificadas nos cromossomos 1, 2, 5, 7 e X (MILAN et al., 2002). Um polimorfismo
no gene do receptor do estrogénio (ESR) tem mostrado um aumento no tamanho da
leitegada (SHORT et al., 1997) (Tabela 1). Desde entdo, varios outros foram
desenvolvidos ou estdo em fase de validagdo, como € o caso do gene da obesidade

(ou da leptina).

TABELA 1. Alguns QTLs e genes candidatos identificados e usados pela industria

QTLs

Crescimento Cromossomos 1, 4, 6, 7, 13
Obesidade Cromossomos 4, 6, 7,13, 18
Comprimento intestinal Cromossomo 4

Resposta imune Cromossomos 1, 4, 6

Genes candidatos e principais

RYR1 Sindrome do estresse suino
ECF18R Diarréia

KIT Cor da pelagem (branco dominante)
MC1R Cor de pelagem (vermelho/preto)
HFABP e AFABP Gordura intramuscular

Teste da industria

Teste de paternidade

Teste do halotano Qualidade de carne
ESR Tamanho da leitegada
MCI1R Cor vermelha/preta

Testes ndo disponiveis

Vérias caracteristicas

Fonte: Rothschild; Plastow, 1999



3. CARACTERIZACAO DO GENE DA LEPTINA

Por muitos anos cientistas procuraram por um possivel mensageiro (hormonal
ou metabdlico) que sinalizaria ao cérebro e outros tecidos o estado das reservas
energéticas do corpo. Este sinal permitiria mudancas apropriadas no consumo de
alimento, no gasto de energia e na participacdo dos nutrientes para manter o
balanco energético.

Kennedy (1953) foi o primeiro a propor a teoria lipostatica da regulacdo do
peso corporal. Segundo ela, quando a massa adiposa expande, a concentracao
circulante da molécula sinal pode aumentar e atuar nos circuitos neurais do cérebro
controlando o consumo e balanco de energia. Alguns trabalhos realizados
posteriormente deram suporte a esta idéia.

A existéncia de um fator circulante no controle do consumo alimentar foi
evidenciada nos experimentos de parabiose entre dois camundongos geneticamente
obesos, nos quais os sistemas circulatérios de camundongos obesos e magros
foram cirurgicamente unidos. Assim, houve troca de 1% de fluxo sanguineo entre os
camundongos. Os resultados indicaram que o aumento da massa gordurosa
produziu um fator circulante, o qual, em contato com o camundongo magro, atuou
induzindo a saciedade (HERVEY, 1959; COLEMAN, 1973).

Com tais descobertas, ja com os recursos de biotecnologia, Zhang e outros
(1994) identificaram e caracterizaram o gene obese (OB) de camundongo e o seu
homoénimo em humano. Mais tarde, o gene da obesidade, também conhecido como
gene da leptina, foi clonado em outras espécies como suinos (RAMSAY; YAN;
MORRINSON, 1998), frangos (TAQUIS et al., 1998) e bovinos (JI et al., 1998).

A leptina (do grego “leptos” que significa delgado (DIO et al., 2002)) foi
caracterizada como uma proteina codificada pelo gene Obese (ZHANG et al., 1994),
produzida, quase que exclusivamente, no tecido adiposo, de peso molecular de 16
kDa, e composta por 167 aminoacidos (TERMAN, 2005). Pequenas quantidades
foram encontradas na glandula mamaria (CASABIELL et al., 1997), no musculo
esquelético (WANG et al., 2002), na hipofise (JIN; ZHAN; BURGUERA, 2000), em
tecidos fetais (MUHLHAUSLER, 2002) e na mucosa gastrica (PICO et al., 2003). Na

placenta, a presenca desta proteina parece ser espécie-especifica (ALTMAN; VON



BOREL, 2007). Foi detectada em ratos (KAWAI et al., 1997) e humanos (SAGAWA,
2002). J&4 em ruminantes e camundongos foram encontrados niveis insignificantes
da mesma (BISPHAM et al., 2003; ZHAO et al., 2003). E circulante no sangue, com
excecao dos primeiros 21 aminoacidos que a compdem, que funcionam como uma
sequéncia sinal e sdo eliminados antes de entrarem na corrente sanguinea
(ALTMAN; VON BOREL, 2007). A leptina madura € monomérica com duas cisteinas
formando uma ligac&o dissulfidica intramolecular (ZHANG et al., 1994). E secretada
pela célula adiposa em resposta ao aumento da massa gordurosa e age no
hipotdlamo ventro-medial, onde diminui a biossintese e a secrecdo do NPY
(neuropeptidio Y), reconhecido como mais potente modulador do apetite (DIO et al.,
2002).

Estudos demonstram que a leptina esta envolvida no controle do apetite e na
modulacdo da secrecdo da insulina pelo pancreas (SALMAN, 2007). Em uma acgéao
autdcrina, exerce um efeito inibitério sobre a captacdo de glicose estimulada pela
insulina, reduz a lipogénese e estimula a lipdlise no tecido adiposo. De maneira
enddcrina, estimula a captacao de glicose e a sintese de glicogénio pelas células do
tecido muscular, além de acelerar a taxa de oxidacdo de &cidos graxos neste
(CEDDIA et al., 1999).

Funciona como “fator saciedade”, controlando o peso corporal por meio de um
sistema feedback e mantendo a estabilidade da massa de gordura corporal. Uma
inani¢do, por exemplo, leva a um decréscimo da proteina que, em resposta, cria um
estado de balangco energético positivo, no qual a ingestdo de alimentos excede o
gasto de energia. Ja, um aumento na adiposidade leva a um incremento nos niveis
de leptina e um estado de balanco energético negativo, sendo assim, o gasto de
energia excede a ingestao alimentar (FRIEDMAN, 1997). A concentracao de leptina
no plasma diminui rapida e profundamente como resultado de deprivacédo alimentar
e balanco energético negativo (BARB; HUASMAN; HOUSEKNECHT, 2001). Ja
foram descritas fungbes da leptina sobre a atividade reprodutiva (BARASH et al.,
1996; SILVA, 2003a; TERMAN, 2005), fertilidade (SMITH; JACKSON; FOSTER,
2002) e estimulo da secrecdo do horménio do crescimento (BARB; HUASMAN;
HOUSEKNECHT, 2001; BARATTA et al., 2002).



Além dos mecanismos periféricos, acredita-se que a acdo da leptina sobre a
ingestdo e o0 metabolismo energético seja mediada via sistema nervoso central
(SNC), por meio da inibicdo da sintese e secrecdo do neuropeptideo Y (SALMAN,
2007). Como o NPY estimula a ingestdo e diminui a termogénese de gordura
marrom e esta relacionado com o aumento dos niveis plasmaticos de insulina e de
corticoesteroides, acredita-se que o mesmo sirva como mediador em algumas acdes
da leptina no hipotalamo (HOSSNER, 1998).

A sintese da leptina é influenciada por ingestdo alimentar, prenhez, sexo,
atividade fisica, infeccOes, temperatura ambiente (CHILLIARD; DELAVAUD;
BONNET, 2005; KULCSAR et al., 2005) ou fase de desenvolvimento (BARB;
KRAELING, 2004). Em geral, os adipécitos ndo estocam a leptina e sim, secretam
este hormdnio continuamente a medida que é sintetizado (CAMMISOTTO et al.,
2006). Lee e Fried (2006) afirmam que a leptina pré-formada e a pequena reserva
intracelular s&o usados quase que imediatamente e mudancas na secrecao desta
proteina ndo dependem do RNAm intracelular. Além disso, lisossomos e
proteossomos realizam a degradacdo da leptina e influenciam sua quantidade no
tecido adiposo.

Os niveis plasmaticos de leptina sdo altamente correlacionados com a massa
de tecido adiposo e cai, tanto em humanos quanto em camundongos, a partir da
perda de peso (MAFFEI et al., 1995). Essa proteina esta presente no soro de
roedores normais, aumentada com a obesidade e ausente no soro dos
camundongos ob/ob (FREDERICH et al., 1995). Em suinos essa correlacdo foi
encontrada por Cameron, Penman e McCullough (2000), Berg e outros (2003) e
Fabian e outros (2003). Independente da sua localizacdo, os niveis de RNA
mensageiro parecem ser maiores onde os depdsitos de gordura também o sao
(TRAYHURN et al., 1995). Porém, de acordo com Cumin, Baum e Levens (1996), os
niveis plasmaticos de leptina permanecem constantes, sugerindo que a leptina seja
secretada continuamente a partir dos adipdcitos, sendo a sua velocidade de
remocado igual a taxa de producdo (VILA et al., 1998). O rim é o maior sitio de
catabolismo da leptina, removendo 80% de toda a leptina do plasma humano
(MEYER et al., 1997).
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A liberacdo de leptina pelos adipdcitos € regulada por hormdnios e fatores
regulatérios. Por exemplo, glicocorticoides (SLIEKER et al., 1996; De VOS et al.,
1995; MURAKAMI; IIDA; SHIMA, 1995) e insulina (SALADIN et al., 1995; LEROY et
al., 1996) estimulam a secrecédo de leptina. Entretanto, receptores agonistas 33-
adrenérgicos (TRAYHURN et al., 1995) inibem diretamente a secrecdo de leptina.
Nakazato e outros (2001) sugerem que a grelina, um novo peptideo, pode
antagonizar a acao da leptina por meio da regulacdo do NPY. Porém, os autores
observaram que maiores investigacdes quanto a funcdo da grelina auxiliariam
compreender o mecanismo fisioldgico do balanco energético e suas disfungoes.

Pouco é conhecido sobre a interacdo da leptina com proteinas
transportadoras na corrente sanguinea. Sinha e outros (1996), trabalhando com
leptina marcada, verificaram que ela se liga a macromoléculas circulantes
especificas, de maneira reversivel. Em individuos magros, com 21% ou menos de
gordura corporal, 60 a 98% da leptina total foi encontrada na forma ligada. Os
estudos sugerem que, em individuos obesos, a maioria da leptina circula na forma
livre e, assim, estes seriam resistentes a leptina livre. Houseknecht e outros (1998) e
Sinha e outros (1996) acreditam que a proteina ligadora do plasma seja a forma
sélida do receptor da leptina.

Apds a descoberta e caracterizagcdo da leptina, a busca pelo seu receptor foi
iniciada. O RNA do receptor da leptina (OB-R) foi primeiramente isolado do plexo
cardiaco de camundongo. Estudos in situ mostraram que a leptina se liga com alta
afinidade nesta regido, sugerindo que este seja o local de expressao do receptor da
leptina (TARTAGLIA et al., 1995). Além deste, 0 gene do receptor da leptina também
€ fortemente expresso pelas leptomeninges e regido central do hipotdlamo, como o
nodulo arqueado, nédulo ventral pré-mamilar, nédulo ventro-medial e nédulo para-
ventricular (MERCER et al.,, 1996). Ha presenca de receptores da leptina nos
ovarios, testiculos e utero, indicando que esta proteina tenha fungbes no
crescimento e reproducédo dos animais (TERMAN, 2005).

Seis isoformas do receptor da leptina foram descritas: Ra, Rb, Rc, Rd, Re e
Rf. As Rd e Rf foram descritas somente em camundongos e ratos, respectivamente.

Ja, Ra, Rb e Rc foram encontrados em, pelo menos, duas espécies sugerindo que
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estas promovam func¢des essenciais, visto que ndo sao exclusivas de uma Unica
espécie (LEE et al., 1996).

A comparacdo entre todas as isoformas revela que o dominio extracelular
comum é a porta do dominio citoplasmatico, variavel. A forma Re codifica a proteina
curta, na qual falta o dominio transmembrana. As outras quatro variantes incluem,
além deste ultimo, o "box" JAK (tirosina quinase). A isoforma Rb contem o "Box"
STAT (transdutoras e ativadoras de sinal de transcricdo), o qual ndo € encontrado
nas outras variantes, sendo esta a forma predominante no hipotdlamo (CHEN et al.,
1996; LEE et al., 1996). E de consenso geral que a forma longa do receptor da
leptina (OB-Rb ou simplesmente Rb) seja a forma mais competente em ativar as vias
de sinalizacéo no interior da célula.

A forma OB-Ra é encontrada em altas concentra¢cdes no plexo coronario de
camundongos (GHILARDI et al., 1996), podendo funcionar como uma proteina de
transporte que permite a passagem da leptina do soro através da barreira sangue-
cérebro para dentro do fluxo cielorraquideano (BANKS et al., 1996).

A mutacado recessiva do gene da leptina, tanto no camundongo obeso (ob)
gquanto no diabético (db), resulta em obesidade e diabetes, assemelhando-se
obesidade moérbida em humanos. Parabiose entre estes dois camundongos revelou
gue, enquanto o camundongo db/db ndo era afetado, o camundongo ob/ob tornouw
se hipofisico e morreu de inanicéo. Isto sugeriu que ambos apresentaram mutacdes
em genes distintos, resultando em fenoétipos similares, com o camundongo db/db
produzindo um fator circulante no soro, o qual regula o consumo de alimento em
camundongos ob/ob. Assim, o camundongo ob/ob reage a um sinal de saciedade,
que é inefetivo nos camundongos db/db (NINOV, 2006).

Uma mutacéo de CGA para TGA (C? T), nos camundongos ob/ob, resulta em
mudanca de uma arginina na posicédo 105 para um codon de finalizagcao, formando
uma proteina inacabada, que nao € liberada na corrente sanguinea.

De acordo com Frederich e outros (1995) uma mutacdo no gene da leptina
causa severa obesidade em roedores e sugere que a sua funcao fisiologica seja
evitar a obesidade durante o consumo excessivo de alimento. Entretanto, Ahima e
outros (1996) descrevem que a obesidade (como processo patoldgico) tem fendtipo

recente no decurso da evolugéo biologica e o consumo de alimento pode ter ocorrido
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de forma intermitente, sendo que a adaptacdo a uma situagcédo de desnutricdo pode
ter oferecido maiores vantagens. A leptina pode estar envolvida como um fator para
manter a homeostase energética e a quantidade de reservas compativeis com a
vida. Entre as caracteristicas observadas em animais submetidos a condi¢bes de
desnutricdo severa, limitacdo da competitividade reprodutiva (HAMMOUND, 1955
apud FRISCH, 1984; AHIMA et al.,, 1996) e a reducdo dos niveis de horménios
tireoidianos, 0s quais se tornam normalizados quando os niveis de leptina séo
corrigidos. Estas respostas poderiam ter valor na sobrevivéncia do animal durante
periodos prolongados de falta de alimento, o que poderia ser a funcdo dominante
deste hormoénio (AHIMA et al., 1996).

Gong e outros (1996) obtiveram a sequéncia da regido 5 nao traduzida do
gene OB de humano. Além de duas sequéncias repetidas (MER11 e ALU) e da
regidao "TATA box" e potenciais elementos regulatérios, estavam presentes (C/EBP,
CCAAT/ "enhancer" de ligacdo protéica; GRE, elemento de resposta aos
glicocorticoides; CREB, elemento de resposta ao cCAMP e SP-1). Mason e outros
(1998) encontraram uma regido (LP-1) que se liga a um fator trans-ativador presente
nas células adiposas, mas nao em outras células examinadas.

A proteina OB recombinante, purificada da Escherichia coli, quando injetada
em camundongos ob/ob reduz o peso corporal, a porcentagem de gordura, o
consumo de alimento, a concentracdo de glicose e a insulina do soro
(PELLEYMOUNTER et al., 1995), sendo que a reducéo do peso corporal parece ser
dose-dependente (CAMPFIELD et al., 1996). Em camundongos normais, a reducéo
do peso foi menor (PELLEYMOUNTER et al.,, 1995; HALAAS et al., 1995;
CAMPFIELD et al., 1996).

Os camundongos ob/ob apresentaram maior resposta a acao da leptina do
gue animais magros. A auséncia desta durante o crescimento e desenvolvimento
poderia ser a causa de alta sensitividade a proteina extra (HARRIS et al., 1998).
Barrachina e outros (1997) examinaram o efeito agudo de uma injecao
intraperitoneal de leptina recombinante, em camundongos magros, sobre 0 consumo
e esvaziamento géastrico. A maxima redugdo no consumo ocorreu cinco horas a
partir da administracéo da dose. Este efeito parece néo estar relacionado ao sinal de

saciedade do esvaziamento gastrico.
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A associacao de polimorfismos com caracteristicas de interesse econdmico
tais como crescimento corporal e deposicdo de gordura sdo de grande relevancia
para os programas de melhoramento genético (NINOV, 2006). Uma mutagdo no
receptor da leptina causa o fenétipo observado nos camundongos db/db, os quais
também apresentam severa obesidade, como a observada nos camundongos ob/ob
(CHEN et al., 1996). A mutacdo envolve a mudanca de uma base em um intron,
alterando um sitio de "splice". Na proteina trans-membrana resultante, faltam
aproximadamente 270 aminoacidos no dominio citoplasmatico (LEE et al., 1996).
Assim como as outras formas curtas do receptor, esta mutacao o tornaria incapaz de
ativar as proteinas STATs (GHILARDI et al., 1996; VAISSE et al., 1996).

A administracdo de leptina recombinante em camundongos ob/ob reduz a
massa adiposa por meio do efeito no consumo e no gasto de energia, mas nao tem
efeito sobre o camundongo db/db (PELLEYMOUNTER et al., 1995; HALAAS et al.,
1995; CAMPFIELD et al., 1996), mostrando, entdo que a proteina mutada perde a
funcao.

Além do "splicing" anormal verificado no gene do receptor da leptina de
camundongos db/db, outras alteracdes ja foram detectadas. Campfield e outros
(1996) encontraram uma mutacdo no gene dos camundongos fa/fa, que também
apresenta obesidade, hipercolesterolemia, hiperlipidemia e hiperglicemia. Os autores
encontraram uma unica substituicdo de nucleotideos (A? C) na posicao 880 do
cDNA, de uma regido que é comum a todos o0s receptores conhecidos.

Alteracdes na posicdo 668 do cDNA (A? G) do receptor da leptina humana
levam a substituicdo de glutamina por uma arginina na posi¢cao 223 da proteina,
sugerindo que a resisténcia da leptina, observada em humanos obesos, ndo seja
decorrente do defeito no receptor da leptina (CONSIDINE et al., 1995).

Stephens e outros (1995) investigaram o gene do receptor da leptina em uma
familia com nove irméos, sendo que trés deles apresentavam obesidade morbida.
Estes individuos apresentaram substituicdo de base (G? A) no sitio de "splice" do
gene 16. Os pais e quatro irmaos nao afetados foram heterozigotos. Os afetados
nao apresentaram puberdade e a secrecdo dos hormdnios de crescimento e

tireotrofina estava reduzida.
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Identificou-se polimorfismo no receptor da leptina de suinos (KOPECNY;
STRATIL; CEPICA, 1997). Primers foram desenhados para amplificar um fragmento
de 380pb. A observacdo de sua mobilidade em gel de eletroforese revelou a
existéncia de dois fragmentos diferentes: alelo/variante A (mais lento) e
alelo/variante B (mais rapido). Quando as duas variantes estavam presentes na
mesma amostra, uma banda ainda mais lenta foi observada. Esta banda extra foi
resultante de um heteroduplex. Em animais ndo relacionados de diferentes
linhagens (Landrace, Large White, Black Pied Prestice, Pietrain, Duroc, Hampshire,
Czech Meat Pig e Meishan), somente alelo/variante B foi observado. O alelo/variante
A foi detectado somente em Pietrain.

Soares (2001), utilizando-se do cDNA gerado a partir do mRNA de tecido
adiposo dentro do experimento executado na Universidade Federal de Vigosa,
identificou a expresséo do gene do receptor da leptina em tecido adiposo de familias
suinas comerciais e machos da ragca nativa Piau. A acdo central da leptina por
intermédio de receptores hipotalamicos ja é bem conhecida (STEPHENS et al.,
1995; SCHWARTZ et al., 1996; ERICKSON et al., 1996; SAHU, 1998; FRIEDMAN,
HALAAS, 1998). A leptina atuaria ativando vias especificas de sinaliza¢do dentro da
célula, sendo a forma longa do receptor a que poderia ativar tais vias (CHEN et al.,
1996; LEE et al., 1996).

Alguns pesquisadores tém sugerido que a atuacao da leptina sobre o tecido
gorduroso seja em resposta a presencga de receptores nestes tecidos (SCARPACE;
NICOLSON; MATHENY, 1998; RAMSAY; YAN; MORRISON, 1998), o que foi

confirmado por Soares (2001).

4. GENE DA LEPTINA EM SUINOS

Os suinos ja eram considerados como modelos para a obesidade pela sua
propensao natural a engordar, a qual pode ser maior pela composicao da dieta e sua
ingestdo. Atualmente o gene da OB esta clonado nesta espécie (BIDWEL et al.,
1997). Existem experimentos que afirmam que a expressao do gene varia de acordo
com a propenséo do tecido adiposo (RAMSAY; YAN; MORRINSON, 1998).
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O gene obese de suinos estd localizado no cromossomo 18q13-921
(NEUENSCHWANDER et al., 1996). Bidwell e outros (1997) obtiveram um RNA
mensageiro, expresso no tecido adiposo desses animais, de 3.100 pares de base
(pb). A analise da sequéncia indicou trés exons e dois introns neste gene. Uma curta
sequéncia nao traduzida foi identificada como exon 1 e a sequéncia codificadora de
aminoacidos estava localizada nos segundo e terceiro exons. A expressao do gene
OB foi investigada em multiplos tecidos de animais machos e em glandulas
mamdarias de fémeas lactantes e nado lactantes e apenas o tecido adiposo
apresentou expressao do gene da obesidade. A seqiéncia de bases do gene pode
ser acessada pelo GenBank (U66254) e o tamanho do primeiro intron, assim como o
exon 1, ndo pdde ser determinada.

Ao comparar a leptina de diversas espécies (humano, gorila, chimpanzé,
orangotango, macaco rhesus, cavalo, vaca, porco e camundongo) encontrou-se 67%
de similaridade entre as sequéncias (ZHANG et al., 1997). Neuenschwander e
outros (1996), ao compararem a seqiiéncia de cDNA de suinos com de camundongo
e humano, encontraram de 84 e 86% de semelhanca, respectivamente. Ramsay,
Yan e Morrison (1998) obtiveram um clone de cDNA de toda a regido codificadora
da leptina de suino (gene de acesso no GenBank U59894). Este apresentou 85% de
homologia com a sequéncia de rato ou camundongo e 88% com a de humano. A
mais alta homologia foi observada com a sequéncia de bovino (92%). A mesma
comparacdo Di feita por Bidwell e outros (1997), que encontraram similaridade de
89, 92 e 95%, respectivamente. Doyon e outros (2001) encontraram 85% de
homologia com os humanos. Szydlowski e outros (2004) e Peixoto e outros (2006)
sugerem que signifiquem uma alta conservacao do gene da leptina na evolucéao.

Ramsay, Yan e Morrison (1998) verificaram que o gene da leptina de suino
codificava um sitio transcrito de RNA mensageiro com aproximadamente 4,4kb,
similar em tamanho ao RNA mensageiro de humano. Robert e outros (1998)
isolaram um RNA mensageiro de 2.477pb do gene OB de suinos, o qual inclui a
sequéncia codificadora completa, como também a seqiiéncia 5’ e 3’ ndo traduzida.

O RNA mensageiro da leptina em abundéncia se correlaciona com a
porcentagem de gordura corporal (SPURLOCK et al., 1998; ROBERT et al., 1998).

Os niveis de RNA mensageiro de leptina apresentam-se 4,1 vezes mais altos na
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gordura lombar Landrace gordos, quando comparados aos magros. Os estudos de
Bidwell e outros (1997) mostraram que a abundéancia de RNA mensageiro em suinos
na fase de terminacéo (136 kg) foi 68% maior que em animais em crescimento (60
kg).

Ao dosarem a proteina do soro de suinos obesos, selecionados para maior
espessura de toucinho, Ramsay, Yan e Morrison (1998) constataram que a
guantidade era de aproximadamente 306% maior que 0S niveis presentes no soro
de contemporaneos com pouca espessura de toucinho, obtidos no cruzamento
Landrace x Yorkshire.

Os niveis de leptina sdo mais elevados em leitdes do que em matrizes e estas
apresentaram 0s niveis mais altos que os machos (ROBERT et al., 1998). Por este
motivo, sugere-se que a leptina seja um sinalizador entre o status metabdlico, o
controle neuroenddécrino do apetite, o crescimento e a reproducédo em suinos (BARB;
HUASMAN; HOUSECKNECHT, 2001). Também foram relatadas diferencas nos
niveis de leptina circulante entre racas de suinos, estando as maiores concentracdes
nas racas Berkshire (6.58ng/ml), Poland China (6.45ng/ml) e Landrace (4.77ng/ml),
guando comparadas as Chester White, Duroc (3.49ng/ml) e Yorkshire (3.96ng/ml),
(FISHER; MALLET; HOFFMAN, 2000).

Sasaki, Clutter e Pomp (1996) amplificaram um fragmento de
aproximadamente, 2.200 pb, o qual inclui as regibes de exon do gene OB. A
digestédo do fragmento com a enzima Acil revelou um polimorfismo com um novo par
de alelos segregantes: AA, com aproximadamente 850 pb e BB, com
aproximadamente 600 pb. O gendtipo AB apresentou os dois fragmentos. Foram
genotipados 91 animais resultantes de cruzamentos entre "Wild Boar" com Large
White e Meishan com Large White.

Com base na sequéncia de Neuenschwander e outros (1996), Stratil e outros
(1997) usaram primers especificos para o gene da leptina e encontraram 0 primeiro
polimorfismo relatado, sendo este uma substituicdo T? C na posi¢cdo 3469 do exon
3. O produto amplificado resultou em um fragmento de 152pb, que foi digerido com a
enzima de restricdo Hinf I, sendo detectados dois alelos: alelo T (fragmento com
152pb, ndo cortado) e alelo C (resultante de um sitio de restricdo, produzindo dois

fragmentos, um com 68pb e outro com 84pb). Assim, trés diferentes gendtipos
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puderam ser observados. Foram genotipados sete animais da raga Meishan, 14
Large White, 12 Landrace, seis Pietran, sete “Black Pied Poestice”, seis Hampshire
e 11 “Czech Meat Pig”, sendo que o alelo C estava fixado nos animais da raca
Meishan e o alelo T, provindo da fixacdo nas outras racas.

O estudo do gene da leptina em animais domésticos tem crescido nos ultimos
anos e, em alguns deles, a busca por polimorfismos neste gene procura responder
se as alteracbes encontradas podem estar correlacionadas com caracteristicas
produtivas e reprodutivas (NINOV, 2006). Véarios estudos sugerem relacao entre
polimorfismo e caracteristicas de interesse econdmico (BORGES et al.,, 1998;
JIANG; GIBSON, 1999; CHEN et al. 2004; VAN DER LENDE et al., 2005). Outros
encontraram pouca ou nenhuma significancia estatistica entre eles (MALEK et al.,
2001; KENNES et al., 2001; SZYDLOWSKI et al., 2004; TERMAN, 2005).

Esta busca por correlagcbes entre os polimorfismos com caracteristicas de
interesse econbmico mostrou que estes na posicao 3.469 (T? C) podem estar
associados ao acumulo de gordura e ganho de peso diario em animais das racas
Piau (BORGES et al., 1998), Landrace (KENNES et al., 2001) e Large White (JIANG;
GIBSON, 1999) e, juntamente com o polimorfismo (A? T) na posicdo 2.845, ao
consumo de alimento e a velocidade de crescimento em Landrace (KENNES et al.,
2001).

Robert e outros (1998) identificaram dois diferentes cDNAs, que divergem
pela existéncia ou ndo de um cédon (CAG) na posicdo 49, que codifica 0 aminoacido
glutamina. Os autores observaram, por intermédio de analise com enzima de
restricdo do gene da leptina em populacdes de Landrace, polimorfismo relacionado
ao fenodtipo magro. O polimorfismo encontrado com as enzimas Bgl Il e Hind Il
somente foi observado em individuos magros, enquanto polimorfismos observados
com Xba | foi detectado em animais magros e gordos.

Jiang e Gibson (1999) encontraram quatro polimorfismos diferentes em
suinos, envolvendo pares de base isolados: C? T, A? G, C? T, e G? T. Estas
substituicbes estavam nas posicdes 867, 1.112, 3.469 e 3.714, respectivamente.
Foram genotipados 29 animais da raga Duroc, 29 Hampshire, 30 Landrace, 32 Large
White e 30 animais da raca chinesa Erhualian, para possibilitar a comparacdo com

as racas européias. Os dois primeiros polimorfismos ocorreram em intron. Os dois
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préximos ocorreram na regido codificadora, mas ambas eram silenciosas.
Entretanto, as trés ultimas mutacbes mudaram o sitio de reconhecimento para a
enzima de restricdo Taq I, Hinf | e Pst I, respectivamente. Os autores sugeriram uma
possivel associacdo entre o polimorfismo na posicdo 3.649 e a deposicdo de
gordura em suinos, mas as evidéncias ndao foram conclusivas, pois o alelo C nesta
posicao do gene estava fixado na populacéo chinesa e o alelo T ocorreu com maior
freqléncia nos animais da raca Large White, selecionados para maior espessura de
toucinho.

No Brasil, a partir de 1998, iniciou-se, no Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vigosa, a construgcdo de uma populacdo segregante de
suinos utilizando como animais parentais fémeas da linhagem comercial (composto
branco) e machos da raca nativa brasileira (Piau). Estes cruzamentos permitiram a
formacéo da geracdo F2 com 620 exemplares. Alguns genes tém sido escolhidos
como candidatos tendo como base suas fun¢des fisiologicas, para serem estudados
nestas familias (GUIMARAES et al., 2001) e estes tém sido seqienciados e
avaliados em painéis de enzimas de restricdo para identificacdo de polimorfismos,
entre eles estéo os da Leptina e o Receptor de Leptina (SOARES, 2001).

Dentre as alterac@es identificadas por Soares (2001), no gene da Leptina, em
um dos machos nativos da geracdo parental, foi encontrada uma substituicdo T ? C
na posicdo 3.469 pb. Este polimorfismo reconhecido pela endonuclease Hinf I, esta
tendo sua frequéncia levantada nos animais da geragdo F2, para que possa ser
avaliado se apresenta algum efeito fenotipico, pois apesar de se encontrar em
regido extra ndo traz mudancas na composi¢do dos aminoacidos.

A sequéncia de bases geradas pelo sequienciamento automatico do cDNA da
leptina (Quadro 1), gerada a partir de mRNA extraido de tecido adiposo de fémeas
parentais comerciais e dos machos parentais Piau nao diferenciou da sequéncia
relatada por Ramsay, Yan e Morrison (1998) e Robert e outros (1998). A
comparacao das sequéncias geradas pelo estudo citado, com a sequéncia publicada
por Neuenschwander e outros (1996) mostrou haver divergéncia em seis bases. O
mesmo numero de diferencas também foi relatado por Robert e outros (1998).
Ramsay, Yan e Morrison (1998) encontraram variacdo em sete bases em relagdo a

sequéncia de Neuenschwander e outros (1996).
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seqiiéncia TCC TAC GTT GAA GCC GTG CCC ATC TGG AGA GTC CAG

aminoacido S Y V E A V P | W R \% Q
sequéncia GAT GAC ACC AAA ACC CTC ATC AAG ACG ATT GITC ACC
aminoacido D D T K T L I K T I \% T
sequéncia AGG ATC AGT GAC ATT TCA CAC ATG CAG TCT GTC TCC
aminoacido R I S D I S H M Q S \% S
sequéncia TCC AAA CAG AGG GTC ACC GGT TTG GAC TTC ATC CCT
aminoacido S K Q R \% T GGT L D F | P
seqiéncia GGG TCT CAT CCT GTC CTG CGT TTG TCC AAG ATG GAC
aminoacido G L H P V L S L S K M D
sequéncia CAG ACC CTG GCG ATC TAC CAA CAG ATC CTC ACC AG
aminoacido Q T L A I Y Q Q I L T

QUADRO 1 - Sequéncia de bases gerada a partir do cDNA de um segmento do gene da leptina. As
seqliéncias estdo na linha superior e os aminoacidos correspondentes a cada cédon estédo
posicionados logo abaixo destes

A contribuicdo individual do gene da leptina em caracteristicas produtivas e
reprodutivas € ainda desconhecida, pois o0 crescimento e a composi¢cao de carcacas
sdo controlados por varios genes e influenciados pelo meio (SZYDLOWSKI et al.,
2004; PEIXOTO et al., 2006).

5. RACA PIETRAIN

A raca Pietrain foi encontrada pela primeira vez, em 1920, no vilarejo de
Pietrain, proximo a cidade de Brabant, Bélgica (PORTER, 1993; ROTHSCHILD;
RUVINSKY, 1998). Existem véarias teorias sobre sua origem, sendo todas baseadas
em racas de constituicdo larga, forte e musculosa (PORTER, 1993). Os suinos
Pietrain possuem pelagem cinza e branca com manchas pretas largas e irregulares,
circuladas por um anel de pélos brancos na pele pigmentada. As orelhas séo eretas
e voltadas para frente.

A raca caracteriza-se por alta porcentagem de carne magra, baixos indices de
gordura, grande &rea de olho de lombo e maior conformacao de carcaga nos pernis
(ROTHSCHILD; RUVINSKY, 1998). Entretanto, os cruzamentos com Pietrain
caracterizam-se pela deterioragcédo da qualidade da carne, aumentando os valores de

pH2n - perda por exsudacgéo e cor. De acordo com Antunes e Borges (1997), estes
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resultados estdo correlacionados com o gene halotano, que constitui uma
caracteristica herdavel do tipo autossbmica e faz com que 0s animais em
homozigose recessiva apresentem PSE, sigla internacional para denominar carne de
coloracdo pélida, de textura mole e exsudativa; causando prejuizos a industria de
embutidos ja que cor, consisténcia e capacidade de retencédo de 4gua séo afetadas.

Durante a Il Guerra Mundial, devido ao aumento da demanda de gordura da
época, a espécie esteve quase extinta (ROTHSCHILD; RUVINSKY, 1998). Porém,
apos este periodo, a procura por carne suina magra aumentou rapidamente em todo
o0 mundo.

Assim sendo, o aprimoramento genético da linhagem paterna da raca Pietrain
veio ao encontro das necessidades de um mercado cada vez mais exigente em
termos de qualidade de carcaca. As vantagens constitucionais desta raca oferecem
menor teor de gordura e espessura de toucinho, dianteiro e pernil avantajados e um
lombo maior. Em funcdo da crescente tecnificacdo da suinocultura e da reducéo da
mao-de-obra, as pesquisas também tém focado o desenvolvimento de habilidades
maternas nessa raca, como docilidade das matrizes, alta producdo leiteira e
vitalidade dos leitbes (PORTER, 1993).

6. RACA LARGE WHITE

A raca foi descrita pela primeira vez na Inglaterra, em Yorkshire e outros
condados proximos, em 1868. Uma das racas de maior rebanho no Brasil dentre as
racas puras. Destas, foi a Ultima a ser introduzida no pais, no inicio da década de
1970 e, pelo desempenho apresentado, vem aumentando anualmente a sua
participaco. E bastante utilizada na reproducéo e miscigenacio (PORTER, 1993).

Possui cabeca moderadamente longa, cara ligeiramente cdncava, focinho
largo e direcionado para cima, orelhas eretas e longas e corpo comprido; levemente
arqueado para tras. A pelagem € branca, assim como a pele que também é fina,
sem enrugamentos ou manchas (PORTER, 1993).

Caracterizada por sua robustez, facil adaptacdo ao sistema intensivo de

producéo, prolificidade, excelentes rendimento de carcaca, producéo de presunto e
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bacon e rapido crescimento, sdo muito usados em cruzamentos com Landrace. Os
varrdes sao fortes e as matrizes possuem boa habilidade materna e vitalidade de
leitdes (PORTER, 1993). De acordo com Pires e outros (2002), os Large White
apresentam as melhores médias para GPD (ganho de peso diario) e ID100 (idade
para atingir 100 kg) em relagéo as racas Duroc e Landrace. Fonseca e outros (2005)
também observaram diferencas entre estas racas suinas, quando trabalharam com
caracteristicas reprodutivas e em cruzamentos as fémeas Large White contribuiram
com alelos favoraveis para as caracteristicas GPD e ID100.

De acordo com Tibau e outros (1997), a raca Large White oferece um ganho
de peso diério e crescimento maximo maiores e menor idade (em dias) aos 90 kg em
relacdo aos animais Pietrain, sendo consideradas linhagens de crescimento rapido e

lento, respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2 — Desempenho e caracteristicas de carcaca e da carne de suinos das
racas Large White e Pietrain, dos 35 aos 90kg de peso vivo

Crescimento Ganho de Idade Carne Gordura
maximo (kQg) peso diario aos 90 magra Intramuscular
(g/dia) kg (dias) (%) (%)
Large White 90-100 1000 145 54,5 0,89
Pietrain 80 800 168 66,3 0,61

FONTE: Tibau et al., 1997.

Essas observacdes sugerem que o gene Obese pode ser candidatos para
marcar caracteristicas de relevancia econémica, como consumo de alimento,
espessura de toucinho, crescimento e reproducéo. Assim, diferencas na sequéncia
de DNA nesses genes poderdo oferecer mais uma estratégia nos programas de
selecdo de suinos (SOARES et al., 2006), por meio de marcadores moleculares.

O capitulo 2, intitulado “Polimorfismo Hinf | do gene obese em suinos das
racas Pietrain e Large White apds selecdo divergente” objetivou identificar
polimorfismos pela técnica de PCR-RFLP no gene da obesidade e compara-los nas
linhagens materna e paterna em suinos da raca Pietrain e na linhagem paterna de

Large White, que sofreram selecéo genética divergente por mais de 30 anos.
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Polimorfismo Hinf I do gene obese em suinos Pietrain e Large White ap0s

selecéo divergente

RESUMO

Objetivou-se identificar a existéncia de polimorfismos no gene da leptina em
112 suinos e compara-los entre as linhagens materna e paterna das racas Pietrain e
Large White que sofreram selecdo divergente por mais de 30 anos. Amostras de
DNA extraido do sangue dos animais foram amplificadas por PCR e genotipadas por
RFLP por meio da enzima de restricdo Hinf I. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste qui-quadrado. Identificou-se 87,5% de gendtipos TT e
12,5% TC. Nao foi observado nenhum suino CC. Ao relacionar o genétipo e sexo
dos animais, independentemente de raca ou linhagem, ndo se obteve diferenca
estatisticamente significante. Comparando as freqiéncias genotipicas das linhagens
materna e paterna de Pietrain ndo foi possivel afirmar que o gene da obesidade
tenha se fixado na linhagem materna. Ja entre as linhagens paternas de Pietrain e
Large White verificou-se diferenca estatistica significativa, sugerindo que o alelo C
esteja associado ao crescimento e ganho de peso diario e, a baixa freqiiéncia deste
nos Pietrain, esteja relacionada ao baixo indice de gordura corporal caracteristico

desta raca.

PALAVRAS-CHAVE: linhagem materna, linhagem paterna, marcadores

moleculares, leptina, gene da obesidade, PCR-RFLP
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INTRODUCAO

O gene obese (OB) codifica uma proteina de 16 kDa denominada leptina (do
grego “leptos” que significa delgado (DIO et al., 2002)). Esta é produzida e secretada
guase que exclusivamente pelos adipécitos e circula no sangue (ZHANG et al.,
1997; FAROOQI et al., 1998; BARB; HUASMAN; HOUSEKNECHT, 2001). Tem sido
proposto que esse hormonio tenha func¢des de controle do peso corporal por meio de
um sistema de feedback (FRIEDMAN, 1997); sensor de balanco energético
(HOUSEKNECHT et al., 1998); aumento da taxa metabdlica geral e dos niveis de
atividade, enquanto diminui o apetite (BARASH et al., 1996); influéncia sobre a
atividade reprodutiva (BARASH et al.,, 1996; SILVA, 2003; TERMAN, 2005) e
fertilidade (SMITH; JACKSON; FOSTER, 2002); regulacéo da secrecédo do hormonio
do crescimento, estimulando-o (BARB; HUASMAN; HOUSEKNECHT, 2001;
BARATTA et al., 2002).

Nos suinos, o gene da leptina foi clonado por Bidwell e outros (1997) e esta
localizado no cromossomo 18 (NEUENSCHWANDER et al., 1996; CAMBELL, 2001).
Sua sequéncia consta no GenBank (# U66354), assim como seu mRNA (# U59894)
(RAMSAY; YAN; MORRISON, 1998) e é considerado um gene candidato para
marcar caracteristicas de relevancia econ6mica, como consumo de alimento,
espessura de toucinho, crescimento e reproducédo (LAGONIGRO et al., 2003).

Desta forma, a busca por polimorfismos neste gene procura responder se as
alteracdes encontradas podem estar correlacionadas com caracteristicas produtivas
e reprodutivas. Em suinos, foram descritos sete polimorfismos no gene da leptina:
CIT, AIG, CIT, GIT, AIT, TIC e G/A nas posi¢cdes: 867, 1112, 3469, 3714, 2845, 3996
e 2728, respectivamente (STRATIL et al., 1997; ROBERT et al.,, 1998; JIANG,;
GIBSON, 1999; KENNES et al., 2001). Soares e outros (2006) relatam que, em
alguns trabalhos como os de Robert e outros (1998) e Jiang e Gibson (1999), ha
sugestdo de relacdo entre o polimorfismo e as caracteristicas de interesse
econdbmico. Outros encontraram pouca ou nenhuma significancia estatistica entre
eles (MALEK et al.,, 2001; KENNES et al., 2001; SZYDLOWSKI et al., 2004;
TERMAN, 2005).
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Peixoto e outros (2006) afirmam que a contribuicdo individual do gene da
leptina em caracteristicas produtivas e reprodutivas é ainda desconhecida, pois o
crescimento e a composicdo de carcacas sao controlados por Varios genes e
influenciados pelo meio.

Essas diferencas na sequéncia de DNA no gene da leptina poderdo oferecer
mais uma estratégia nos programas de selecdo de suinos por marcadores
moleculares (MAS) (SILVA, 2003), por meio dos aumentos da acuracia na predi¢ao
dos valores genéticos (DE VRIES; SOSNICKI; PLASTOW, 1998) e da intensidade
de selecdo, para caracteristicas limitadas pelo sexo, e com a reducéo do intervalo de
geracoes, em caracteristicas de carcaca (VISSCHER; PONG-WONG; WHITEMORE,
2000). Reis Filho (2007) afirma que haplétipos intragénicos compostos por varias
mutac¢des neutras tendem a estar em forte desequilibrio de ligacdo com variantes
alélicas funcionais nos sitios determinando variacdo funcional no gene.
Consequentemente, qualquer polimorfismo encontrado dentro do gene e em suas
sequéncias regulatdrias é Util para analise de genes candidatos, independentemente
0s sitios séo funcionais ou nao.

De um modo geral, a estratégia adotada por laboratérios, para construgdo de
mapas de ligacdo e analise e deteccdo de QTLs, explora a divergéncia genética e
fenotipica entre as ragas suinas. As ragas de suinos usadas para 0s cruzamentos de
referéncia sdo de trés tipos: racas comerciais européias ou americanas (Large
White, Landrace e/ou Pietrain), racas chinesas (principalmente Meishan) e o porco
selvagem europeu (ELLEGREN et al., 1995; REIS FILHO, 2007).

Assim sendo, neste trabalho utilizou-se a raga Pietrain, cujo aprimoramento
genético da linhagem paterna veio ao encontro das necessidades de um mercado
cada vez mais exigente em termos de qualidade de carcaca, apresentando como
vantagens constitucionais: menor teor de gordura e espessura de toucinho, dianteiro
e pernil avantajados e um lombo maior e, em funcdo da crescente tecnificacdo da
suinocultura e da reducdo da méo-de-obra, as pesquisas também tém focado o
desenvolvimento de habilidades maternas nessa raca, como docilidade das
matrizes, alta producéo leiteira e vitalidade dos leitdes (PORTER, 1993). E a raca
Large White, que oferece maior ganho de peso diario, menor idade ao atingir 90 kg

em relagcdo aos animais Pietrain (TIBAU et al., 1997), sendo consideradas linhagens
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de crescimento rapido e lento, respectivamente.

O objetivo deste estudo foi o de identificar e comparar a freqiéncia dos
polimorfismos dos genes obese nas linhagens paterna e materna da raca Pietrain e
nas linhagens paternas de Pietrain e Large White, que sofreram selecdo divergente

por mais de 30 anos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 112 suinos, sendo 36 da linhagem paterna de Pietrain (08
machos e 28 fémeas); 30 da linhagem materna de Pietrain (11 machos e 19 fémeas)
e 46 da linhagem paterna de Large White (11 machos e 35 fémeas) de uma granja
ndcleo de uma empresa de melhoramento genético, localizada em Rio Verde — GO.

Coletaram-se amostras de sangue destes animais, por puncdo da veia
jugular, utilizando agulhas de 1,2 mm x 40 mm (BD Precisionglide) e seringas de 10
ml (BD Plastpak). O acondicionamento realizou-se em Vacutainers com 7 ml de
volume contendo solucéo anti-coagulante (EDTA).

O sangue foi transportado em uma caixa de isopor, contendo gelo reciclavel
para o resfriamento e conservacdo do material durante um percurso de
aproximadamente 400 km da granja nucleo em Rio Verde, GO até a empresa

Biogenetics, localizada em Uberlandia, MG, onde se realizou a extracdo do DNA.

Procedimentos laboratoriais

A extracao do DNA sangue foi realizada por meio do protocolo Master Mix:

a) Centrifugar o sangue total a 5000rpm por 40min para formar a camada de
leucdcitos entre o plasma e a parte solida do sangue;

b) Remover uma aliquota de 500ul da camada de leucécitos, colocar em um
tubo de 2ml e adicionar 1ml de tampéo de lise celular (Tabela 3) gelado;

c) Vortexar cuidadosamente por 10s para ressuspender as células e
completar a lise;

d) Centrifugar a 8.000rpm durante 5min para precipitagdo dos nucleos;
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e) Descartar o sobrenadante cuidadosamente. Adicionar 1ml de tampé&o de
lise celular e repetir os passos c e d até que o pellet adquira uma cor branca,

f) Adicionar 400ul de Master Mix (Tabela 4) a cada tubo e pipetar “up and
down” até que o pellet se desfaca. Adicionar 20ul de proteinase K;

g) Incubar as amostras a 55°C overnight ou deixar a 65°C por 2h;

h) Centrifugar a 13.000rpm durante 5min para precipitacdo dos debris
celulares;

i) Recolher o sobrenadante em um tubo limpo e adicionar 200ul de cloreto de
litio 7,5M ou cloreto de sédio saturado (7M) a cada uma das amostras. Vortexar por
5 s e incubar as amostras em gelo por 10min;

J) Centrifugar por 15min a 13.000rpm para precipitacdo de proteinas e outros
contaminantes;

[) Recolher o sobrenadante em um tubo limpo e adicionar 1ml de etanol
absoluto; misturar por inversdo até que os flocos de DNA se tornem visiveis (deixar
overnight se o pellet for pequeno);

m) Centrifugar os tubos a 13.000rpm por 10min para precipitar o DNA.
Adicionar 1ml de etanol 70% sem desfazer o pellet;

n) Centrifugar os tubos a 13.000rpm por 10min. Retirar o etanol, deixar secar
o pellet durante pelo menos 30min e ressuspender em 200pl de 4gua.

Obs: a quantidade de agua depende do tamanho do pellet formado.

TABELA 3 — Protocolo para o tampao utilizado na lise celular durante o processo de
extracdo de DNA para genotipagem de 112 suinos de linhagens materna e paternas
de Pietrain e Large White

Reagente Estoque Trabalho
Sacarose 320mM 100% 43,819
Tris-HCI 10mM, pH 7,5 1M 4,0ml
MgCl2 5mM 1M 2,0ml
Triton X-100 100% 4,0ml

Agua Completar para 400ml
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TABELA 4 — Protocolo para o Master Mix utilizado durante o processo de extracao
de DNA para genotipagem de 112 suinos de linhagens materna e paternas de
Pietrain e Large White

Reagente Estoque Trabalho
Tris-HCI 10mM, pH 7,5 1M 2,0ml
EDTA 10mM 0,5M 4,0ml
NaCl 10mM 3,0M 667l
SDS 0,5% 10% 10ml
Agua Completar para 200ml|

ApOs a extracdo dos acidos nucléicos, a PCR-RFLP foi realizada no
Laboratério de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), em Uberlandia-MG.

Para estimar o volume necessario a realizacdo da PCR, verificouse a
guantidade de DNA obtida por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, por
leitura da intensidade de fluorescéncia do brometo de etidio.

Em seguida, realizou-se uma reacdo em cadeia de Polimerase (PCR). Utilizouw
se a mesma sequéncia do par de primers de Strati e outros (1997)
(5TGCAGTCTGTCTCCTCCAAAZ’ (forward) - 5" CGATAATTGGATCACATTTCTG3’
(reverse)) que amplificava uma sequéncia de 152 pares de bases (pb) dentro do

gene obese no suino (Tabelas 5 e 6).

TABELA 5 - Condic¢des 6timas da reacao de PCR realizada para a genotipagem de
112 suinos de linhagens materna e paternas de Pietrain e Large White

Reagentes Quantidade por amostra
DNA 0,5uL
Tag DNA Polimerase 0,2uL
Primer 0,8uL
dNTP 0,5pL
MgCl, 1,2uL
Tampé&o da enzima 2,0uL
Agua MiliQ estéril 14,8uL

TOTAL 20,0pL
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TABELA 6 — Programacéao do termociclador utilizado para a reacdo de PCR

realizada na genotipagem de 112 suinos de linhagens materna e paternas de
Pietrain e Large White

Acéo T °C/Tempo
Desnaturacao inicial 95°C - 2min
Desnaturacao 95°C - 1min
Anelamento 55°C - 1min
Extensao 72°C - 1min
Ciclos de amplificacao 34 vezes
Extenséo Final 72 °C - 10min
Incubacao 4°C — 1h

Com a conclusdo da PCR, o produto amplificado foi visualizado em
eletroforese em gel de agarose a 1,5% - TBE 0,5X, corado com brometo de etidio.

Para a verificagdo de polimorfismo entre os animais, foi realizada uma
restricdo enzimatica com Hinf | (Tabela 7), a qual cliva uma seqiiéncia constituida
por GANTC (N= A, C, T ou G). O gene obese possui uma regidao GAGTT e foi
realizada a clivagem quando havia uma troca da base T interna por C, levando a
formacao de dois fragmentos no mutado, compostos de 84 e 68 pares de base cada.

Para tal, o produto da PCR necessitou ficar em overnight a 37°C.

TABELA 7 — Condi¢fes da restricdo enzimatica realizada durante a genotipagem de
112 suinos de linhagens materna e paternas de Pietrain e Large White

Reagentes Quantidade por amostra
Produto da PCR 10uL
Enzima HINF1 0,2uL
Tampao da Enzima 1,5uL
Agua 3,3uL
TOTAL 15,0uL

Em seguida, o produto da restricdo enzimatica com eletroforese em gel de
agarose 3,5% - TBE 0,5X e corado com brometo de etidio foi visualizado. A
genotipagem foi realizada pela visualizacdo dos géis corados em um transiluminador
de luz ultravioleta. Os animais considerados TT apresentaram a sequéncia néo-
clivada, ou seja, uma banda de 152pb; nos TC havia trés bandas, sendo uma de
152pb e as originadas da clivagem na mutacéo (84 e 68pb) e os suinos CC somente

as duas bandas menores (Figura 1).
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Marcador TT TC cC

84pb

68pb — —

FIGURA 1 — Desenho esquematico de um gel de agarose apresentando os trés possiveis genétipos
apos a restricdo enzimética, com respectivas bandas e pesos moleculares (TT — banda 152pb; TC —
bandas 152, 84 e 68pb; CC — bandas 84 e 68pb)

Andlise estatistica

Os genétipos obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de c¢? (Qui-
guadrado) a uma significancia de 0,05 (SOUNIS, 1985). O mesmo teste foi utilizado
para comparacao estatistica entre os dados deste trabalho e os de Borges e outros
(1998) e Stratil e outros (1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Genotipagem

Nas primeiras amplificagbes do material genético, para a otimizacdo da
guantidade de DNA a ser usado, obteve-se resultado satisfatorio para todos os
volumes analisados (0,5 a 1,5ul), portanto, estipulou-se que as reacoes
subsequentes seriam realizadas com o menor volume de DNA testado, ou seja,
0,5ul, por ser a amostra que apresentou a menor quantidade de residuos.

O padrdo de bandas encontrado seguiu-se de acordo com Stratil e outros
(1997), conforme esperado, j& que os primers utilizados foram 0os mesmos. A
genotipagem dos animais foi feita baseada neste padrdo, no qual se pode observar
gue os individuos de gendtipo CC apresentam duas bandas proximas (84 e 68 pares
de base); os TT somente uma de maior peso molecular (152 pares de base) e 0s

heterozigotos (TC) possuem as trés bandas dos demais gendétipos (Figura 2).



FIGURA 2. Gel de agarose apresentando os trés possiveis genoétipos apés a restricdo enzimatica,
com respectivas bandas e pesos moleculares (TT — 152pb; TC — 152, 84 e 68pb; CC — 84 e 68pb). M.
Marcador de peso molecular. 1. Amostra padrdo de genétipo TT. 2. Amostra padrao de genétipo TC.

3. Amostra padrao de genétipo CC. 4, 5, 6, 7, 9. Amostras TT. 8. Amostra TC.

Freqiéncias genotipicas e alélicas

ApOs genotipados os 112 suinos Large White (linhagem paterna) e Pietrain
(inhagens materna e paterna), foram determinadas as frequéncias genotipicas
(Tabela 8) e alélicas (Tabela 9) do gene da obesidade. Observouse 87,5% de
animais com o genotipo TT, sendo 31,25% da linhagem paterna de Large White;
31,25% da linhagem paterna de Pietrain e 25% da linhagem materna de Pietrain. Do
genotipo TC, eram 12,5% nos quais 10% eram Large White, 0,5% da linhagem
paterna de Pietrain e 2% da linhagem materna da mesma raca, com 0% de CC.
Quanto as frequiéncias alélicas encontrou-se 93,75% de alelos T e 6,25% de C.

TABELA 8 - Determinacéao das frequéncias genotipicas do gene da obesidade de
112 suinos das racas Pietrain (linhagens materna e paterna) e Large White
(linhagem paterna)

Frequéncias genotipicas

Racas TC % TT % CC % Total %
Pietrain (linhagem materna) 2 1.8 28 25 0 0 30 26,8
Pietrain (linhagem paterna) 1 09 35 3125 O 0 36 32,15
Large White (linhagem paterna) 11 98 35 3125 O 0 46 41,05
TOTAL 14 125 98 875 O 0 112 100
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TABELA 9 — Determinacédo das frequé ncias alélicas do gene da obesidade de 112
suinos das racgas Pietrain (linhagens materna e paterna) e Large White (linhagem

paterna)
Frequéncias alélicas
Racas T % C % TOTAL %
Pietrain (linhagem materna) 58 259 2 0,9 60 26,8
Pietrain (linhagem paterna) 71 31,7 1 0,45 72 32,15
Large White (linhagem paterna) 81 36,15 11 49 92 41,05
TOTAL 210 93,75 14 6,25 224 100

As frequéncias observadas néo diferiram estatisticamente das relatadas por
Borges e outros (1998), que ao genotiparem 80 suinos Large White observaram
82,5% TT, 17,5% TC e nenhum CC e ao analisar 53 animais Pietrain, obtiveram
90,56% de gendtipos TT; 7,54% de TC e 1,88% de CC. (Tabela 10).

TABELA 10 - Comparacdo das freqliéncias genotipicas para as racas Large White
e Pietrain encontradas por Borges e outros (1998) e as deste trabalho
Frequéncia genotipica

Borges et al. (1998) Dissertacao
Raca TT TC CC TT TC CC
Large White 66 14 0 35 11 0
Pietrain 48 4 1 63 3 0

¢ 2<5,9915 — ndo significativo

Ao comparar as frequéncias alélicas encontradas por esses mesmos autores
e 0s aqui observados também ndo se encontrou diferenca estatistica significativa
(Tabela 11). Stratil e outros (1997) ao estudarem Large White encontraram 82% de
frequéncia alélica T e 18% de C, ja em Pietrain relataram 75% de T e 25% de C.
Borges e outros (1998) relataram 95% de alelos T e 5% de C em Pietrain e 91% de
T e 9% de C em Large White. A baixa freqiiéncia do alelo C é consistente ainda com
os dados de Kulig; Grzestak e Szatkowska (2001); Korwin-Kossakowska e outros

(2001) e Szydlowski e outros (2004) ao estudarem outras racas suinas.
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TABELA 11 - Comparacdao das freqiéncias alélicas para as racas Large White e
Pietrain encontradas por Stratil e outros (1997); Borges e outros (1998) e as deste

trabalho
Frequéncia alélica
Stratil et al. (1997) Borges et al. (1998) Dissertacéo
Raca T C T C T C
Large White 0,82 0,18 0,91 0,09 0,88 0,12
Pietrain 0,75 0,25 0,95 0,05 0,98 0,02

C < 3,8415 — ndo significativo

Sexo X Gene da Obesidade

Ao testar o gendtipo em relacdo ao sexo dos suinos, independentemente de
raca ou linhagem, obteve-se resultado negativo (Tabela 12), comprovando que o
gene OB é autossdmico e ndo esta ligado ao sexo. Entretanto, Peixoto e outros
(2006) afirmam que as diferencas entre genotipo e sexo representam as distintas
condicbes ambientais, nas quais a leptina se expressa, e os efeitos do genotipo
podem ser explicadas pelas diferentes expressfes da proteina em machos e
fémeas.

Em humanos, observou-se que as mulheres secretam trés vezes mais leptina
gue os homens. Nestes, a quantidade desta proteina diminui apés a puberdade, pois
a testosterona é capaz de inibir sua sintese, enquanto que, o estrégeno é capaz de
estimula-la. E possivel que haja diferencas entre os sexos também nos suinos, em
funcdo da alta similaridade (86%, segundo Neuenschwander e outros (1996)), entre
0s genes nestas espécies (PEIXOTO, 2006). Esta interacdo indica que marcadores

moleculares podem ter diferentes resultados entre 0os sexos.

TABELA 12 - Relacdo das freqUiéncias genotipicas do gene da obesidade de 112

suinos das racas Pietrain (linhagens materna e paterna) e Large White (linhagem
paterna) e 0 sexo

Sexo TC % TT % Total %
Machos 4 3,60 26 23,20 30 26,80
Fémeas 10 8,90 72 64,30 82 73,20
TOTAL 14 12,50 98 87,50 112 100

C < 3,8415 — ndo significativo
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Linhagens materna e paterna de suinos da raga Pietrain X Gene da Obesidade

Ao comparar as frequiéncias genotipicas das linhagens de Pietrain paterna e
materna ndo se encontrou diferenca estatisticamente significativa (Tabela 13).
Assim, ndo é possivel afirmar que o gene da obesidade tenha se fixado mais na
linhagem materna em relacdo a paterna. Acreditava-se que este teria se fixado mais
na linhagem materna, pois com a crescente tecnificacdo da suinocultura e da
reducdo da méao-de-obra, as pesquisas focaram o desenvolvimento de habilidades
como alta producao leiteira, que esta relacionada a gordura corporal das porcas
(PORTER, 1993) e o fato das ragas chinesas hiperproliferas, como a Meishan,
serem obesas, enquanto que, na linhagem paterna € desejavel menor teor de
gordura e espessura de toucinho (PORTER, 1993).

Jiang e Gibson (1999) encontraram correlacdo positiva entre o alelo C e a
taxa de gordura corporal na raca Meishan. Borges e outros (1998) sugeriram que o
alelo C pode estar associado com o acumulo de gordura. Posteriormente, Kuryl e
outros (2003) concluiram que o gendtipo TT pode ser mais vantajoso por estar
associado a menor deposicdo de gordura na carcaca quando comparado ao TC.
Trabalhos de Urban e outros (2002) verificaram que animais da raca Landrace,
homozigotos (TT) apresentaram menor ganho diario de peso em relagdo aos
heterozigotos (TC); uma associacdo inversa foi observada por Kennes e outros
(2001).

TABELA 13 - Relacéo entre as frequéncias genotipicas do gene da obesidade de 66
suinos das linhagens materna e paterna da raca Pietrain
Racas TT % TC % Total %
Pietrain (linhagem materna) 28 42,50 2 3,00 30 45,50
Pietrain (linhagem paterna) 35 53,00 1 1,50 36 54,50
TOTAL 63 95,50 3 5,50 66 100

C ?< 3,8415 — nao significativo

As diferencas entre as linhagens paternas e maternas de suinos tém impacto
no crescimento e desenvolvimento desses animais, que podem ser mediadas pelo
metabolismo e particdo de nutrientes entre tecidos adiposo e muscular (SINCLAIR et

al., 1998). Essas variacbes no metabolismo energético podem ser atribuidas, em
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parte, ao perfil enddcrino das diferentes linhagens maternas e paternas e as
condi¢cbes ambientais (LEININGER et al., 2000).

Litten e outros (2004) afirmam que as diferencas quanto a crescimento,
consumo alimentar e qualidade de carcaca entre as linhagens materna e paterna de
racas suinas sao, principalmente, devido a genética, com pouca influéncia de fatores
enddcrinos desses animais.

Sabe-se que, nos mamiferos, as maes exercem efeito maior que os pais
sobre o fenétipo dos descendentes, pois, além da contribuicdo genética, podem
influenciar a progénie por meio do ambiente que lhe proporciona. Assim, as
caracteristicas de crescimento, principalmente até o desmame, sdo determinadas
por dois genotipos: o do proprio animal (efeito genético direto) e o de sua mae (efeito
genético materno). Pesquisadores ainda afirmam que ha efeito materno significativo
em caracteristicas que se expressam mais tarde na vida do animal, e concluem que,
como foram encontradas correlacfes genéticas negativas entre o efeito direto e
materno para Varias caracteristicas e racas, faz-se necessario incluir o efeito
genético materno nos modelos para estimacédo de parametros genéticos e avaliacédo
genética. J4, Pires e outros (2002), ao avaliar tendéncias genéticas de efeitos diretos
e maternos de caracteristicas de leitegada em suinos, concluiram que as tendéncias
genéticas dos efeitos genéticos maternos apresentaram-se negativas ou
praticamente nulas, indicando a inexisténcia de preocupacdo com tal efeito nos

programas de melhoramento das populac¢des estudadas.

Linhagens paternas de Pietrain e Large White X Gene da Obesidade

Entre linhagens paternas de Pietrain e Large White houve diferenca
significativa (Tabela 14), na qual os Large White apresentaram mais gendtipos TC
em relacdo aos Pietrain, sugerindo que o alelo C estd associado ao crescimento e
ganho de peso diario, ja que o crescimento dos Large White é considerado rapido,

enquanto que, dos Pietrain é lento.
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TABELA 14 - Relacéo entre as frequéncias genotipicas do gene da obesidade de 82
suinos da linhagem paterna das racas Pietrain e Large White
Racas TT % TC % Total %
Large White (linhagem paterna) 35 42,70 11 16,70 46 55,80
Pietrain (linhagem paterna) 35 42,70 1 1,50 36 44,20
TOTAL 70 85,40 12 18,20 82 100

C?>3,8415 - significativo

Houseknecht e outros (1998) afirmam que a regulacdo da ingestdao do
alimento e o balanco energético corporal sdo importantes para otimizar o
crescimento dos animais. Além disso, foi observado que a leptina regula a secrecao
do hormdnio do crescimento, estimulando-o (BARB et al., 1998).

A raca Large White também é associada a alta prolificidade (PORTER, 1993)
e melhores médias para ganho de peso diario (GPD) (PIRES et al., 2002). Assim, &
possivel que o alelo C esteja relacionado ao crescimento e ganho de peso diario e a
diferenca nao significativa encontrada entre as linhagens materna e paterna de
Pietrain seja devido ao tamanho da amostra. Porém, Szydlowski e outros (2004) ndo
encontraram associagao entre polimorfismo R3469C do gene da leptina e
caracteristicas de gordura intramuscular em Large White analisando 135 animais.

E possivel que a baixa freqiiéncia do alelo C nos Pietrain esteja associada as
caracteristicas da raca, citados por Rothschild e Ruvinsky (1998) como alta
porcentagem de carne magra, baixos indices de gordura, grande area de olho de
lombo e maior conformacédo de carcaca nos pernis. Além disso, Gregory e outros
(1977) encontraram maiores niveis de insulina circulante em suinos da raca Large
White em relacdo aos Pietrain, que sdo mais sensiveis ao estresse e produtores de
maior massa magra.

Peixoto e outros (2006) citam duas hipoteses capazes de explicar a
associacao entre gene da leptina e caracteristicas produtivas e reprodutivas em
suinos; a primeira sugere que os polimorfismos detectados estejam em desequilibrio
com outro SNP, que poderia ser o verdadeiro sitio de causa das variacoes
observadas. A segunda diz que podem existir falsos positivos, por um namero

limitado de observacdes para alguns genétipos ou combinacdes.
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CONCLUSOES

A selecao divergente das linhagens materna e paterna da raga Pietrain nao
alterou a frequéncia genotipica e alélica do gene da obesidade, assim como, entre
0S sexos. Ja entre as linhagens paternas das racas Pietrain e Large White o alelo C
fixou-se melhor nestes udltimos sugerindo que o mesmo esteja associado ao
crescimento e ganho de peso diario ou que a baixa frequéncia encontrada nos
Pietrain correlacione-se as caracteristicas da mesma.

Estudos adicionais serdo necessarios para verificar se as variacfes
encontradas nos gendtipos dos animais estdo simplesmente refletindo diferencas
entre racas ou se podem estar relacionadas, de alguma forma, com caracteristicas

produtivas ou reprodutivas em suinos.
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