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Resumo

I. RESUMO

Estudou-se a expressio diferencial de genes na glindula mamaria de nove
ovelhas da raca Churra em diferentes estados produtivos: nio-lactentes, lactentes com
elevada e baixa producdio de leite. Utilizando a técnica de “differential display", por
amostra de RNA total, realizou-se a reac¢fio de transcriptase reversa (trés primers-
“ancora”) ¢ a reacgdo de amplificagdo da polimerase (oito primers-“arbitririos™). Apos
electroforese detectaram-se 21 bandas de cDNA potencialmente interessantes. Apos
clonagem e sequenciagfio escolheram-se onze bandas para confirmar a expressio
diferencial com ‘“Northern blot”. Os resultados nfio permitiram distinguir expressio
diferencial em quatro bandas, mas confirmaram a expressio mais intensa de seis mRNA
em animais lactentes que apresentam homologia com genes que codificam proteinas do
leite, reguladores do volume celular e relacionados com a actividade metabdlica. O
mRNA expresso intensamente em animais ndo-lactentes parece ser codificado por um

gene da familia de carreira de solutos. Identificaram-se assim genes potencialmente

responsaveis pela productividade leiteira.






Abstract

DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION IN THE MAMMARY GLAND OF
“CHURRA” EWES IN DIFFERENT PRODUCTIVE STAGES

I. ABSTRACT

Mammary glands of nine “Churra” sheep at three productive stages (dry period,
lactating with low and high milk yield) were used to study differential gene expression.
According to the differential display technique, three different anchor-primers and eight
arbitrary primers from each RNA sample were used in reverse transcription and
amplification steps, respectively. Following electrophoresis, 21 cDNA bands of
potential interest were detected. These bands were cloned and sequenced; eleven of
them, considered as potentially interesting candidates, were chosen and further
characterized by Northern blot. Four transcripts showed no marked differences among
groups. There were six up-regulated mRNAs which exhibited significant homology
with milk proteins genes and genes related to energy metabolism and cellular volume. A
down-regulated mRNA was found which could be related with the solute carrier family
genes, although BLAST analysis was not conclusive. Therefore, genes potentially

related with milk production have been detected.






Introdugio

IL INTRODUCAO

A raga de ovelhas Churra, criada no norte de Espanha, permite a sobrevivéncia
econémica de muitos agricultores, quer pela produgio de carne (cordeiros alimentados
com leite) e lactea, sendo o leite processado para dar lugar a queijos com denominag3o
de origem “Queso Zamorano”. Desta forma, qualquer esforco realizado no sentido de
compreender os mecanismos biologicos que controlam a expressio diferencial de genes
na gliandula mamaria em diferentes etapas produtivas podera ajudar a incrementar a
produgdo de leite e, consequentemente, a melhorar as condigbes de vida dos produtores,

Foram realizados muitos esforgos para a compreensdo dos mistérios da vida que
permitiram a descoberta do DNA como forma basica do material genético, a revelagio
da natureza quimica ¢ estrutural dos genes e o estabelecimento do dogma central da
genética até a sequenciagio completa ou parcial do genoma de algumas espécies. No
entanto, a sequenciagdo do genoma ndo nos permitin ainda compreender como ¢
controlado de forma precisa ¢ fluxo de informagfio unidireccional desde a sequéncia de
nucledtidos de DNA ao RNA mensageiro, até 4 sequéncia de aminoacidos da proteina
(dogma central da genética). Por isso, a compreensido de como as células regulam a
expressio dos genes em doengas ou em diferentes etapas fisiolégicas, de
desenvolvimento, ou produtivas, ¢ de importincia fundamental, continuando a ser um
dos objectivos principais na pesquisa genética.

A tentativa de compreender os mecanismos que regulam a expressdo dos genes
em doengas ou em diferentes estados fisiologicos levou a necessidade de identificar,
isolar e caracterizar os genes que se expressam de forma diferencial. Para isso
desenvolveram-se técnicas capazes de identificar RNA mensageiros e proteinas
importantes para a compreensic de diversos processos fisiologicos. Uma dessas
técnicas, designada por differential display (DD) (Liang e Pardee, 1992), permite a
identificagio de RNA mensageiros em células ou em tecidos, em particular os que
apresentam expressdo alterada resultante de diferengas na transcrigdo ou na degradaciio
do RNA mensageiro. A differential display permite a comparagio da expressio de RNA
mensageiro simultaneamente em muitas amostras que se encontrem em diferentes
condi¢des fisiologicas.

Neste trabalho estudou-se a expressiio diferencial de RNA mensageiro na
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glandula mamdria de ovelhas Churra em diferentes estados produtivos: periodo ndo-
lactente e lactente ¢ ainda em ovelhas lactentes com elevada produgdo de leite e
lactentes com baixa producio de leite, utilizando a técnica de differential display e

confirmando a expressao diferencial com a técnica de Northern blot.
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111. REVISAO BIBLIOGRAFICA
A. Biologia da lactacio
1. Introdugio

Existem na natureza espécies animais pertencentes a classe Mammalia que se
caracterizam, sobretudo, por apresentarem glindula mamadria destinada a alimentar os
descendentes depois do nascimento. Antes do nascimento, o desenvolvimento da
maioria dos mamiferos ocorre devido a placenta. Depois do nascimento e até que
possam ingerir comida sélida, as necessidades de alimentagfo e de nutrigio sdo cobertas
pelo leite, fluide fisioldgico produzido pela glandula mamaria. O leite fornece proteinas,
minerais, hidratos de carbono, acidos gordos assim como factores de crescimento
moduladores do sistema imunoldgico, actuando muitas vezes como protector para as
alergias. Foi definido como o alimento mais perfetto da natureza (Rijnkels, 2002;
Roncada et al., 2002; Rijnkels et al., 2003).

O homem, no processo de domesticagio de alguns mamiferos, conseguiu
seleccionar animais capazes de produzir um volume de leite superior ao necessario para
alimentar a sua descendéncia. Este volume ¢ a base da indistria leiteira, tdo importante
nos paises ocidentais (Haenlein, 2007).

Os sistemas de exploragdo de ovelhas apresentam uma grande diversidade, que
podem ir de sistemas intensivos a extensivos, reflectindo a variedade genética das
muitas racas destes pequenos ruminantes. Frequentemente na FEuropa, mas
principalmente no Mediterrineo estes pequenos ruminantes, nomeadamente 0s ovinos
de leite, sdo constituidos por ragas autéctones bem adaptadas as suas areas produtivas,
muito vezes em zonas menos favorecidas de recursos naturais e ndo utilizados por
outras espécies. Para além de contribuir na manuten¢fio da paisagem e do equilibrio
ecologico, os rendimentos provenientes das ovelhas criam uma actividade econdémica
importante para as comunidades dessas zonas. Estes aspectos conferem a estes
pequenos ruminantes importincia social e ecoldgica dificilmente valorizavel. Embora
em alguns casos se tenha tentado utilizar ragas estrangeiras ou melhoramentos

genéticos das ragas autdctones com cruzamentos com ragas fordneas é mais frequente
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os produtores apostarem pela seleccdo de ragas puras locais melhor adaptadas as
regides onde sdo produzidas (Boyazoglu e Morand-Fehr, 2001; Ugarte er al., 2002;
Barillet, 2007).

Devido a boa adaptagio das ragas ovinas locais ao proprio sistema de produgao,
a implementac¢io de programa de selecgio de animais de forma a permitir aumentar a
produgdo, assim como a dificuldade das ragas forineas em se adaptarem aos sistemas
de produgdo e o facto de em muitos casos a produgio das ragas locais irem unidas a
determinadas marcas de qualidade, faz com que ainda hoje os ovinos de leite
mantenham uma grande variedade de ragas produtivas (Boyazoglu ¢ Morand-Fehr,
2001; Ugarte et al., 2002).

Na Europa, especialmente nos paises do Mediterrineo, ¢ comum a utilizagio de
ovelhas leiteiras nos sistemas agrarios. A maioria das ovelhas leiteiras dos paises do
Mediterrdneo € de dupla aptiddo, dando origem a rendimentos pela produgio de camne
(cordeiros alimentados com leite)} e lactea, sendo o leite processado para dar lugar a
queijos de elevada qualidade, vendidos muitas vezes como produtos tipicos com
dominac3o de origem protegida (DOP) de acordo com as leis da Unido Europeia. Dado
que o leite representa de 65 a 70% do rendimento econdémice obtido pelos produtores
das ovelhas leiteiras, tenta-se incrementar a respectiva producio (Boyazoglu ¢ Morand-
Fehr, 2001; Barillet et al., 2005; Barillet, 2007).

2. Ovelha Churra

A raca de ovelhas Churra caracteriza-se por ter um temperamento vivo e
resistente, capaz de procurar alimentos em condi¢des adversas, demonstrando uma
enorme capacidade de adaptagio ao meio (“Castilla y Le6n™), o que torna, segundo a
Associacdo de Criadores, impossivel encontrar outra raga pura, que em idénticas
condigdes de tratamento seja tio rentavel.

Esta raga de ovelhas foi definida pela Federagdo Espanhola de Associagdo de
Gade Seleccionado como uma das mais primitivas de Espanha, admitindo que no
principio do quaternario e durante o Paleolitico € o Neolitico, existia ja em Espanha
uma populacio que se estendia desde a bacia Mediterrinea e que tinha como

representante o tipo classificado como DUERST, com a denominagio de Ovis aries
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Studery e que ao longo do Cantébrico e do Mediterrineo, deixa as ragas Churra e Lacha
como representantes. A raga Churra foi considerada dentro do tronco Churro procedente
do ovino primitivo Ovis aries Celticus, assentando principalmente na comarca de Tierra
de Campos (“Castilla y Leon™) (Fuentes ef al., 2000; Feagas, 2004).

Morfologicamente a ovelha desta raga ¢ enmétrica e longilinca. A coloragio da
pelagem ¢ branca com manchas centrifugas negras bem delimitadas a volta dos olhos,
nas orelhas, nos labios, no focinho e na parte distal das extremidades. O seu velo branco
¢ aberto com madeixas largas e conicas. O macho tem um peso médio de 75 kg e a
fémea de 55 kg (El-Zarei, 2005).

Estes ovinos concentram-se na bacia do rio Douro, na submeseta norte de
Espanha, nas provincias de Palencia, Valladolid, Zamora e Le0n, pertencentes a
comunidade auténoma de “Casttlla y Ledn™ (figura 1). No entanto, alguns exemplares
localizam-se em regides afastadas de tal forma que deram origem a quatro ecotipos
distintos. O Castelhano, o mais importante e uniforme, objecto deste estudo, o Galego
muito heterogéneo racialmente, o Lebrijano ou Andaluz localizado nas provincias de
Sevilha e Cadiz e o Tensino localizado nos Pirinéus é considerado pelo catalogo oficial
de racas, como uma raga independente (El-Zarei, 2005).

O 1ltimo censo de racas publicado pelo Ministério da Agricultura, Pescas e
Alimentacdo espanhol em 1986 confirmava um total de 1 777 530 de animais, dos gunais
1 388 210 eram fémeas com mais de um ano de idade. Com estes dados, os efectivos da
raca Churra representavam 10% do censo do ovino espanhol e situava-a no terceiro
posto, depois das ragas Merina ¢ Aragonesa. No entanto, estes niumeros referentes a raga
Churra ndo correspondem a realidade actual, devido a reducdo do niimero destes
animais, iniciada nos anos 70 e agravada nas tultimas décadas como consequéncia dos
continuos e intensos cruzamentos a que estdo submetidas as ovelhas, principalmente
com sementais da raca Assaf e outras ragas estrangeiras, em busca de maiores
produgtes de leite. A situagdo criada € de tal magnitude que se pensa que neste
momento a raga Churra corre perigo, se ndo forem tomadas medidas oportunas para a
sua defesa. Embora nfo se disponham de dados oficiais, algumas estimativas fixam o
nimero em 800 000 cabegas (Muiioz, 2003).

O sistema de produg3o que se aplica aos rebanhos de ovelhas Churra ¢ muito

variado, mas sfo mais frequentes os sistemas extensivos com pastoreio. Quando as
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condigdes meteoroldgicas o permitem, os animais pastam durante o dia regressando ao
aprisco para passar a noite (El-Zarei, 2005).

A fémea em rebanhos bem alimentados apresenta uma grande precocidade
sexual, sendo frequente o primeiro parto entre os catorze e os dezasseis meses de idade
(algumas inseminagdes adiantam-se até aos cinco meses dec idade). A gestagdo dura
entre os 150 e 160 dias. A capacidade reprodutiva depende muito de factores
extrinsecos ao animal, mas, segundo os dados registados nos rebanhos controlados,
calcula-se em 150 crias nascidas por 100 ovelhas parturientes (Feagas, 2004).

A Raga Churra é uma ovelha de aptidio dupla — leite € carne. As producdes
médias da raga sio de 128 litros normalizadas a 120 dias, com proporg¢des de gordura e
de proteina de 6,76 e de 6,28%, respectivamente. O leite produzido entre os dias 30 e
120 de lactagdo apresenta um contetido médio de caseinas de 48,4 g 1" ¢ de proteinas do
soro de 12,1 g I"'. Nesta raga de ovelhas habitualmente nfio se quantifica a percentagem
de lactose (Gonzalo ef al., 1994; Othmane et al., 2002a,b). As ovelhas incluidas no
nicleo de selecgdo apresentam uma média de produgio de leite de 240 litros em 120
dias de lactacdo, com exemplares que superam os 300 litros (Terra, 2004).

Existem grandes diferengas produtivas entre rebanhos, que se devem
fundamentalmente ao maneio e 4 alimentagio proporcionada por cada produtor, mais do
que a diferengas genéticas. A producdo dos ovinos costuma estar perfeitamente
adaptadas a oferta de nutrientes. Por esta razio, metade das ovelhas Churras, ndo estdo
submetidas a ordenho (De la Fuente et al., 1996; El-Zarei, 2005).

Nesta raga € habitual que ¢ cordeiro mame 30 dias (condigio indispensavel para
que se considere conforme a denominago de origem “Lechazo de Castilla y Leon”).
Estes cordeiros sdo em grande parte consumidos na zona de producgfo, principalmente
em forma de assados, como prato tipico da regifio. A ovelha € usualmente ordenhada de
forma mecénica duas vezes por dia (manhi e tarde) entre os 30 e os 120 dias apds o
parto, ou seja, trés meses por ano. A maior parte do leite ordenhado destina-se a
fabricacio de queijo com denominagdo de origem “Queso Zamorano”. Os partos
distribuem-se entre Novembre e Dezembro (31%), Fevereiro e Margo (27%) € em Julho
(21%). A exploragdo prioritiria da raga Churra para a produgéo de leite faz com que o
cordeiro seja sacrificado com o peso vivo de 9 a 11 kg (Feagas, 2004).

Em 1971 fundou-se a Associagio Nacional de Criadores de Ovinos da Racga
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Churra “ANCHE”. Esta associagdo gere o livro genealogico da raga e ¢ responsavel
pelo esquema de selecgdo.

O primeiro objectivo que se propds no programa de selec¢do dos ovinos desta
raga foi o aumento da producdo de leite, mediante um processo combinado de selecgdo
(por ascendéncia, individual e descendéncia). Para isso, comegou-se no ano de 1986 por
avaliar a descendéncia de 50 carneiros, estando em 2005 em prova 72 rebanhos, com
uma média de 450 cabegas por rebanho (El-Zarei, 2005).

A utilizagdo da inseminagdo artificial como elemento de difusdo genética ¢
muito importante nos ovinos leiteiros, sendo todos os rebanhos incluidos no nucleo de
seleccdo desta raca inseminados artificialmente. Metade das inseminagdes sdo
realizadas com sémen de carneiros “melhorantes™ e as restantes com machos em prova.
Até 1995 o numero de inseminagdes foi aumentando, sem no entanto se verificar um
acréscimo da fertilidade. Desde essa data, realizam-se inseminagdes selectivas, com
uma descida clara do nimero de insiminagdes, acompanhada, no entanto, por um
aumento da fertilidade obtida. Actualmente a fertilidade média por inseminagdo
artificial ronda na raga Churra os 28% (Ugarte er al., 2002; El-Zarei, 2005).

O sistema de recolha de dados em Espanha ¢ determinado pelo controlo leiteiro
oficial (B.O.E. 1997) sendo adaptado pelas associagdes oficiais de criadores ao esquema
de seleccdo de cada raca. Na raca Churra os controles leiteiros mensais sdo alternados
entre manha e tarde. Uma vez estimados os dados brutos de producdo das distintas
variaveis realiza-se a correc¢do dos mesmos segundo um método adequado, de forma a
eliminar os factores ambientais que incidem sobre a populagdo (Fuertes ef al., 1998).

Classicamente, nos programas de selec¢do dos ovinos leiteiros o objectivo de
selec¢do tem sido o aumento da producdo de leite por ovelha e tem-se utilizado como
critério de seleccio uma média estandardizada de dito caracter. No entanto, os
esquemas de selecgdo de algumas ragas como € o caso do da ovelha Churra tém
incluindo o contetido do leite (percentagem de proteina e de gordura) uma vez que o
preco ao produtor ¢ pago em fun¢do do seu conteudo dado que a maior parte da
producdo de leite de ovelha destina-se para a producido de queijo e existe uma
correlagdo negativa entre a quantidade de leite e o seu conteudo (Ugarte er al., 2002;

Gutiérrez-Gil, 2005; Barillet, 2007).
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A peculiar estrutura do ubere dos ovinos, que se adapta de forma deficiente a
ordenha mecanica e a necessidade de ordenhar um nimero elevado de animais num
curto periodo de tempo faz com que a conformagéo da ubere resulte importante tanto
para o maneio adequado do rebanho como para facilitar as tarefas de mio-de-obra,
como para evitar possiveis problemas patologicos do ubere. Todos estes aspectos tém
proporcionado a aplicagdo de selec¢do, encaminhados a modificar a morfologia do
tibere de forma a adapta-lo ao ordenho mecénico (El-Zarei, 2005).

Assim, os critérios de selecgdo dos ovinos de raga Churra a partir do ano de
2003 tém sido a quantidade de leite ordenhado entre os dias 30 e 120 da lactacdo, a
percentagem de proteina e de gordura e a morfologia mamaria e corporal (El-Zarei,

2005).

“Castilla y Lcon
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Figura 1. A raga de ovelhas Churra ¢ autdctone da comunidade auténoma de

“Castilla y Leon™.
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3. Esquemas de selec¢iio dos ovinos de leite

Um dos aspectos mais importantes na exploragio de gado ovino leiteiro € que
contribui para a selecgiio do mesmo ¢ a quantidade de leite produzida, inclui-se, no
entanto, por vezes também a sua composigdo. De uma forma geral a hereditariedade é
média para os caracteres de produgdio e alta para os caracteres de composigio. Os
ovinos apresentam uma curva de lactagdo ascendente de duragio variavel de uma a
quatro semanas. Depois do pico de lacta¢iio a produgfio reduz-se de forma regular até
que nas semanas precedentes ao periodo de secagem a produgio cai mais rapidamente.
Em contrapartida, as percentagem de proteina e de gordura apresentam uma evolugiio
inversa a quantidade de leite, sendo mais baixa quando a produgiio de leite ¢ mais
elevada aumentando a partir da quarta semana (Caja et al., 1986; Ugarte et al., 2002;
Gutié¢rrez-Gil, 2005; Barillet, 2007).

Existe também outro tipe de caracteres (quase sempre de determinacéo
poligénica) que estio a adquirir uma importincia nos ditos programas de selecgéo,
devido as novas exigéncias do mercado europeu e os desejos dos consumidores. A
melhoria destes caracteres também designados por caracteres funcionais tem por
objectivo permitir reduzir os custos de produgio e aumentar a qualidade e a seguranca
dos produtos, nfio pelo aumento directo na produgdo mas pela redugiio nos custos de
producédo (Groen et al., 1997; Ugarte ef al., 2002; Barillet et al., 2005; Barillet, 2007).
Uma vez que as ovelhas leiteiras s3o criadas em distintas condigbes locais de
produgdo, a lista de caracteres candidatos pode ser grande e incluir componentes que
vio desde a eficiéncia alimentar (peso corporal, capacidade de ingestdo, reservas
corporais), os caracteres reprodutivos (precocidade sexual, capacidade de parir fora da
época de partos habitual, fertilidade), & capacidade matemal (capacidade de
amamentar, prolificidade), as capacidade de ordenha (morfologia do iibere, velocidade
de ordenha), a resisténcia a doengas {mastites, scrapie, parasitas internos), 4 adaptacio
ao local de criagdo (longevidade, velo) entre outros (De La Fuente ef al., 1996;
Fernandez et al., 1997; El-Saied et al., 1999; Gootwine ef al., 2001; Barillet et al.,
2005; Berthelot et al., 2006; Casu et al., 2006; Davies et al., 2006; Barillet, 2007). Nas
racas do Mediterrineo cabe destacar os caracteres relacionados com a morfologia do

ubere ¢ a contagem das células somaticas (Ugarte et al., 2002).
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4. Utilizacgdio de técnicas moleculares nos esquemas de selecciio dos ovinos de

leite

Nas ultimas décadas foi dada maior atengdo aos caracteres de produgéo e aos
caracteres funcionais, principalmente sobe o ponto de vista da genética quantitativa,
mas mais recentemente outra janela foi aberta com base nas técnicas moleculares.
Principalmente tém sido aplicadas duas estratégias para a identificagio de genes
relacionados com caracteres que influénciam o rendimento econdémico dos animais.
Uma dessas estratégias é conhecida por genome scan e possibilita definir regides dos
cromossomas que sio responsaveis por uma parte da variagdo associada a um caracter
quantitativo. Estas regiGes sdo conhecidas por QTL (Quantitative Trait Loci) e o seu
estudo baseia-se na identificacdo de marcadores que se segregam em conjunto com
caracteres de interesse que sejam capazes de ser quantificados. A outra estratégia visa a
detecgio de genes candidatos que supostamente sdo responsaveis por uma consideravel
variagio genética de um dado caracter. A estratégia de identificagio de genes
candidatos baseia-se na procura de polimorfismos de DNA nos genes que se esperam
que tenham influéncia no caracter de interesse, quer pelo prévio conhecimento da sua
funcio fisiolégica (noutras espécies), quer pela sua posigio no genoma (dentro de um
QTL), quer pelo seu nivel de expressdio baseando-se nas diferengas de mRNA entre
tecidos, mas também em diferentes estados do mesmo tecido. Por isso a identificagio
de genes candidatos passa muitas vezes pela detecciio de genes que se expressam
preferencialmente nos 6rgios que estdio relacionados com os caracteres quantitativos,
como é o caso da glindula mamdria nos caracteres de produgdo de leite ¢ pela
identificagdo de genes que se expressam de preferéncia em determinados estados
relacionados com o fendtipo, como € o caso do inicio da lactagdo para os caracteres
relacionados com a produgio de leite. Técnicas moleculares como differential display,
microarrays, hibridagio subtractiva ou andlises em série da expressiio genética sdo
utilizadas para detectar genes candidatos. Estes desenvolvimentos permitiram novas
oportunidades com a utilizagio de esquemas de selecgiio assistida por marcadores
(MAS) baseada em populagdes em desequilibrio de /inkage ou de esquemas de
selecgdo assistida por genes (GAS) baseada em muta¢les casuais que permitem a

seleccdo de forma a poder obter produtos com mais qualidade e caracteres mais
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seguros (Fries e Thaller, 2003; Dekkers, 2004, Barillet ez al., 2005; Hagen ef al., 2005;
Davies et al., 2006, Pariset ef al., 2006; Barillet, 2007; Moioli et al., 2007; Ron et al.,
2007).

A utiliza¢do da informacéo recolhida pelas técnicas moleculares ja foi aplicada
com sucesso em alguns casos de selecgfio de ovinos de leite. A implementacfio do
programa de selec¢io necessita de um controlo genealdgico das exploragdes inscritas no
nucleo de selecgdo. Este controlo genealdgico realizou-se na raga Churra, no principio
utilizando a informagéo obtida por diferentes polimorfismos bioquimicos. Actualmente
utilizam-se sequéncias microssatélites (Braganga et af., 1999).

Com o intuito de aumentar a rentabilidade através de um incremento da
produgdo de cordeiros, fot iniciado um esquema de selecgfio de animais para introduzir
o alelo B do gene FecB (Booroola) nas racas Awasi e Assaf. O gene FecB € o principal
gene que afecta a taxa de ovulacdo em ovelhas. A formacfo das linhas Afec-Awassi e
Afec-Assaf aumentaram a prolificidade. Foram entdo incorporados nos programas de
seleccdo destas ragas a MAS (com marcadores microssatélites) e a taxa de ovulagio
induzida. Actualmente um teste comercial permite a detecgio de portadores com uma
fiabilidade de 100% sem necessidade de informagio sobre o parentesco (Gootwine ef
al.,2001; Yao et al., 2006).

Em estudos realizados na raga de ovelhas Serra da Estrela com técnica de SSCP
(Single-Strand Conformation Polymorphisms) permitiram encontrar polimorfismos nas
regides codificantes do gene da hormona do crescimento (GH) (com excepgdo do exfio
4). Foram descobertos nos ovinos dois alelos do gene da GH. O alelo Ghl apresenta
uma s6 copia do gene (GH1), enquanto que no alelo Gh2 o gene é duplicado (copias
GH2N ¢ GH2Z) estando as duas copias afastadas em 3,5 kb. Foi observado que o
genotipo Gh1/Ghl se encontra em apenas 2% das ovelhas Serra da Estrela genotipadas
e que as ovelhas que herdam o alelo Gh2 a partir do seu progenitor podem
potencialmente produzir 15 a 20% mais leite do que as que recebem o alelo Ghl
enquanto que ovelhas com genétipo Gh2/Gh2 produzem mais 4,9 + 0,311/150 dias de
lactagio do que ovelhas com o genétipo Gh1/Gh2 o que sugere um efeito dominante
positivo do alelo Gh2 na produgfio de leite. Esta variabilidade polimorfica pode ser
aproveitada para produzir genotipos com maior valor genético para a producdo de leite

(Valinsky et al., 1990; Marques e al., 2001; Marques ef /., 2006b,c). A caracterizagio
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do haplotipo do gene GH2-N permitiu detectar dez possivels varantes proteicas que
podem diferir até quatro aminoacidos entre si. O fendtipo AB, pareceu estar relacionado
com uma maior quantidade de leite produzido, uma vez que ovelhas heterozigdticas
com o fenétipo AB (GH2-N) produzem mais 22,6 + 0,51/150 dias de lactagio do que o
fenotipo AA, que representam mais 15% de produgio de leite em 150 dias de lactagéo.
Apesar da variante B ser pouco frequente nesta raca de ovelhas podera ser utilizada para
melhorar a produgio de leite (Marques ef al., 2006a,¢).

A cerca de 20 anos atrds comecaram a ser publicadas pesquisas ao nivel das
proteinas do leite baseadas em técnicas de electroforese que se podiam aplicar em
fémeas durante a lactagiio, mas a descoberta de métodos moleculares assentes no DNA
(técnicas baseadas em PCR) permitiu a genotipagem de animais de qualquer sexo €
idade, que vieram trazer novas possibilidades na selecgio destes. No caso das cabras
existe o conhecimento dos principais genes que afectam o contelido de proteinas
nomeadamente de caseinas (responsdveis pelo rendimento queijeiro) e o seu
conhecimento € aplicado nos esquemas de selecgiio dos animais. Nas ovelhas o estudo
dos polimorfismos genéticos deu resultados menos conclusivos do que em cabras e
baseia-se o seu estudo na ¢-sl-caseina e na P-lactoglobulina. E embora se tenham
encontrado alguns polimorfismos genéticos nas proteinas do leite de ovelha ainda néo
se conseguiram encontrar a relagio com os caracteres de produgio de leite ou com as
propriedades tecnolédgicas do leite pelo que a aplicagio do estudo do seu polimorfismo
nos esquemas de selecgiio das ovelhas leiteiras ndo € geralmente recomendado (Barillet
et al., 2005; Barillet, 2007).

O estudo da resisténcia ao scrapie nos ovinos constitui outro exemplo da
aplicagio da informagfo recolhida por técnicas moleculares como os Polimorfismos de
Nucleotido Simples (SNP-Single Nucleotide Polymorphism) na selecgiio de ovinos. Nas
ovelhas a susceptibilidade ao scrapie ¢ fortemente modulada pelos polimorfismos do
gene que codifica a proteina prifio (PrP). O alelo ARR esta associado com a resisténcia
¢ o alelo ARQ esta associado com a susceptibilidade (Hunter et al., 2006). Assim, nas
ovelhas a resisténcia ao scrapie tomou-se um caracter funcional essencial para reduzir
0s perigos para a saiude publica através do risco tedrico de aquisicdo de BSE através
destes pequenos ruminantes. Por decisdo da Comissdo Europeia 2003/100/EC foram

introduzidos programas de selecg@o para a resisténcia 4 encefalopatia espongiforme
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transmissivel (TSE) nas ovelhas baseados na selecgdo do alelo ARR do gene PrP. Até a
data ndo foi detectada ao nivel da populagdo ou por ligagdo genética associagio com a
produgfo de leite ou com os caracteres funcionais e os gendtipos PrP nas ovelhas com
caris leiteiro (Legarra et al., 2004; de Vries et af., 2005; Alvarez et al., 2006; Pinelli et
al., 2006; Salaris et al., 2006; Van Kaam et al., 2006; Barillet, 2007). Surge entio a
necessidade de optimizar a selecgdo dos gendtipos PrP e a selecgiio da produgdo de leite
ou dos caracteres funcionais mantendo a variabilidade genética. Antes da selecciio para
o gene PrP, a maioria das andlises nas ragas das ovelhas pareciam que ser bialélicas
(ARR ¢ ARQ) no entanto foram descobertas variagdes atipicas destes genes. Ainda estd
em debate se deve ser objectivo fixar o alelo ARR no gene PrP ao nivel da populagéo
ou gerir uma situacdo bialélica com uma clevada frequéncia do alelo ARR para evitar
qualquer incidente epidémico (Barillet, 2007; Marcos-Carcavilla e al., 2007).

Os mapas genéticos do gado baseiam-se em marcadores genéticos moleculares
que fornecem novas ferramentas para a deteccéio e a realizacfio de mapas de genes com
importincia econdmica para os animais (detecgiio de QTL). A detecgio de QTL em
ovelhas relacionados com a qualidade e a seguranca dos produtos leiteiros necessita da
identificacfio de marcadores que se segregam em conjunto com caracteres que sejam
capazes de ser quantificados. Na Unifio Furopeia, uma série de projectos regionais
comegaram no final da década de 90 com o intuito de analisar a variabilidade genética
dos caracteres econdémicos nas ovelhas leiteiras. A maioria da investigacio centrou-se
em caracteres de producdo devido a falta de informacdo fenotipica dos caracteres
funcionais. Estes projectos financiados pela Unifo Europeia investigaram os caracteres
de produgdo e funcionais. Participaram nesse projecto de identificagio de QTL
(genome scan) trés populagdes de ovelhas, nomeadamente da raca Churra (populacio
1), da raga Lacaune (populagfio 2) e cruzamentos das racas SardaxLacaune (populacio
3). Para caracteres relacionados com a producio de leite foram detectados 7, 15 e 27
QTL nas populagdes 1, 2 e 3 respectivamente. Para caracteres relacionados com o
ubere foram det_ectados 9, 7 ¢ 9 QTL respectivamentie nas populacdes em estudo e 1, 2
e 4 QTL foram encontrados para a contagem de células somaticas {(SCC) (mastites).
Nos cromossomas em que se observou QTL para estes trés tipos de caracteres, em pelo
menos duas das trés populagdes estudadas verificou-se que estes QTL eram

frequentemente observados na mesma posi¢io num dado cromossoma, verificando-se
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também que regides ortdlogas do genoma dos bovinos que influenciam o mesmo
caracter foram frequentemente descritas em bovinos de leite. Também foram
detectados QTL na raga Lacaune relacionados com a resisténcia a nematodos, a
cinética de emissdo de leite, a resisténcia a larvas de oestrus ovis, a produgfo de 13
(quantidade e qualidade) ¢ ainda com o 4cido linoleico conjugado (CLA) no leite.
Estes resultados permitiram uma grande contribui¢io para o conhecimentos de QTL de
varios caracteres em ovelhas leiteiras (Barillet et al., 2005; Barillet, 2007).

Tém surgido resultados promissores uma vez que foram detectados QTL para
vérios caracteres de interesse em ovelhas e em vacas leiteiras que podem em parte ser
transferidos para ovelha. No entanto, pensa-se ser ainda necessario a realizagio de
mapas “mais finos” de QTL antes da aplicacio de MAS/GAS utilizando os
conhecimentos provenientes dos QTL (Dekkers, 2004; Barillet, 2007).

No entanto, a utilizagio de novas tecnologias moleculares apesar de oferecerem
grandes expectativas ¢ ainda muito limitada. A medida que ditas expectati\fas se forem
confirmando € o custo econdmico associado is mesmas seja mais acessivel, é de
esperar que ditas tecnologias sejam introduzidas nos programas de selecgdo de ovinos

(Ugarte et al., 2002; Dekkers, 2004).

5. Breve descricdio das fases de desenvolvimento da glindula maméria

O desenvolvimento da glindula mamaria na fémea pode dividir-se em fases
distintas: embrionéria, pré-puberdade, puberdade, gestagdo, lactagdio e involugdo.
Durante a gestacfo ocorre um grande crescimento da glandula, verificando-s¢ uma
regressdo depois do pico de lactagdo. Este ciclo repete-se em cada gestagdo ¢ em cada
periodo de lactagio (Hennighausen e Robinson, 2001).

O crescimento embrionaric da glindula maméria permite que, quande do
nascimento, as estruturas basicas estejam formadas. Desta forma, pode observar-se nos
bovinos que o parénquima mamério consiste numa rede de condutos rudimentares,
conectados com uma pequena cisterna glandular, a qual, a sua vez, se liga a cisterna do
mamilo. Aos 2-3 meses de idade, no periodo pré-puberdade, o crescimento do
parénquima mamario nas novilhas ¢ positivamente isométrico. Nas vacas a partir dos

trés meses de idade e até a puberdade, a glandula mamaria cresce a um ritmo de duas a
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quatro vezes superior ao resto do corpo {crescimento alométrico). Posteriormente, no
periodo anterior & puberdade nos ruminantes, os condutos desenvolvem-se de uma
forma compacta, com uma estrutura altamente arborescente dentro do tecido conectivo
solto (Foley et al., 2001; Capuco e Ellis, 2005; Svennersten-Sjaunja ¢ Olsson, 2005).

Ao chegar a puberdade e depois de ser estabelecida a actividade ciclica dos
ovarios, os condutos menores proliferam rapidamente quando os niveis de estrogénio
sdo altos, sofrendo uma pequena regressfio durante as restantes fases do ciclo éstrico.
Pode verificar-se que durante o periodo de proliferagio se formam mais condutos do
que os que desaparecem durante o periodo de regressdo. Assim, forma-se uma matriz de
condutos muito ramificada mas pouco desenvolvida, que representa o comego da
verdadeira estrutura lobular da glandula. Verifica-se também o desenvolvimento do
estroma conectivo pelo crescimento do tecido adiposo e por um desenvolvimento
complementar do mioepitélio e do sistema vascular e linfatico. Nesta fase pode
observar-se diferencas entre espécies, dependendo da resposta especifica dos elementos
glandulares e das hormonas dos ovérios (estrogénio, progesterona) (Sacristan et al.,
1998; Wagner et al., 2002).

O 1bere da ovelha tem uma posi¢io inguinal e esta constitnida por duas mamas,
separadas pelo suco intermamario. Anatomicamente cada mama ¢ composta por dunas
partes: uma capa exterior fibroelastica (aparelho suspensor mamario) € um parénquima
glandular (glindula tubo-alveolar), com respectiva irrigago e enervagio (Sierra, 1995).

O parénquima glandular da ovelha adulta € constituido por unidades secretoras
(acinos) formadas pelos alvéolos e pelos condutos alveolares. Estas unidades agrupam-
se, formando pequenos l6bulos mamarios (separados entre si por tecido conjuntivo). Os
seus condutos desembocam no conduto intralobular, o qual, por sua vez, continua nos
condutos interlobulares (incluidos no tecido conjuntivo que separa os lobulos
mamarios). Os condutos interlobulares drenam no conduto lactifero, o qual se dirige 4
base da mama, desembocando no seio lactifero (Sierra, 1995), ou cisterna glandular,
dividido em duas partes: uma no parénquima glandular (pars glandularis) e outra no
interior do mamilo (pars papillaris), separadas por uma constricio muscular ou
esfincter, que permite a saida do leite unicamente no momento do amamentar ou da
ordenha. A porgfo papilar desemboca no exterior pelo orificio papilar (Sierra, 1995).

Nos bovinos o desenvolvimento extensivo do ubere ocorre durante a gestagéo.
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As hormonas caracteristicas deste periodo estimulam o crescimento exponencial da
glindula maméria. O crescimento epitelial que ocorre neste periodo origina uma
densificacio da estrutura ramificada dos condutos, observando-se também uma
diferenciacgio final das células dos condutos intralobulares (Capuco e Ellis, 2005).

A produgio de leite durante a lactacio estd relacionada com o nimero € com a
actividade de secregdo das células epiteliais mamarias. Nos ruminantes, a magnitude do
crescimento da glandula mamaria durante a lactago ¢ limitada e parece estar restringida
as primeiras semanas de lactac3o. Nas vacas leiteiras quase todo o crescimento mamario
ocorre antes do parto e o aumento da producdo de leite que ocorre até ao pico da
lactagio deve-se a um incremento da actividade secretora das células. Depois do pico de
lactagdo observa-se uma gradual diminuigio da produgfio de leite, com o decorrer da
lactagdo. Este declinar deve-se a perda de células secretoras, pela morte celular
programada, assim como a uma pequena diminuigdo da actividade secretéria de cada
célula {Capuco e Ellis, 2005; Holland e Holland, 2005).

No final da lactagdo ocorre uma regressdo rapida dos compartimentos alveolares
do ibere, com perda das células epiteliais mamarias — as principais responsaveis da
produgdo de leite. A morfologia do uibere volta a parecer-se 4 de uma fémea adulta que

nfo estd em lactagdo (Wagner et al., 2002; Holland e Holland, 2005}.

5.1 Células-mie

Durante a vida produtiva dos animais com vocacdo leiteira, costuma ocorrer
varios ciclos de gestagiio e de lactagdo. Estes ciclos estdo associados a proliferagio, 4
diferenciagio e a involugfio da glindula mamadria. A populacdo de células-mie é em
parte a responsavel por esta sequéncia de acontectmentos, uma vez que apresenta
capacidade quase infinita para produzir células funcionais da glandula mamadria. Na
glindula maméria, as células-mie e sua descendéncia controlam o crescimento e o
desenvolvimento da glindula por meio da renovagfio do proprio tecido, proporcionando
0s componentes necessarios que permitem a producdo de células diferenciadas e
funcionais (Smith e Chepko, 2001; Holland ¢ Holland, 2005; Woodward et al., 2005).

Por isso, algumas das estratégias que visam o aumento da produgio de leite

deverdo basear-se no conhecimento dos mecanismos que determinam a descendéncia
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das células-mie da glandula mamaria, uma vez que estas apresentam varias funcdes,
como gerar o tecido da glindula mamaria adulta durante o desenvolvimento, e permitir
a expansdo e a remodelacdo do tecido durante os miltiplos ciclos de gestacdo, de
lactagdo e de involugdo. Em alguns casos podem também ser utilizadas como reserva
para reparagdo do tecido danificado (Woodward et al., 2005).

As células-mie classificam-se, com base na sua origem, como embrionartas ou
adultas. No caso das células-mde adultas, o tecido de origem determina as suas
caracteristicas, uma vez que a plasticidade destas células depende daquele tecido. Assim
como as células-mae da glindula mamaria de outras espécies, as células progenitoras da
glindula maméria dos bovinos (BMGPC- bovine mammary gland progenitor cell) néo
parece demonstrarem plasticidade, ou seja, s0 podem originar células da glandula
mamadria {Holland e Holland, 2005; Li ¢ Rosen, 2005; Woodward et al., 2005).

A divisio assimétrica das células-mfe origina uma célula-mée filha e uma célula
progenitora, de tal forma que este processo permite a manuten¢éo de um conjunto de
cclulas-mie que podem ser necessarias para crescimentos futuros, enquanto ac mesmo
tempo gera uma populagio de células diferenciadas. Por outro lado, a divisdo simétrica
permite aumentar o conjunto de células-mie uma, vez que por este processo de divisdo
se formam duas células-mée (Molofeky ef al., 2004; Holland e Holland, 2005).

A rota biologica de descendéncia das células-mie da glindula mamaria comega
com as células-mi3e adultas e termina com células funcionalmente diferenciadas ¢
activas. Nesta rota encontram-se as células progenitoras e as células intermedidrias. As
células progenitoras observam-se nas diferentes etapas de diferenciacfio. No inicio, as
células progenitoras nio estdo diferenciadas e apresentam wm certo grau de plasticidade,
embora se pense que unicamente podem originar células da glindula mamaria. Numa
etapa da diferenciagfio, as células progenitoras tornam-se células intermedidrias € mais
tarde poderdc diferenciar-se em células epiteliais ou mioepiteliais (Smith e Chepko,
2001; Holland e Holland, 2005; Dontu e Wicha, 2005; Kalirai ¢ Clarke, 2006).

As células progenitoras primarias podem gerar células progenitoras secundarias
que, por sua vez, podem sofrer multiplas divisGes ¢ originar células progenitoras
intermedidrias, que sofrem diferenciagdes até atingirem a diferenciagéo final em células
epiteliais ou mioepiteliais. Esta diferenciagdo gradual das células progenitoras

intermediarias permite o aparecimento de Orgdos associados a4 maturagio ou a
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funcionalidade. Um deles é a mitocdndria, uma vez que quando a célula progride para a
diferenciacdo final carece de mais energia para as fungdes de secre¢do, necessitando
assim de um aumento do nimero de mitocondria de forma a dar energia para produzir e
para excretar leite. Outros oOrgios que surgem sdo os ribossomas, os filamentos
perinucleares, o aparelho de Golgi ¢ os grios de secregfio, mas também se verifica um
aumento do reticulo endoplasmatico rugoso (Holland e Holland, 2005).

Antes da puberdade nos bovinos ndo se observa grande crescimento nem
desenvolvimento na glindula mamaria, o que sugerem que as células diferenciadas
terminais s30 necessarias para a produgdo de leite mas nfio sfio necessarias em niimero
suficiente durante o desenvolvimento. Assim, antes da puberdade € de esperar encontrar
a glindula mamdria povoada por células-mie, células progenitoras e células
intermediarias, mas nio por células diferenciadas (Holland e Holland, 2005).

O mecanismo responséavel pelo controlo local do crescimento e da diferenciagéo
da glandula mamadria, ndo foi ainda identificado. Os possiveis candidatos incluem os
factores de crescimento, as interacgtes da célula com o estroma extracelular e com a
matriz extracelular ¢ a comunicagio directa entre células. Ainda que existam na
glindula mamaéria dois tipos diversos de células diferenciadas, como as epiteliais ¢ as
mioepiteliais, as epiteliais sfio funcionais na produgo e na secre¢do de leite, enquanto
as mioepiteliais assistem as epiteliais na secrecio de leite. Com o cessar da lactagfo
observa-se uma diminui¢io da produgiio de leite ¢ uma perda das células epiteliais
mamadrias. A manutengdo deste equilibrio entre células epiteliais activas ¢ as que se
perdem de forma natural depende da renovagiio a longo prazo e da diferenciagéio
terminal para gerar as células epiteliais para a secregdo. Enquanto as células-mie da
glindula mamaéria apresentam capacidade de renovagdo a longo prazo, as células
apresentam uma vida curta (Li ef al., 1998; Holland e Holland, 2005).

O desenvolvimento da glindula mamdéria depende do crescimento ¢ da
diferenciagdo das células-mie. Para que ocorra uma produgio de leite maxima ¢
necessario que se complete a rota biologica de diferenciagdo das células-mie e das
epiteliais. A diviso assimétrica e simétrica das células-mie origina a populagio de
células necessarias. Sio precisas células em varias etapas de diferenciagdo para dotar a
actividade secretoria que ocorre na lactagdo. No inicio da lactagio, as células sdo

rapidamente processadas por meio dos processos de diferenciagio, abastecendo as
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células necessarias para manter o desenvolvimento da glandula maméria e a producfio
de leite. Com o continuar da lactagdo observa-se uma relagdo entre o declinio do
nimero de células epiteliais maméirias consequente da apoteose e a diminuigiio da
producdo de leite (Rudland e Barraclough, 1988; Smith ¢ Chepko, 2001; Holland ¢
Holland, 2005; Shackleton et al., 2006).

Apos a diferenciagfio final e a secrecdo exaustiva de leite pelas células, estas
entram em involugdo, que comega com a interferéncia das interacgdes celulares,
permitindo a mobilidade das células e a sua reorganizacio (Smith e Chepko, 2001;
Holland e Holland, 2005).

5.2. Controlo hormonal do desenvolvimento da glindula mamdria e

da produgio de leite

A funcdo principal do sistema endécrino é sincronizar o desenvolvimento da
glandula maméria com o estado reprodutivo do animal e com as necessidades de leite da
descendéncia. Os niveis de um grupo pequeno de hormonas reprodutivas, incluindo o
estrogénio, a progesterona, o lactogéneo da placenta, a prolactina (PRL) ¢ a oxitocina,
modificam-se de acordo com o estado reprodutivo. Estas hormonas exercem ac¢do
directa na gldndula mamadria. Existe outro grupo de hormonas, designadas por hormonas
metabolicas, que sdo as principais responsaveis pela coordenagdo da resposta corporal
as alteragBes metabdlicas e ao stress. Entre estas enzimas encontram-se a hormona do
crescimento (GH), que exerce fungles no desenvolvimento dos condutos da glindula
mamaria, 0s glucocorticoides ¢ as hormonas da tirdide, necessarias para a secregio de
leite, enquanto a insulina € requerida para o desenvolvimento da glandula mamaria em
culturas celulares. De forma geral, alteragdes nos niveis sistémicos destas hormonas
metabdlicas ndo sdo responsaveis por alterages no desenvolvimento da glandula
mamadria nem pela regulagio da sintese de leite. Estas hormonas podem alterar a
resposta da glindula mamadria as hormonas reprodutivas e indirectamente regular a
sintese ¢ a secregdo de leite por meio da alteracio do fluxo de nutrientes para a glindula
mamadria na lactagdo (Neville e al., 2002; Svennersten-Sjaunja e Olsson, 2005).

Foi recentemente publicado que a glandula maméria é um 6rgio endocrino capaz

de sintetizar e de secretar hormonas como a GH, a prolactina, o péptido relacionado
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com a hormona da paratirdide (PTHrp) e a leptina. A PTHrp expressa-se nas cé€lulas
epiteliais mamarias durante o desenvolvimento da lactagdo e estudos recentes em ratas
sugerem que a sua secre¢do pode ser importante no transporte de calcio do sangue para
o leite. Foi encontrada a presenga da hormona leptina nos adipdcitos da glindula
mamaria da ovelha, no inicio da lactagdo, € nas células epiteliais mamadrias durante a
gestacdo, pensando-se que a leptina pode ser importante na regulagio da adaptagio
metabdlica da divisdo dos nutrientes durante os processos de gestagcdo e de lactagdo

(Neville et al., 2002; Feuermann et al., 2004; Svennersten-Sjaunja e Olsson, 2005).
5.2.1. Estrogénio

O estrogénio interactua com factores de crescimento no serum mas também
estimula a secregfio de factores das células do estroma da glindula mamaéaria que causam
o crescimento das células epiteliais mamarias. A gestagdo estd associada com um
aumento na concentragdo de hormonas esterdides no plasma sanguineo, diminuindo
fortemente no termo da gestagdo, reflectindo a origem placentdrio destas hormonas
(Tucker, 2000; Kaskous ef al., 2003a,b; Svennersten-Sjaunja ¢ Olsson, 2005; Connor et
al., 2007).

Também se observou que o estrogénio esta envolvido na iniciagdo da lactagdo
no periodo antes do parto. O estrogénio actua de duas formas distintas para iniciar a
lactag@o: 1) em varias espécies causa a libertagdo da prolactina da hipofise anterior no
sangue, que por sua vez origina o inicio da lactagfio; 2) aumenta o niimero de receptores
de prolactina nas células mamarias, o que também propicia a lactacdo (Tucker, 2000).

A resposta bioldgica aos estimulos do estrogénio inicia-se com a interacgio do
estrogénio com 0s seus receptores. A principal acgio gendmica dos estrogénios €
mediada pelas duas isoformas de receptores de estrogénio, ERo ¢ ERP, que medeiam
uma grande variedade de efeitos fisioldgicos ¢ patoldgicos. Nos seus dominios de
ligacdo ao DNA as duas isoformas compartitham uma homologia de 96% e reconhecem
os mesmos elementos de resposta ao estrogénio (ERE) no DNA. Os receptores de
estrogeénio ligam-se aos elementos de_re;sposta ao estrogénio (ERE) na regido promotora
originando o inicio da montagem do complexo de transcri¢io. Os ER também podem

ser recrutados por meio de co-activadores ou co-repressores para regides fora dos ERE.
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Foram igualmente detectados receptores de estrogénio em membranas plasmaticas que
sdo capazes de activar outros receptores de membrana tal como o factor de crescimento
semelhante 3 insulina (IGF-1) (Schams ef al., 2003; Li et al., 2006).

Num estudo realizado em tecido mamadrio de bovinos, verificou-se uma elevada
quantidade de mRNA do ERa durante o periodo de ndo lactagio, observando-se uma
diminui¢do deste na fase de lactagdo. Por seu lado a expressio de mRNA do ERp,
parecen ser sempre inferior 4 da outra isoforma de ER, ndo se observando diferengas do
nivel desta durante a gesta¢do e a lactacdo. Na glindula mamaria de ratas a proteina
ERp é mais abundante do que a de ERa, mesmo no periodo de lactacio (Saji ef al,,
2001; Schams et al., 2003; Li et al., 2006).

5.2.2. Progesterona

Nos bovinos o desenvolvimento da glindula maméria durante a gestagdo
coincide com o aumento da secregdio de estrogénio e de progesterona, que induz a
sintese de DNA ¢ o alargamento dos condutos mamarios. Observou-se que ¢ estrogeénio
aumenta o niimero de receptores de progesterona localizados nos condutos mamarios
{Tucker, 2000; Connor ef al., 2007).

Em vérias espécies, incluindo nos bovinos, ocorre um rapido declinio na
secrecdo de progesterona no periodo imediatamente antes do parto, coincidindo com o
inicio da secregio de grandes quantidades de leite. Varias evidéncias sugerem que a
progesterona actua como factor fundamental na supressio do processo lactoégeno,
observando-se em ratas, que a retirada de progesterona origina no parto uma
diferenciagdo terminal e uma activagio da secrecdo da glindula maméria, existindo
também a indicago de que a progesterona actua reprimindo a expressdo dos genes das
proteinas do leite durante a gestagio (Tucker, 2000; Buser et al., 2007).

Foi publicado que a progesterona bloqueia a produgdo de leite de diversas
formas — por exemplo, suprimindo a capacidade da prolactina para aumentar o niimero
de receptores na glindula maméria. Além disso, a progesterona bloqueia os receptores
de glucocorticdides no tecido mamario, o que suprime a actividade lactogénica dos

glucorticéides. A repressdo da sintese de -caseina durante a gestagfio, parece também
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ficar a dever-se a um efeito negativo que se verifica entre o receptor de progesterona € o
receptor de glucocorticoides e o factor de transcrigdo (Stat5a) (Tucker, 2000; Buser ef
al., 2007).

Embora a progesterona iniba o inicio da lactagdo, uma vez que esta se inicie a
administracio de progesterona no produz cfeito na produgéo de leite. A principal razdo
por que a progesterona nédo tem efeito na lactagdo deve-se a que os seus receptores ndo
estdo presentes ou porque ndo se expressam na glindula mamaria durante a lactagfo.
Por outro lado, a progesterona apresenta maior afinidade com a gordura do leite do que
com 08 seus proprios receptores intracelulares, o que minimiza ainda mais a sua acgio
na glandula mamaria durante a lacta¢do. Entretanto, actua também inibindo a actividade
lactoégena da prolactina sobre a sintese de caseina (transcri¢io do gene da caseina,
acumulagdo do mRNA e tradugéo) e de acidos gordos. A administragdo de progesterona
durante o final da gesta¢fo atrasa o aparecimento de lactose, de a-lactoalbumina ¢ de
caseina, assim como a secregio total da glindula mamaria. Em parte, a explicagdo por
que a lactogénese e a actividade secretora da glindula mamaria se encontram inibidas
antes do parto, apesar de as células mamarias estarem funcionalmente diferenciadas,
poderd dever-se a que as concentragdes de progesterona se mantém altas durante a

maior parte da gestagdo (Sacristan et al., 1998; Tucker, 2000).
5.2.3. Lactogénio da placenta

Dependendo da espécie, o lactogénio placentario estd estruturalmente
relacionado com a prolactina e/ou com a hormona do crescimento. Nos roedores, o
lactogénio placentirio estimula o desenvolvimento da glindula mamaria,
principalmente por ligagdo aos receptores de PRL. Nos bovinos, a concentragio do
lactogénio placentario encontra-se em concentragdes muito baixas no serum materno
relativamente ao dos fetos, enquanto a administracic de lactogénio placentario
apresenta pouco efeito no metabolismo de vacas lactentes. Ainda nfo esta clara a funcfo
do lactogénio da placenta na fisiologia normal da glindula mamaria nas vacas leiteiras
{Tucker, 2000; Neville ef al., 2002).
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5.2.4. Prolactina

Sem prolactina ¢ (ou) possivelmente a hormona de crescimento, os esterdides, o
estrogénio e a progesterona ndo estimulam a mamogénese. Foi descoberto que a
prolactina origina o aumento do desenvolvimento alveolar no epitélio mamario durante
a gestag3o, pelo menos em espécies de laboratério {Tucker, 2000; Svennersten-Sjaunja
e Olsson, 2005), em que foram descobertos alguns dos mecanismos envolvidos na
indugdo da mamogénese. A PRL liga-se a receptores especificos na superficie da
membrana das células epiteliais mamérias, o que origina a rota biologica do factor de
transcri¢io activa-se pela fosforizacfo da tirosina (JAK/STAT). Em ratas, se os genes
que controlam o receptor de prolactina ou o factor de transcrigdo (Stat5a) forem
inactivados ndo se verifica o desenvolvimento da glindula mamaria, devido a uma
reduzida diferenciaciio dos condutos mamarios, o que, em ultima instincia, origina
auséncia de lactaggo (Tucker, 2000).

Em muitas espécies, incluindo bovinos, a hormona prolactina ¢ essencial para o
inicio da lactagdio depois do parto. Observou-se um pico na secreg¢io na prolactina
algumas horas antes do parto. Estudos in vitro demonstraram que a prolactina, associada
4 insulina e ao cortisol, é necesséria para a indugfo da sintese de proteinas do leite. Num
processo bioldgico similar ao da mamogénese, a ligacdo da prolactina ao seu receptor €
responsavel pelo inicio da resposta lactogénica. Depois da ligaco inicia-se uma cascata
de acontecimentos que eventualmente activam os genes reguladores da sintese de
proteinas do leite (Tucker, 2000; Neville ef al., 2002; Naylor et al., 2005; Buser et al.,
2007).

5.2.5. Oxitocina

O leite sintetizado armazena-se no compartimento alveolar ¢ na cavidade
cisterna do bere. Entre lactagdes cerca de 80% do leite sintetizado no bere das vacas
leiteiras armazena-se na regidio alveolar. A hormona hipofisaria oxitocina liberta-se,
preduzindo o reflexo de ejecgio do leite. Em resposta a oxitocina, as célnlas
mioepiteliais que envolvem os alvéolos contraem-se e o leite alveolar transfere-se para o

espago da cisterna (Neville er a/., 2002; Svennersten-Sjaunja € Olsson, 2005).
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5.2.6. Hormona do crescimento

A fun¢ido da GH durante a lactagio ndo esta totalmente definida. Em bovinos
observou-se um pico da secrecdo desta hormona na altura do parto, o que ndo permite
explicar o inicio da lacta¢iio especialmente no primeiro periodo da lactogénese. Pensa-
se que a GH ndo desempenha uma acgio importante no inicio da lactagdo dos bovinos
(Tucker, 2000).

Foi observado em bovinos que a GH ndo se liga aos seus receptores na glandula
maméria, apesar de que 0 mRNA do receptor da GH estsja presente neste tecido. Para
além disso a concentragdo da GH no serum nio se altera como resposta aos estimulos
originados pela ordenha, e a diminui¢io da concentragio da GH no serum diminwi
pouco com o avango da lactaciio. Os mecanismos de acg¢fio da GH estdo provavelmente
localizados fora da glindula maméria e deverio ser muito sensivels a pequenas
alteracdes na secregio da GH. Pensa-se que a GH estd implicada na coordenagio da
distribui¢do dos nutrientes para a glindula mamaria durante a lactagio, e que torna
possivel o acesso de mais energia proveniente das gorduras para a gldndula mamadria
durante a lactagdo, especialmente no inicio desta. A hormona do crescimento origina um
aumento da circulagio sanguinea e apresenta propriedades que permitem controlar os
niveis dos lipidos e da glucose sanguinea (Tucker, 2000; Svennersten-Sjaunja e Olsson,
2005).

Varios estudos confirmam que a hormona de crescimento (GH) induz a secrecfio
do factor de crescimento semelhante 3 insulina (IGF-1) a partir das células do estroma
mamario, mas também a partir do figado. Pensa-se que o IGF-1 pode mediar a ac¢iio da
GH sobre o desenvelvimento da glindula mamaria por meio de mecanismos
enddcrinos, pardcrinos ou autdcrinos (Tucker, 2000; Svennersten-Sjaunja e Olsson,
2005).

Na lactagdo dos ruminantes a GH pode substituir a prolactina pela estimulagéo
do IGF-1 e consequentemente manter a secrecio de leite. Nos ruminantes a hormona de
crescimento em conjunto com a prolactina tém uma influéncia na produgio de leite,
onde a GH influéncia a sintese de gorduras e a prolactina tém efeito na sintese de
proteina e de lactose (Svennersten-Sjaunja e Olsson, 2005).

Em cabras, tratamentos com a hormona do crescimento dio origem a um
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aumento da produgido de leite de 5 a 30%. Pensa-se que esta hormona afecta o balanco
entre as células secretdrias e o numero de células mortas na glindula mamaria existindo
sugestdes de que esta regula a expressio dos factores de transcrigio Statl, 3 e 5
(Disenhaus ef al., 1995; Boutinaud et al., 2003; Boutinaud e Jammes, 2004).

Em vacas também foi observada uma relagido positiva entre a concentragio
plasmatica da GH e a quantidade de leite produzida. A administragio de GH exogena
aumenta nos bovinos a produgio de leite de 6 a 30% e aumenta também a persisténcia
da lactagfo. Pensa-se que este efeito da administragiio de GH exdgena esta relacionada
com o aumento da mobilizagio das reservas corporais {Svennersten-Sjaunja e Olsson,
2005).

Tém-se verificado tentativas de associar a sintese de leite com os polimorfismos
genéticos ao nivel da hormona do crescimento na raga de cabras Algarvia. Nesse estudo
em que s¢ aplicou a técnica de SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphisms)
observou-se a existéncia de padrdes de conformagfio distinta: dois nos exdes 1 € 2,
quatro no €xio 3, seis no exdo 4 e cinco no 5. Foi estabelecida uma associagfio entre os
padrdes de SSCP dos exdes 4 ¢ 5 e a quantidade de leite produzida, mas nio com a
qualidade do leite (Malveiro et al., 2001). Um estudo realizado na raga de cabras
Serrana também refere que se podera utilizar o gene da hormona do crescimento como
candidato para a selecgdo assistida por marcadores e sugere uma investigagio mais
pormenorizada do exio 4 uma vez que algumas mutagGes deste parecem influenciar
variages na produgio de leite (Marques ef al., 2003).

Como antes se referiu, varios estudos realizados com a técnica de SSCP
permitiram observar polimorfismos no gene da GH na raga de ovelhas Serra da Estrela
sendo possivel associar alguns polimorfismos com uma maior produgdo de leite
(Marques et al., 2001; 2006a,b,c).

5.2.7. Glucocorticbides
Nos bovinos, o cortisol é predominante glucocorticdide enddgeno. A principal
fungfo do cortisol na glandula mamaria é influir a diferenciagdo do sistema l6bulo-

‘alveolar. Na verdade, os alvos do cortisol sdo o reticulo endoplasmatico e o aparelho de

Golgi. Esta diferenciagdo induzida pelos glucocorticdides é essencial para permitir que a
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prolactina induza no devido momento a sintese de proteinas do leite (Tucker, 2000,
Neville et al., 2002).

De maneira geral, a concentragdo de glucorticéides no sangue permanece baixa
durante a maior parte da gestacdo até precisamente antes do parto, altura em que ocorre
um pico que coincide com o parto. No entanto, pensa-se que esta hormona ndo interfere
no inicio da lactagiio ¢ que pode estar associada ao stress do parto. Os glucocorticoides
no sangue ligam-se a globulina de ligagdo aos corticoides (CBG), proteina que inactiva
os glucocorticéides. Purante o periodo antes do parto, a CBG diminui, aumentando os
glucocorticoides livres, o que poderd explicar a actividade lactogénica destes. Foi
observade que os glucocorticdides se ligam a receptores especificos no tecido mamadrio
e que de forma ndo coordenada regulam a secregiio de a-lactalbumina e de B-caseina.
Recentes evidéncias sugerem que a secregdo elevada de glucocortidoides no periodo
antes do parto esta associada a supressfo do sistema imunitario, o que podera contribuir
para o aumento de incidéncia de mastites e de outras doengas no inicio da lactagfio
(Tucker, 2000).

Em cabras e em vacas, a ligacfio de glucocorticdides a receptores da glandula
mamaria aumenta com o inicio da lactagio ¢ estid claramente correlacionada com o

consumo de glucose no tecido mamaério {Tucker, 2000; Neville ef al., 2002).

5.2.8. Hormonas da tirdide

Durante a lactagdo, a glindula mamaria esta no estado de eutiroidismo € o resto
do corpo em hipotiroidismo. Estas situagdes aumentam a prioridade metabolica da
glindula mamaria. Grandes quantidades de iodo, um componente principal das
hormonas da tiréide, perdem-se no leite, o que provavelmente contribui para sitnagdes

de hipotiroidismo do animal lactente (Tucker, 2000).
5.2.9. Insulina
A insulina parece estar implicada na divisdo dos nutrientes na glaindula maméria

durante a lactagio. No ubere das vacas leiteiras a utilizagdo da glucose, do acetato, do -

hidroxibutirato, dos triglicéridos € dos aminoacidos ¢ independente da insulina. No
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entanto, nos tecidos adiposos a insulina aumenta a utilizagdo do acetato para a sintese de
lipidos, enquanto diminui a lipolise. Como resultado, nas vacas leiteiras a insulina esta
implicada nos mecanismos de divisdo dos nutrientes, desviando-os da sintese de leite,
em beneficio dos tecidos corporais. A concentracio de insulina no sangue esta
correlacionada negativamente com a producdo de leite (Tucker, 2000; Neville et al.,

2002).
6. Composigcio do leite

O leite, produto de secrecio da glindula mamaria, apresenta uma composicdo
que determina a sua qualidade nutritiva ¢ muitas das suas propriedades. E constitido
por uma fase aquosa (soro) e por uma sélida que, por sua vez, ¢ composta por gorduras
(triglicéridos, fosfolipidos, colesterol e acidos gordos libres), proteinas (caseinas -og,
52, P € x -, lactoalbumina, lactoglobulina -, -, albumina sérica, transferina, lisozima,
lactoferrina ¢ inmunoglobulinas), agicares (lactose), vitaminas e minerais. A
composi¢io do leite varia dependendo da espécie. Inclusivamente, dentro de cada
espécie a composicio do leite segregado nfio é sempre a mesma, mas varia com a raga, a
idade, o estado de lactogénese e o estado de nutricio do animal, entre outros factores
(Sacristan ef al., 1998). Entre as diferentes espécies de mamiferos, a grande variagio na
composi¢io do leite deve-se, sobretudo, a grandes variagdes na percentagem de gordura,
embora também se encontrem diferengas na distribuicio quantitativa e qualitativa das
proteinas. Com respeito 4s proteinas, foram observadas grandes variagSes entre
espécies, encontrando-se entre 4 e 200 g 1", Ainda que nos ruminantes as caseinas (o,
o2, P e k) constituam 80% das proteinas do leite, esta propor¢do pode variar entre
espécies (Nishimura e Kohmoto, 2001, Hall et af., 2001; Milenkovic et al., 2002;
Kappeler et al., 2003; Hinrichs, 2004; Ramunno et al., 2004).

A composig¢io geral do leite de ovelha pode resumir-se da seguinte forma: dgua
(82%) e matéria seca (18%). Dentro desta ultima frac¢do encontram-se as gorduras
(40%), as proteinas (29%), a lactose (26%) e as cinzas (5%) (Casanova et al., 1996).

Como antes se referiu, a ovelha de raga Churra da regido de Castela e Ledo
produz uma média de 128 1 de leite por lactagio normalizada a 120 dias, com

proporgdes de 6,76% de gordura ¢ de 6,28% de proteina. O leite produzido entre os 30 ¢
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120 dias de lactagdo apresenta um contetido médio de caseinas de 48,4 g I'! e de
proteinas do soro de 12,1 g 1. Habitualmente ndo se quantifica a percentagem de
lactose nesta raca de ovelhas (Gonzalo ef /., 1994; Othmane ef al., 2002a).

Os valores de produgfio sfo comparaveis a outras ragas autdctones de ovelhas
leiteiras espanholas, embora o contetido de gordura no leite das ovelhas de raga Churra
parecer ser mais baixo. Alguns autores assinalaram que o conteddo baixo em gordura
podera estar relacionado com a alimentagio (Othmane et al., 2002a).

O facto de grande parte do leite de ovelha se utilizar para fabricar queijo confere
especial importincia aos componentes que apresentam relagio directa com o
rendimento queijeiro, como a gordura e a proteina. A gordura é um componente que se
destaca no leite de ovelha, uma vez que confere ao leite caracteristicas fisicas e
organolépticas muito importantes sob um ponto de vista qualitativo {Casanova et al.,
1996). Estudos realizados na raga Churra parecem concluir que as condigcdes de
tratamento e de alimentagio dos animais exercem sobre o contetido de gordura do leite
maior influencia que outras questdes relacionadas com a heranga genética (Othmane et
al., 2002b).

O contetido em proteina é um factor de grande importincia para a fabrica¢io de
queijo, ja4 que ¢ determinante no rendimento e na qualidade do produto final. No
entanto, nem todas as fracgbes proteicas do leite contribuem de igual forma para a
transformagdo em queijo. Assim, o conteido em caseinas faz parte da coalhada,
enquanto as demais proteinas fazem parte da fraccfo do soro. Desta forma resulta
evidente a importincia das caseinas na fracgdo proteica, devido a sua influéncia sobre o
rendimento queijeiro. Nio obstante, na caseina € de grande importincia a proporgio das
suas diferentes fracgdes -1, as2, P € x-, uma vez que diversos estudos evidenciaram que
algumas delas, em particular a B ¢ a x, podem diminuir o rendimento queijeiro
(Casanova ef al., 1996; Othmane et al., 2002b). Convém ainda assinalar que estudos
realizados com ovelhas de raga Churra enfatizaram que o contetido em proteinas do leite
apresenta elevada hereditariedade, pelo que se recomenda a selec¢io de animais com

base neste factor (Othmane et af., 2002b).
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7. Biosintese dos compostos do leite

Como antes se referiu, por varias razdes, até a data nos programas de selec¢do de
pequenos ruminantes se tenha centrado principalmente na quantidade de leite produzida
¢ dado pouca importincia aos constituintes do leite, no entanto, espera-se que esta
tendéncia seja invertida uma vez que a maionia do leite destes animais ¢ convertida em
produtos lacteos e o conteido de proteinas ¢ de gordura ¢ pelo menos tic importante

como a quantidade de leite produzida (Barillet, 2007; Moioli et al., 2007).

7.1. Sintese de proteinas do leite

As proteinas sfo importantes para a qualidade ¢ para a composicdo do leite. Nos
bovinos, as caseinas e as lactoglobulinas -a, B- (WAP- whey acidic proteins) constituem
95% das proteinas do leite. O conteido médio de proteinas no leite das ovelhas & de
5,8% (peso/peso) e € maior do que o de cabra 4,6% (peso/peso) ou do que o de vaca
3,3% (peso/peso). Nas ovelhas, as quatro caseinas -1, U2, P € k- representam cerca de
76 a 83% do total de proteinas do leite, enquanto que as WAP constituem de 17 a 22%.
Sob o ponto de vista da produgdo, a propor¢io das caseinas determina o rendimento
queijeiro (Braunschweig et al., 2000; Akers, 2002; Chessa et al., 2003; Holland ef al.,
2004; Park et al., 2007).

A comparagdo da expressdo de genes na glandula mamaria de bovinos permitiu
demonstrar que as proteinas do leite representam a maior parte das proteinas que se
expressam na glandula mamaria em lactagéo. As caseinas (o-s1- € B) encontram-se entre
as que apresentam uma maior expressio em animais lactentes comparativamente com
nio lactentes (Suchyta et al. 2003). No entanto, segundo o estudo de Park et al. (2007) o
leite de ovelha apresenta em média maior concentracio das caseinas (o-s2- € B) mas
também da caseina (a-sl), sendo a k-caseina a que apresenta menor concentragdo
comparativamente com as outras.

Observou-se que as variantes genéticas das principais proteinas do leite de
ovelha influenciam a composi¢io e as condigdes tecnologicas do leite. Existem cinco
variantes polimorficas da o-sl-caseina, designadas de A a E, que se devem

principalmente a substitui¢des de um ou varios aminoacidos, que afectam o grau de
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fosforilagdo das proteinas. Na raca de ovelhas Sarda, o gendtipo CC estd associado a um
maior conteudo de caseinas comparativamente com o genodtipo CD ou DD (“Welsh™)
sendo este ultimo relacionado com o menor contetddo de caseinas e com um decréscimo
na capacidade de coalhar o leite para fazer queijo. No entanto, este alelo ¢ muito raro
em varias ragas estudadas. A o-s2-caseina parece ser a fracgdo mais heterogénea devido
ao seu nivel de fosforilagdo. Observam-se formas distintas desta caseina resultantes da
maturagio alternativa ao nivel do mRNA. As trés variantes da B-caseina nio se devem a
polimorfismos genéticos, mas sim a vanagdes no grau de fosforilagdio na cadeia de
proteinas. Enquanto que na x-caseina das ovelhas ndo foram caracterizadas até a data
variacdes genéticas € o seu polimorfismo fica a dever-se a diferentes graus de
glicolisacdo e de fosforilagdo (Pirisi er al.,, 1999; Amigo et al., 2000; Moioli ef al.,
2007; Park et al., 2007, Barillet, 2007).

Em ovinos foram detectadas trés variantes genéticas (A, B ¢ C) da B-
lactoglobulina. As variantes A (tirosina) e B (histidina) apresentam diferentes
aminoacidos na posi¢do 20. Em vanas racas de ovinos estudados so foi detectada e com
baixa frequéncia a variante C na raga Merina. A variante C também ¢ resultante da
alteraciio de um s6 aminoacido. Ao contrario do que se verifica com os caprinos nio se
observou nas virias racas de ovinos estudas resultados consistentes que permitissem
relacionar os polimorfismos A e B da B-lactoglobulina com ¢ rendimento na fabricagio
de queijos ou com caracteres de produgdo. Na raga Churra o gendtipo AA parece estar
relacionado com uma maior produgio de queijo do que os gendtipos AB ou BB (Barillet
et al., 2005; Barillet, 2007; Moioli et al., 2007).

Foram detectadas duas variantes da proteina o-lactoglobulina (A e B). Foi
analisada a sequéncia de nucledtidos do mRNA da a-lactoglobulina de ovelha e foram
determinados trés variantes nos nucledtidos dos coddes. Ainda ndo foram realizados
estudos sobre a influéncia destas variantes no rendimento da fabricagio de queijos
(Moioli et al., 2007).

Os quatro genes que codificam as caseinas estdo fisicamente ligados na seguinte
ordem: «y, B, dx € K. A estrutura ¢ a orientagio do locus das caseinas estfio bastante
conservadas em todas as espécies estudadas até & data. Dependendo da espécie, o

cluster total dos genes das caseinas esta compreendido numa regifio de 250 a 350 kb. A
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regido em que se pode observar este cluster é rica em AT (< 37% GC) e apresenta um
contenido de repeticdes abaixo da média. Por outro lado, foram descritas algumas
diferencgas nas distincias que separam os genes das caseinas e no numero de genes em
algumas espécies (um gene extra de caseina o, foi detectado em ratos, em ratazanas,
em coelhos ¢ em humanos). A andlise comparativa do cluster dos genes das caseinas
demonstra elevada divergéncia na regido de codificagdo, que parece ter origem no uso
variavel dos exdes e de divergéncias na evolucgdo (Rijnkels, 2002).

Trés (a1, B, 0s2) das quatro caseinas sdo sensiveis a precipitacio com calcio €
apresentam peso molecular similar (aproximadamente 24 kDa), regides promotoras
idénticas e localiza¢do similar dos sitios de fosforiza¢fio. Estes dados apoiam a hipotese
de uma origem comum destes genes, por duplicacio de um gene ancestral. Também a
presenca dos genes das caseinas sensiveis ao cilcio ¢ de a k-caseina em todas as
espécies de mamiferos existentes parece indicar uma origem comum dos genes antes da
evolugio separada das espécies, embora se pense que o gene da k-caseina ndo estd
relacionado evolutivamente com os outros genes das caseinas. Contudo, o padrio de
expressio € similar ¢ o produto proteico ¢ essencial para a formaglo e para a
estabilidade das micelas (Rosen e al., 1999; Braunschweig et al., 2000; Rijnkels, 2002;
Milenkovic ef al., 2002; Ramunno ef al., 2004).

No homem (Homo sapiens) podem encontrar-se os quatro genes de codificacdo
das caseinas do leite no cromossoma 4 (4q21), na ratazana (Ratus norvegicus) no
cromossoma 14 € na rata (Mus musculus) no cromossoma 5 (44,91 cM). Nos bovinos,
(Bos taurus) os quatro genes das caseinas encontram-se em 250 kb do cromossoma 6
(6q31-33). Também em ovelhas (Ovis aries) ¢ em cabras (Caprus hircus) estes genes se
encontram no cromossoma 6. No porco (Sus scrofa) pode-se observar no cromossoma 8
(Barillet et al., 2005; Huq et al., 2005).

Os genes que codificam as proteinas do leite sdo regulados por uma interacgio
complexa de hormonas esterdides e peptidicas, predominantemente as lactogénicas
como a prolactina, a insulina e a hidrocortisona, assim como por interacgdes entre
células. Estes genes especificos do tecido mamério exibem padrdes de expressio
determinados pela fase de desenvolvimento da glandula mamaria (Rosen ef al., 1999;
Rosen, 2003; Bevilacqua et al., 2006).

A expressdo dos genes das proteinas do leite é controlada ao nivel da transcri¢do
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por regides com promotores que contém CoRE (composite response element). Os CoRE
540 um cluster de sitios de ligagio a factores de transcricdo que contém elementos de
regulago positivos e negativos capazes de integrar a rota biologica dos sinais de
tradugdio por meio de interacgdes de proteina — DNA ¢ proteinas —, de forma a conferir
padrdes de cxpressio ajustados. Na maioria dos casos, o nivel de activagdo da
transcrigdo obtida nos CoRE é muito mais elevado do que a acgéio combinada de cada
factor de transcri¢io individualmente, sendo frequente que os CoRE recrutem os
factores de transcrigio de diferentes familias para a mesma regido promotora. Os CoRE
dos promotores de genes das proteinas do leite exemplificam estes principios. Nenhum
dos factores de transcricdo que se liga aos sitios de ligagio dos CoRE e que sdo
necessarios para a sintese de proteinas do leite sdo especificos do tecido mamario ou
estdo restringidos i glandula no periodo de lactagdo. Mas a combinagdo Unica dos
factores de transcrigdio ¢ especifica da sintese de proteinas do leite na glindula mamaria
em lactacio. Para as proteinas WAP (lactoglobulinas a e ) sdo essenciais os factores
nucleares {(NF)-I, os receptores glucocorticéides (GR) e o factor de transcigio Stats.
Para a [-caseina participam na activagdo da transcrigdo o Stat5, o GR e o C/EBPp,
enquanto o Yin Yang (YY)-1 estd implicado na repressédo (Rosen et al., 1999; Paukku ¢
Silvennoinen, 2004; Lenasi et al., 2005).

O Stat5 é um factor de transcrigdo responsavel pela sinalizagfio da prelactina na
glandula mamaria, expressando-se em todos os estados de desenvolvimento desta. Tal
factor de transcri¢cio activa-se pela fosforizagio da tirosina (JAK/STAT) depois do
estimulo da PRL, que se liga & parte extracelular do receptor de prolactina (PRL-R),
originando uma sequéncia de traduciio do sinal JAK/STAT. O JAKZ2, que esta associado
ao PRL-R na auséncia de prolactina, activa-se por transfosforilacio quando duas
moléculas de JAK?2 se juntam, induzidas pela liga¢fio ao receptor. O JAK2 activado cria
sitios de ligacdo para proteinas como o Stat5, sendo este subsequentemente fosforilado,
dimerizado e transposto para o nicleo. O Stat5 assim activado liga-se a sequéncia de
activacio do GAS (inferferon-gamma-activated sequence), o que modula a actividade
dos genes-alvo, tais como os genes das proteinas do leite. A cinética de fosforilagio da
tirosina do Stat5 é paralela ao perfil de expressdo das proteinas do leite na glindula
mamaria. Foi observada a existéncia de dois genes que codificam para o Stat5,

designados por Stat5a e StatSb. Estes sdo capazes de codificar isoformas distintas que
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podem surgir da maturagéo alternativa do mRNA. A auséncia de Stat5a ou de Stat5b
ndo altera de forma drastica a expressio da P-caseina na glindula mamana. Todos os
genes que sintetizam proteinas do leite apresentam pelo menos um sitio de ligacio aos
Stat5. A expressdo das WAP ¢ reduzida na auséncia de Stat5a ou de Stat5b. Também foi
observado que o Stat3 é fosforilado durante o periodo de involugdo da gléndula
mamaria depois da lactagdo, o que leva a supor que este factor de transcrigio interfere
no processo. (Rosen et al., 1999; Molenaar et al., 2000; Groner, 2002; Paukku e
Silvennoinen, 2004; Clarkson ef al., 20006).

QO C/EBPP e o C/EBPS pertencem a mesma familia de factores de transcrigio
{CCAAT/enhancer binding proteins), que parece serem importantes para o0
desenvolvimento da gldndula maméria e para a expressio das proteinas do leite. O
promotor proximo da B-caseina contém quatro sitios de ligagio para os C/EBP, dos
quais trés se encontram na regifio promotora minima, essencial para a resposta
hormonal. Analises de mutagdes revelam que estes sitios de ligagdo para os C/EBP séo
importantes para a activagiio da transcrigio do promotor da P-caseina. Foi observado
que o mRNA do C/EBPJ codifica trés isoformas proteicas diferentes, duas das quais
designadas por LAP (liver-enriched activating proteins) € a outra por LIP (fiver-
enriched inhitory proteins). Esta iltima actua como factor de transcrigdo negativo.
Durante a gestagiio existe um elevado nivel da razio LIP/LAP. No inicic da lactacgio os
niveis de LIP diminuem drasticamente, enquanto os de LAP diminuem em menor
quantidade. Pensa-se que durante a gestagdo a actividade de LAP, assim como de outros
C/EBP, ¢ inibida pelo LIP. E provivel que este seja um mecanismo de inibigio da
expressdo dos genes de caseina no inicio da gestagio. A diminui¢éo do LIP quando se
inicia a lacta¢do resulia provavelmente numa libertagio da inibigfio da transcrigdo, que
permite que o LAP active os promotores dos genes das proteinas do leite. A auséncia de
C/EBPp reduz a expressao dos genes da p-caseina entre 85% e 100%, nio se detectando
a presenga das WAP. O promotor da P-caseina apresenta sitios de ligacdo para o
C/EBPp, pelo que estes resultados s3o consistentes, mas o efeito sobre a expressio do
WAP deverd ser indirecto, uma vez que os promotores das WAP ndo parece
apresentarem sitios de ligacdo ao C/EBP (Rosen ¢f al., 1999; Grimm e Rosen, 2003).

Existem diferentes isoformas dos factores nucleares (NF)-I, especificas para

diversos tecidos. As isoformas (NF)-I, especificas da glindula mamaria, sio
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componentes importantes dos CoRE que regulam a expressdo dos genes codificadores
das proteinas WAP (Rosen et al., 1999; Rosen, 2003).

Embora os glucocorticoides {GR) sejam importantes na expressdo dos genes das
proteinas do leite, a maioria destes nfo apresentam os elementos consensuais de
resposta aos glucorticoides (GRE). O promotor do WAP contém um cluster com metade
do GRE nas regides de regulagio proximal e distal. A regido proxima da P-caseina
também apresenta varias metades de GRE. Ainda que os glucocorticoides sejam
hormonas lactogénicas essenciais, 0s mecanismos pelos quais regulam a expressio das
proteinas do leite de forma sinérgica com a PRL e a insulina nfio estfo totalmente
definidos. O Stat5 ¢ os GR activam a transcrigio do promotor da [-caseina. Pensa-se
que a interacgio entre proteinas Stat5 € os GR protege o Stat5 de desfosforilagdo. Esta
situacéio permite ao Stat5 permanecer ligado ao DNA por um periodo de tempo maior, 0
que aumenta a actividade de transcricio do Stat5, mas parece que a sinergia de
transcrigdo que existe entre o Stat5 e os GR no promotor da 3-caseina € conferida por
miiltiplos mecanismos (Rosen et al., 1999; Reichardt e al., 2001; Groner, 2002; Buser
et al., 2007).

O promotor da B-caseina contém uma regido de regulacéio negativa. Estes
elementos bipartidos presentes na regido promotora de caixa do leite, designados por
YY1, reprimem a transcrigdo, na auséncia de hormonas lactogenas. O efeito do YY1 é
compensado pelo Stat5. Foi aventado que interacgSes entre C/EBPP e YY1 sfio capazes
de se ligar a regiio promotora de caixa do leite, originando a repressdo do gene da -
caseina (Rosen et al., 1999).

Como referido, a activagiio da transcricio de um CoRE € geralmente maior do
que a soma das suas partes. Os factores de transcrigio actuam de forma cooperante e as
interacgdes proteina/proteina entre estes sdo provavelmente tdo importantes como a
interacgdo de cada factor de transcrigio com o elemento de resposta. O Stat5 e o GR
exibem uma elevada sinergia na transcrigio do promotor da f-caseina. Também os
factores de transcricio de forma cooperante podem actuar nos CoRE para recrutar co-
activadores e co-repressores (Rosen et al., 1999).

Tal como a acetilase das histonas estd implicada na remodelacio local da
cromatina nos genes activos, as histonas deacetilases (HDAC) modulam a estrutura

local da cromatina de forma a reprimir a transcrigio. Foi sugerido que o YY1 reprime o
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promotor da f-caseina, por fazer aproximar ao promotor as enzimas HDAC, capazes de
criar uma configuragdo da cromatina de repressdo. Dado que o YY1 € susceptivel de
interactuar com o C/EBPJ e que o sitio de liga¢do do YY1 no promotor da B-caseina ¢
de fraca ligaco, um complexo de LIP/YY1 pode ser responsavel pela manutengio da
ligagio forte do YY1 e do HDAC ao promotor. Quando os niveis de LIP diminuem no
final da gestacdo, o complexo pode entdo dissociar-se (Rosen et al., 1999).

Estudos demonstraram que a insulina e os factores de crescimento, como o
factor de crescimento semelhante a insulina (IGF)-I e II, tém efeito no nivel de
transcrigdo da B-caseina. No entanto, a insulina apresenta uma capacidade de estimular
a expressdo de genes das proteinas dez vezes superior a dos IGF-1 e 1GF-II. Pensa-se
que a estimulagio de transcricio dos genes das proteinas do leite dependentes da
insulina pode implicar a modulagfio de sinalizagio 4 PRL e a rota biologica JAK/STAT.
Também se pensa que a insulina pode estimular a sintese de proteinas do leite por meio
da modulagfio da absor¢do e/ou do metabolismo dos nutrientes (Rosen et al., 1999).

Sabe-se que a matriz extracelular (ECM) exerce fungfes essenciais em todas as
etapas de desenvolvimento da glindula mamaria. Uma das fun¢des da ECM durante a
lactagdo € a regulagiio da expressdo dos genes das proteinas do leite. Foi observado uma
regido a montante do gene da B-caseina, designada por BCE (B-casein element 1). O
BCE parece ser uma regido incrementadora dependente da ECM e especifica da
glindula mamaria. Foi observado que o0 BCE contém sitios de ligacdo para os factores
de transcri¢do C/EBP e Stat5. Um dos mecanismos pelo qual a ECM regula a siniese de
proteinas do leite parece ser por meio da modulagio da rota biolégica do JAK/STAT.
(Rosen et al., 1996; Rosen et al., 1999; Talhouk et al., 2001; Zoubiane ef al., 2004).

Estudos recentes parecem indicar que a sintese das caseinas também ¢
controlada ao nivel da tradugfio, uma vez que o mRNA das quatro caseinas ndo ¢
traduzido com a mesma eficiéncia. Em ovelhas, cabras e vacas 0 mRNA das caseina (o~
s1- e () € traduzido com aproximadamente trés a quatro vezes mais eficiéncia do que as
caseinas (0-s2- e k), podendo ser esta uma das causas das diferentes concentragfes das

caseinas no leite dos ruminantes (Bevilacqua et al., 2006).
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7.2. Sintese da gordura do leite

O componente do leite que fornece mais energia € a gordura. Este componente
também ¢ responsavel pela qualidade organoléptica e nutricional (potenciais efeitos
especificos de alguns acidos gordos sobre a saiide humana) para além de propriedades
fisicas do leite e dos seus derivados (Bauman ¢ Griinari, 2003; Harvatine ¢ Bauman,
2006; Bauman et al., 2006). O contelido de gordura no leite apresenta diferencas
marcadas entre espécies, variando desde menos de 1 até 50 por cento. Até dentro de
uma espécie, o contetido de gordura é a varidvel principal dos constituintes do leite. A
gordura é o componente do leite dos ruminantes que mais pode variar € no caso dos
bovinos, pode alterar-se o contelido de gordura até trés por cento. Desta forma, a
maioria dos estudos de alteracio da quantidade de gordura sintetizada no leite, assim
comc a manipulagio da sua composi¢do (acidos gordos), basecia-se em estudos de
nutrigdo animal (Akers, 2002; Peterson et al., 2003; Jenkins ¢ McGuire, 2006; Lock et
al., 2006; Bauman e? al., 2006).

Nos animais ruminantes estima-se a existéncia de mais de 400 acidos gordos
diferentes que constituem os ftriglicéridos da gordura do leite. Nos ovinos os
triglicéridos representam aproximadamente 98% do conteudo dos lipidos e a maioria
dos triglicéridos consistem em acidos gordos com cadeias de comprimento entre C4 e
C18. Os restantes 3% dos lipidos do leite consistem noutras classes como os
fosfolipidos, o colesterol, o diacilglicerol, o monoacilglicerol e os acidos gordos livres
(Bauman e Griinari, 2003; Park et al., 2007).

Nos ruminantes, os acidos gordos C4 a C14 e uma propor¢io dos C16 sio
derivados da sintese “de novo” que ocorre na glindula mamaria, sendo as fontes de
carbono o acetato e em menor extensdo o B-hidroxibutirato. Os restantes acidos gordos
C16 assim como os 4cidos gordos de cadeia longa sdo originarios dos 4cidos gordos da
circulagdo sanguinea que por sua vez resultam da absor¢io dos lipidos da dieta ou da
mobilizacdo das gorduras corporais (Akers, 2002; Bauman e Griinari, 2006).

Ha mais de um século que se sabe que a dieta pode originar o que vulgarmente
se conhece por depressio da gordura do leite (MFD- milk fat depression). As alteragtes
causadas durante a MFD envolvem tanto a quantidade de gordura do leite como a sua

composi¢cio em acidos gordos. Quando este fendmeno ocorre, a quantidade de gordura
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do leite pode ser reduzida em mais de 50% com pouca ou nenhuma alteragdo na
producio de lactose ou proteina. A redugo representa um declinio na quantidade da
maioria dos 4cidos gordos, mas a composi¢io dos acidos gordos € alterada
principalmente devido 4 sintese “de novo”. Observa-se também um aumento substancial
dos 4cidos gordos trans-C18:1. Como resultado, a composi¢do da gordura do leite
altera-se devido a uma redugfio dos acidos gordos de cadeia pequena ou média € a um
aumento na concentiragiio dos acidos gordos de cadeia larga (Bauman e Griinari, 2003;
Bauman ef al., 2006).

No caso dos ruminantes a sintese de gordura do leite pode ser inibida por acidos
gordos que se produzem durante o processo de biohidrogenagéo que ocorre no rumen.
Esses intermediarios da inibicdo sdo os icidos linoléicos conjugados trans-10, cis-12
(CLA), ¢ talvez um outro acido gordo capazes de originar uma diminuigio coordenada
na expressdo da glandula mamaria das enzimas lipogénicas como € o caso da enzima
glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) que intervém na sintese de triglicéridos do
leite {Ericsson et al., 1997; Morand et af., 1998; Baumgard et al., 2002; Bauman e
Griinari, 2003; Harvatine e Bauman, 2006; Bauman ef al., 2006; Anderson et al., 2007).
Estudos recentemente realizados na glindula mamaria de vacas parecem relacionar a
MFD com a diminuigdo do factor de transcri¢do da proteina de ligagio ao elemento de
resposta a esterol (SREBP) com o decréscimo da sintese de gordura do leite. Também
parece haver evidéncias para a participacio do S14 (thyroid hormone responsive spot
14) na regulagio da sintese da gordura do leite que ocorre na glindula maméria
(Harvatine ¢ Bauman, 2006; Anderson et al., 2007).

O SREBP! ¢ um membro da familia dos factores de transcrigdo basais capazes
de activar a transcri¢io dos genes para a sintese de acidos gordos, enquanto o factor de
transcrigio basal SREBP2, activa a sintese de colestercl. Uma proteina de activagio
designada por SCAP (SREBP- cleavage activating protein), liga-se aos SREBPs no
reticulo endoplasmatico e transporta-os para o aparelho de Golgi onde estes se activam
como factores de transcricio (Rudolph et al., 2003; Anderson er al., 2007). Os
promotores destes genes contém elementos de resposta ao esterol e sitios de ligacdo
para o factor nuclear (NF)-Y, o factor especifico (SP)1 e o (SP)3. No entanto, ainda ndo
¢ conhecida a fungio exacta destes factores de transcrigio mas sabe-se que o factor de

transcricio SREBP1 apresenta a possibilidade de activar a sua propria transcrigdo
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devido a presenga de um elemento de resposta ao esterol na regido promotora do gene
que codifica o SREBP1 {Anderson et al., 2007).

Como ja se referiu nos ruminantes os triglicéridos constituem a maior fracgio de
gordura do leite. A sintese de triglicéridos do leite ocorre na superficie citoplasmatica
do reticulo endoplasmdtico liso das células epiteliais mamarias. Os triglicéridos do leite
sdo sintetizados a partir dos acidos gordos e do glicerol pela via glicerol-fosfato (figura
2). Neste processo dois acidos gordos ligam-se por uma liga¢3o éster a duas moléculas
de acil CoA. Assim, com a intervengdo da enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase
(GPAT) os 4cidos gordos ligados & acil CoA reagem com o-glicerol-3-fosfato para
formar o icido fosfatidico. Este, depois da remocéo do fosfato, gera o 1,2-diacilglicerol.
Ao 1,2-diacilglicerol € adicionado o terceiro acido gordo, originando assim a formacéo
de triglicéridos e CoA (Akers, 2002). Nos bovinos o gene que codifica a enzima
glicerol-3-fosfato aciltransferase mitocondrial (GPAM) encontra-se numa regido do
cromossoma 26 que parece afectar a produgfio de leite, de gordura € de proteina do leite,
pelo que sugerem que devido a sua localizagio este seria um bom gene candidato no
estudo de Quantitative Trait Loci (QTLs) para estes caracteres (Roy ef al., 2006).

Nos dltimos anos tém sido identificados genes candidatos, que se supSem
responséaveis por uma determinada quantidade de variagio genética que influéncia a
produgdo de leite. No metabolismo dos acidos gordos destacam-se alguns genes que
codificam enzimas envolvidas directamente neste processo. A enzima acetil-CoA
carboxilase € determinante na regulacio da sintese dos acidos gordos nos tecidos
animais. Diferencas na expressio deste gene na glindula maméria em duas ragas de
ovelhas parecem indicar um envolvimento directo deste gene na sintese de acidos
gordos. Foram identificadas diferencas ao nivel do promotor deste gene mas ainda néo
foram investigados os efeitos destas diferengas. Também o gene que codifica a enzima
estearoil-CoA desaturase, essencial na sintese dos acidos gordos insaturados, parece
indicar que este serd um bom gene candidato para estudos da qualidade da gordura do
leite. Igualmente se propdem como candidato o gene que codifica a enzima lipoproteina
lipase. Esta enzima ¢ responsavel pela hidrolizagio dos triglicéridos a glicerol e a icidos
gordos livres. E sintetizada nas células epiteliais mamadrias e influéncia a libertagiio dos
acidos gordos no tecido mamario. Nas ovelhas o gene que codifica a enzima acilCoA-

diacilglicerol-aciltransferase 1 {DGAT]) também parece ser um bom candidato para o
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contefido de gordura do leite. Esta enzima parece controlar a sintese de triglicéridos no
tecido adiposo (Grisart et al., 2004; Graziano ef al., 2005; Moioli ef al., 2007; Szyda
Komisarek, 2607).

2 Acidos Gordos + 2 CoA Glicerol + ATP
2 Acidos Gordos acil CoA o-Glicerol-3-Fosfato
(GPAT)

Acido Fosfatidico + 2 CoA

!

1,2-Diacilglicerol + P;

Acido Gordo acil cmxl

Triglicéridos + CoA

Figura 2. Sintese de triglicéridos. Enzima Glicerol-3-Fosfato Aciltransferase
(GPAT) (Adaptado de Schmidt, 1971).

7.3. Sintese da lactose do leite

O disacarido de lactose ¢ o hidrato de carbono mais comum do leite. E
constituido por uma molécula de glucose ¢ uma de galactose, combinadas com ligagbes
de um a quatro carbonos. Uma das enzimas funcionais necessérias para a sintese de
lactose, a lactose sintetase, é composta por uma combinagdo de duas proteinas, que se
juntam no aparelho de Golgi. A enzima UDP glucose-4-epimerase implicada na
transformacdo de glucose — a lactose — estd presente no tecido mamério antes do parto,
mas a actividade aumenta no inicio da lactagio. Ao contririo, a actividade da lactose

sintetase aumenta fortemente nos estados finais da lactogénese. A capacidade de
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sintetizar lactose depende da presenca da proteina a-lactalbumina nas células mamarias.
A expressio do gene da a-lactalbumina aumenta com a lactogénese. Uma vez que a o-
lactalbumina sintetizada € segregada no leite, a produgio de lactose necessita de uma
producdo continua de ¢-lactalbumina para gerar o complexo funcional enzimético

lactose sintetase (Akers, 2002).

8. Factores que influenciam a producio lictea nos ovinos

A produgiio de leite na ovelha depende de factores intrinsecos, inerentes ao
animal (de modificacgfio dificil), e de factores extrinsecos ou do ambiente (que podem
ser influenciados por intervengiio do homem). Tanto uns como os outros podem actuar
isoladamente ou em combinagdo, sendo necessario a utilizagdo de modelos animais (ex:
BLUP) para apreciar separadamente a influéncia de cada um e fazer assim uma previsio
do valor genético dos animais (Ugarte et al., 2002).

Como factores intrinsecos capazes de influenciar a produgéo de leite nos ovinos
cabe destacar o gendtipo e potencial produtivo (raga) assim como o estade de lactagio
uma vez que nas ovelhas a producfo de leite didria varia ao longo da lactacio (curva de
lactag@o) (Svennersten-Sjaunja e Olsson, 2005).

A idade e niimero de lactagdo também se considera como factor intrinseco que
intervém a produg3o de leite. Num estudo realizado em trés rebanhos de ovelhas Churra
da Comunidade Auténoma de Castela ¢ Ledo, observou-se que na segunda lactago a
producdo de leite foi 11,7 kg superior a4 primeira, sendo esta diferenga altamente
significativa. Na terceira lactagdo as produgdes também foram significativamente
superiores (4,2 kg) a segunda (Carriedo ef al., 1982). Também El-Saied et al. (1999)
afirmam que a producio de leite em ovelhas Churra aumenta gradualmente com o
nimero de partos, obtendo-se a mixima produgdo no terceiro parto e persistindo sem
diferengas significativas até quinto, diminuindo a partir deste.

E igualmente considerado como factor intrinseco, o tipo de parto (simples ou
miltiplo), sendo frequentes os partos multiplos em ovelhas com aptitude lictea
(Carriedo et al., 1982). No trabalho realizado por El-Saied et al. (1999) em ovelhas
Churra observou-se que ovelhas com partos multiplos apresentam uma maior produgio

de leite (140 1 por lactagdo, média de 120 dias), em comparagiio com outras que tém
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partos simples (128 1). Este aumento na produgéo podera dever-se em parte ao efeito da
placenta no desenvolvimento da glindula mamarna durante a gestagdo, assim como ao
aumento da estimulagdo do fibere provocada pelos cordeiros (El-Saied et al., 2005).

A anatomia ¢ morfologia do ubere sdo factores intrinsecos dos animais que
parecem influenciar a quantidade de leite produzida uma vez que as caracteristicas
morfologicas influenciam, sobretudo, a apeténcia pela ordenha mecédnico das ovelhas
leiteiras, surgindo por esta razdo o interesse pelo estudo do ubere da ovelha, em busca
de uma morfologia que se adapte melhor a este sistema de ordenha. A hereditariedade
dos caracteres relacionados com a morfologia mamaria € no caso da raga Churra
relativamente baixa comparativamente com outras ragas europeias estudadas (Sierra,
1995; Casanova et al., 1996, De La Fuente, 2000).

Nas ovelhas, o estado sanitario do tubere é um factor intrinseco que tem uma
grande influéncia na produgdo de leite, tanto na quantidade como na qualidade. A
presenga de mamites di origem a uma diminui¢do na produgio ¢ na quantidade de
gordura, de caseinas ¢ de lactose. Os animais com maior capacidade produtiva, assim
como 0s que s3o tratados em condigdes deficientes, apresentam um maior risco de
patologias mamarias. Habitualmente, como indicador de mastites subclinicas utiliza-se a
contagem de células somdticas do leite (Casanova ef al., 1996; Othmane ef al., 2002;
Leitner et al., 2004). A contagem de células soméaticas do leite ¢ frequentemente
utilizada nos programas de melhoramento de bovinos como critério para melhorar a
resisténcia a mastites, embora a relagiio genética entre ambos os caracteres ndo indique
que sejam exactamente 0 mesmo caracter. Esta relagdo foi ainda menos estudada nos
ovinos leiteiros devido fundamentalmente A existéncia de poucos dados relacionados
com as mastites mas também porque as mastites clinicas apresentam uma incidéncia
proxima dos 5%. No entanto, trabalhos realizados sugerem que em ovinos de leite ¢
possivel realizar uma selecgio contra mastites utilizando como indicador a contagem
das células somaticas. A hereditariedade estimada para a contagem de células somaticas
¢ baixa para as racas de ovinos estudadas (El-Saied ef al., 1999; Ugarte et al., 2002;
Othmane et ai., 2002).

Como factor extrinseco que influencia a produciio de leite considera-se o nimero
de cordeiros criados uma vez que ovelhas que amamentam mais de um cordeiro

alcancam o miximo de producio mais elevado e mais precoce (segunda e terceira
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semanas) do que as de uma s6 cria (quarta semana) (Carriedo ef al., 1982; el-Saied et

al., 1998; el-Saied et al., 1999).

O desmame, a ordenha mecanica assim como as caracteristicas da ordenha sio
também factores extrinsecos que influenciam a produgéo de leite das ovelhas (Casanova

et al., 1996, McKusick et al., 2001; Hervas ef al., 2006).
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B. Conceitos basicos da expressio de genes

1. Regulacgio da transcriciao

1.1. Introduciao

A informagdo genética que determina a composicdo, a estrutura e a fungdo das
proteinas celulares encontra-se nas sequéncias de bases do DNA. Nos eucariontes, uma
complexa maquina celular é responsavel pela sintese de proteinas. O primeiro passo
neste processo consiste na transcrigdo do DNA para RNA mensageiro (mRNA). Um
segundo passo permite a tradugdo do mRNA em proteinas (figura 3). A regulagdo da
transcri¢do e da tradugdo, assim como 0s mecanismos que aumentam ou diminuem a
expressdo dos genes, permitem a diferenciagio das células em organismos
multicelulares com capacidade de se adaptar a alteragdes fisiologicas e ambientais.
Ainda que seja importante a regulagdo da transcricdo e da tradugdo para controlar a
expressdo dos genes, nesta revisdo concentramo-nos mais no estudo da regulagio da
transcrigdo, uma vez que 0 nosso objectivo € a analise da expressdo a nivel do mRNA
(Lorkowski e Cullen, 2003).

A expressdo dos genes nas células dos eucariontes ¢ regulada em diferentes
etapas do processo biologico, desde o DNA até as proteinas activas. Foram
identificados oito pontos de regulacdo da expressdo genética: (i) iniciacdo da
transcri¢do; (ii) alargamento da transcri¢do; (iii) processamento do RNA (ex. splicing,
poliadenilagio); (iv) transporte do RNA do nicleo para o citoplasma; (v) estabilidade do
RNA (ex. poliadenilagdo adicional); (vi) tradugio do mRNA para proteinas; (vii)
degradagdo das proteinas; (viii) modificagdo das proteinas depois de tradugdo (figura 4)
(Alberts et al., 1996; Lorkowski e Cullen, 2003).

Nos capitulos seguintes descreve-se os principios da regula¢do da expressdo dos
genes dando maior atengdo aos processos que foram anteriormente enumerados do (1) ao
(v), uma vez que nos parecem mais importantes para a compreensdo do trabalho
realizado.

A transcri¢do ¢ o primeiro e o mais importante nivel de regulagio da expressido

dos genes. Com excep¢do de um numero pequeno de genes nos quais a tradugdo se
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regula depois da transcrigdo, a taxa de sintese de proteinas estd, de maneira geral,
correlacionada com a taxa de transcri¢do. Frequentemente, variagdes no transcriptoma
de uma célula (perfis de expressio do mRNA) reflectem-se em variagdes equivalentes
do proteoma (perfiles de expressdo de proteinas) (Lorkowski e Cullen, 2003; Lloyd e
Murray, 2006; Groenen ¢ van den Heuvel, 2006).

Processamento
do mRNA

Transporte para
citoplasma

Figura 3. Expressdo dos genes nas células dos eucariontes. (J. E. Darnell, Jr.,
“The Processing of RNA™ Copyright © 1983 de Scientific American, Inc em
Griffiths et al., 2002.).
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DNA genomico
o Inicio da
transcrigdo
9 Alargamento da
transcri¢dao

Transcrito primario de RNA

Processamento
9 do mRNA
mRNA
Membrana Nicleo
e e e
Nuclear —
o Transporte Citoplasma
do mRNA
mRNA
mRNA Estabilidade
degradado ¢ > do RNA
@ Tradugio

@ Modificagoes

pos-tradugao

Figura 4. Oito pontos de regula¢do da expressdo dos genes (Alberts er al., 1996;
Lorkowski e Cullen, 2003).
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1.2. Mecanismo de transcriciio e promotores centrais

O processo de transcri¢do no nucleo dos eucariontes é realizado por trés polimerases
de RNA distintas, polimerases de RNA I, IT e III (polimerase L, IT e IIT). Cada uma das
polimerases de RNA dos eucariontes ¢ responsavel pela transcricio de diferentes
grupos de genes {(Fan et al., 2005). A polimerase I sintetiza 0 RNA ribossémico de
tamanho grande (Walgraffe er al., 2005) e a polimerase II transcreve os genes que
codificam proteinas, logo, o mRNA, (Shilatifard, 1998), enquanto a polimerase III
sintetiza RNA de pequeno tamanho, como o RNA transferente ¢ os RNA nucleares e
celulares de tamanho pequeno, assim como o RNA ribossomico 58 (Mauger e Scott,
2004).

O processo de transcrigio pode ser dividido em diferentes etapas. A primeira
etapa de um gene que nunca foi transcrito consiste no reconhecimento do promotor
pelos factores de transcri¢do. Enquanto para os genes transcritos pela polimerase I e
para a maioria dos genes transcritos pela polimerase 11l ¢ unicamente necessario um
conjunto-base de factores de transcrigdo, para a pohimerase II ¢ também preciso o
Mediador e um niimero grande de factores especificos para cada gene. Os factores de
transcrigio especificos nem sempre comunicam directamente com os mecanismos de
transcrigio basais, necessitando de intermediarios (co-activadores), que podem ser
diferentes complexos come o mecanismo de remodelagdo da cromatina ou os de
acetilagdo da cromatina, libertando assim a repressdo da cromatina (Jones ¢ Kadonaga,
2000; Gustafsson e Samuelsson, 2001; Lorkowski ¢ Cullen, 2003; Boeger ef al., 2005).
Numa segunda etapa de inicia¢io da transcrigio forma-se um complexo de pré-iniciagdo
(PIC), constituido pelo complexo de factores de transcri¢io e pelo promotor de DNA.
Cada uma das polimerases reconhece o seu PIC e associa-se a este, formando o
complexo de iniciagcdo. Forma-se entdo um complexo aberto que resulta da separagio
das duas cadeias do DNA proximas do lugar de inicio e a polimerase de DNA
transcreve RNA pequenos sem deixar o promotor. Scguidamente a polimerase de RNA
isomeriza-se para iniciar a fase de alargamento da transcricdo. No inicio da fase de
alargamento libertam-se do promotor alguns factores de franscriciio basais. Forma-se
entdio um complexo de alargamento estavel, constituido pela cadeia de DNA, a

polimerase de RNA e o0 RNA. O processo de alargamento ndo ¢ mondtono, uma vez que

50



Revisao Bibliografica

porgdes de um dado gene se transcrevem mais rapidamente do que outras, sendo
inclusivamente possivel que a polimerase de RNA se interrompa no meio deste
processo, necessitando, algumas vezes, da ac¢do dos factores de alargamento da
transcri¢do nos promotores. No fim da transcri¢do a polimerase reconhece o sinal de
términus, libertando o RNA e separando-se de seguida da cadeia de DNA que lhe serviu
de molde. Depois da libertagdo do RNA a polimerase ¢ reciclada. Cada um dos passos
de transcri¢do pode ser regulado e cada uma das proteinas que participam no processo
pode ser alvo de activadores ou de repressores (Lorkowski e Cullen, 2003; Armache ef
al., 2005).

A maquinaria de transcri¢do da polimerase de RNA II ¢ constituida por trés
componentes: uma polimerase, capaz de sintetizar RNA e corrigir o RNA sintetizado;
um conjunto de cinco factores gerais de transcri¢do, designados por TFIIB, -D, -E, -F ¢
-H responsaveis pelo reconhecimento do promotor e pelo desdobramento do promotor
de DNA e um Mediador de 20 subunidades, que traduz a informagao de regulagio das
proteinas activadoras e repressoras para a polimerase II. O complexo Mediador ¢
exclusivo dos eucariotas e permite uma regulagdo muito complexa que possibilita o
desenvolvimento de organismos multicelulares complexos. No entanto, a pesar de se ter
observado que o Mediador envolve a polimerase II permitindo a existéncia de muitos
pontos de contacto através dos quais a informagdo de regulagdo pode chegar até a
polimerase, o processo ainda nio esta esclarecido (Boeger ef al., 2005).

As polimerases de RNA sdo constituidas por varias subunidades (polimerase I-
14; polimerase 1I- 12 e polimerase I1I- 17 subunidades). Ainda que se possa observar
homologia em algumas subunidades das diferentes polimerases de RNA, apresentam
diferentes composigdes, reflectindo fung¢des especializadas na iniciag¢do, no alargamento
e no final da transcrigdo (Huang e Maraia, 2001).

A transcricio efectuada pela polimerase de RNA 1 necessita, como antes
referido, da formagdo do PIC. Este PIC inclui a ligagdo dos factores USB (upstream-
binding factor) e SL1 (selectivity factor) aos elementos promotores. O SL1 contém a
TBP (proteina de ligagdo ao promotor TATA) e os factores associados a TBP (TAF -
TBP-asociated factors I- TAFI110, TAF163 e TAFI48). O factor SL1 interactua com o
promotor de forma sequencial especifica. O PIC recruta uma sub-frac¢do da polimerase

de RNA I que ¢ competente para iniciar a transcri¢do e que se caracteriza pela presencga
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do factor TFI-IA (factor de iniciagdo da transcricdo [A/Rm3). Desta forma se inicia a
transcri¢io nos genes de RNA ribosémico de grande tamanho (Prieto e McStay, 2005).

Os genes transcritos pela polimerase de RNA IIlI sdo, por caracteristica,
pequenos ¢ apresentam elementos promotores intragénicos {caixas A, B ¢ C). A sintese
de RNA pela polimerase de RNA III necessita da cooperagio de diferentes factores de
transcrigio (TF), como o TFIIIA, o TFIIIB e o TFIIIC, para a ligagdo com os elementos
dos promotores. O TFIIIC é o primeiro a ser recrutado para a sintese de RNA de
transferéncia (interactua com as caixas A ¢ B), juntando-se depois o TFIIIB, que
contém, muma das subunidades, a proteina de ligacdo ao promotor TATA. A polimerase
de RNA III reconhece um dos factores do TFIIIB, formando entdo o complexo de
iniciagdo. Na sintese de RNA ribossomico 5S € também necessario o factor de
transcri¢do TFIIIA para o reconhecimento directo do promotor, sendo considerado um
factor de transcrigdo especifico (Geiduschek ¢ Kassavetis, 2001; Huang ¢ Maraia, 2001;
Lorkowski e Cullen, 2003; Shivaswamy et al., 2004).

A polimerase de RNA II, o Mediador e um conjunto de outros factores,
incluindo os cinco factores gerais de transcri¢do (TFIIB, D, E; F, ¢ H), trabalham em
conjunto para formar o PIC no promotor central, permitindo o inicio da transcrigdo. O
complexo formado pela a polimerase de RNA II, o Mediador ¢ os factores gerais de
transcrigio para além de reconhecer o promotor de DNA e de ser capaz de responder a
informacgéo de regulagio também sintetizam o inicio do transcrito de RNA. Os factores
de transcri¢io TFIIB e TFIID sdo responsaveis pelo reconhecimento do promotor e pela
interacgdo com a polimerase II, formando um complexo de iniciagdo minimo, que em
determinadas circunstincias ¢ capaz de realizar a transcricio. A caixa TATA do
promotor liga-se ao complexo de iniciagdo pela subunidade TBP do TFIID, que dobra o
DNA em volta do dominio terminal C do TFIIB (TFIIBc). O dominio terminal N do
TFIIB (TFIIBn) interactua com a polimerase II (Bushnell ef af., 2004). Este complexo é
entio reconhecido pelos factores de transcricio TFIIE e TFIIH, completando a
formagdo do complexo de pré-iniciacdo da polimerase II (Lorkowski e Cullen, 2003,
Miiller € Tora, 2004; Bushnell ef al., 2004; Boeger et al., 2005).

Pode-se comparar o dominio terminal carboxil (CTD) da subunidade maior da
polimerase de RNA II com o da polimerase I e III. O CTD ¢ composto por repeti¢des da

sequéncia consenso YSPTSPS. Este dominio, na polimerase de RNA II é um “ponto de
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aterragem” para as proteinas ou para os complexos proteicos que regulam a transcrigdo
e o processamento do mRNA. O dominio CTD ¢ fosforilado extensivamente por trés
diferentes quinases, activadas por diferentes ciclinas. Durante o ciclo de transcrig¢do, o
estado fosforilado do CTD varia de hipo-fosforilado, no inicio da transcri¢do, a hiper-
fosforilado, no periodo de alargamento. Esta modificacdo ¢ afectada pelo factor geral da
transcri¢do TFIIH (Lorkowski e Cullen, 2003; Hausmann et al., 2005).

Ainda que alguns factores especificos da transcrigdio possam actuar pelo
recrutamento do TFIID, observou-se que o complexo de multiproteinas ligado ao CTD
(mediador da activacdo da transcrigdo) ¢ o alvo principal dos activadores especificos
dos genes. O mediador funciona, pelo menos em parte, como um co-activador, uma vez
que liga factores genéticos especificos a maquina de transcrigdo ¢ liberta a repressao
causada pela cromatina (Lorkowski e Cullen, 2003).

O inicio do alargamento da transcri¢do ocorre depois do complexo de iniciagdo
se formar e sofrer alteragdes. O primeiro passo no inicio do alargamento ¢ a separa¢do
das duas cadeias de DNA proximas do sitio de inicio da transcri¢do, para formar um
complexo aberto. Este passo necessita do factor TFIIE e da actividade da helicase
dependente de ATP do factor TFIIH. No inicio, a polimerase de RNA II rapidamente
sintetiza pequenos RNA, de trés a oito nucledtidos, sem se movimentar ao longo da
cadeia de DNA. De seguida, o CTD ¢ fosforilado pelo factor TFIIH e comega o
alargamento. De todos os factores, o unico que fica associado ao promotor € o TFIID.
Os outros factores dissociam-se do promotor durante a transi¢do, entre o inicio € o
alargamento (Lorkowski e Cullen, 2003).

As RNA polimerases I, 1l e Il sdo capazes de se movimentar no DNA para a
frente e para tras na cadeira de DNA. Os movimentos para a frente sdo favorecidos pela
ligagdo de nucledsido trifosfato (NTPs), enquanto que movimentos para trds ocorrem
especialmente quando a enzima encontra um impedimento tal como o DNA danificado
(Wang et al., 2006). A enzima polimerase de RNA II é capaz de realizar um processo
designado por “backiracking” (retrocedimento da enzima polimerase na cadeia molde
de DNA). Este retrocedimento € essencial na recuperagdo de pausas, para além de
permitir expor o DNA danificado para reparar, e possivelmente para a comprovagio do
transcrito de RNA. Nos seres humanos defeitos na pausa e na recuperagdo da

transcri¢do € muitas vezes causador de doengas (Boeger ez al., 2005).
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Estudos realizados com raio-X pela equipa de Kornberg permitiram em parte
esclarecer o processo que permite as polimerases de RNA durante a transcrigdo
seleccionar os nucledtidos. Sabe-se que o emparelhamento de bases, assim como a
ligagdo dos hidrogénios aos grupos hidroxil da ribose, ndo sdo suficientes para se
conseguir o grau de selectividade observada. Por exemplo, foi demonstrado que um
ribonucleotideo se incorpora no RNA vérias vezes mais rapidamente do que 2’-
deoxirnbonucleosideo. A base desta especificidade extraordinaria consiste num
elemento estrutural da polimerase de RNA II que se designa por trigger loop, que torna
possivel o contacto directo e indirecto com os nucledtidos no centro activo da
polimerase. O trigger loop detecta a correcgdo da topologia de um par hibrido de RNA-
DNA e para além de excluir os erros de ligagio purina-purina ¢ pirimidina-pirimidina
também exclui erros de ligacdo 2’-deoxirribonucleosideo, devido a diferencas
significativas que ocorrem nos pardmetros das hélices DNA-DNA e RNA-DNA. O
trigger loop move-se correctamente por baixo do nucledsideo trifosfato (NTP) no sitio
de adicio do nucledtido, formando uma rede de interacgdes entre a base do NTP, o
agucar, o fosfato e os residuos da polimerase I1. Correctamente posicionado por estas
interac¢des o trigger loop pode originar a formagdo de ligagdes fosfodiester. O
reconhecimento e catalize destas ligacdes, assegura a fidelidade do processo de
transcri¢cdo (Wang et al., 20006).

O ciclo de transcrigdo ¢ um processo complexo, que envolve a intervengdo de
muitas proteinas. Ainda que o inicio da transcricio seja a principal etapa para a
regulagio da transcrigdo, também o alargamento ou a finalizagdo podem ser regulados,
sendo que variagdes na abundancia de transcritos podem reflectir alteragdes na taxa de

cada uma das etapas de transcri¢do (Lorkowski e Cullen, 2003; Conaway et al., 2005).

1.3. Promotores de regulagiio

A transcrigdo da maioria dos genes cucariontes é controlada por proteinas que se
ligam a sequéncias especificas do DNA. Frequentemente 0 DNA dos eucariontes esta
armazenado na cromatina, o que bloqueia o acesso das polimerases de RNA aos sitios
de inicio da transcricdo de genes. Torna-se entdo necessaria, para o inicio da transcrigéo,

a ligagBio de activadores de transcri¢ho a elementos especificos nos promotores de
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regulagdo e nos activadores. A maioria dos genes expressa-s¢ unicamente em
determinados tecidos ou durante curtos periodos de desenvolvimento. A activacdo da
maioria dos promotores depende da cooperagdo de varias proteinas de regulagio,
originando a formagdo de complexos de activagio, o que garante a especificidade da
transcri¢do. Uma regido de algumas centenas de pares de bases proximas do promotor
central, designados por promotores de regulacdo, contém geralmente a maioria dos
sitios de liga¢do aos activadores, que por contraste, sdo elementos de regulagdo que se
localizam a montante, podendo também, em alguns casos, encontrar-se a juzante do
gene ou mesmo nos introes (Lorkowoski e Cullen, 2003).

Sdo necessarias diferentes proteinas para que a polimerase de RNA II se ligue
eficientemente aos promotores. Estas podem ser classificadas do seguinte modo: 1)
factores de transcricdo bésicos necessarios em todos os promotores; ii) activadores
trans, constituidos por proteinas que se ligam a activadores e a sequéncias activadoras
situadas a montante; iii) co-activadores, como o factor de transcri¢do 11 D (TFIID), que
nio se ligam ao DNA mas que indirectamente suportam a interac¢do dos activadores

trans com o complexo da polimerase de RNA II (Lorkowoski e Cullen, 2003).

1.4. Sequéncias incrementadoras ou activadoras

As sequéncias incrementadoras ou activadoras sdo regides relativamente curtas
de DNA, contendo multiplos sitios de ligagdo para as proteinas que activam a
transcri¢do (reguladoras). Estas, depois de se ligarem a uma sequéncia activadora,
provavelmente originam a remodelagdo da cromatina e a formagdo de um /oop. Isto
permite ao complexo activador interactuar com o promotor central, considerando-se que
a fungdo principal das sequéncias incrementadoras podera ser a criagdo da estabilidade
no complexo de transcri¢do (Struhl, 2001; Lorkowski e Cullen, 2003).

Na transcricdo ¢ necessaria a ac¢do combinada e sinérgica de muitas proteinas
reguladoras, que se ligam as sequéncias incrementadoras. Foi observado que
combinagdes de proteinas reguladoras diferentes apresentam capacidade de acgdo
sinérgica na transcrigdo, sendo possivel que um numero limitado de proteinas
reguladoras seja ordenado em muitas combinagdes possiveis, cada uma das quais

biologicamente diferentes. As sequéncias incrementadoras exercem “ac¢do a distancia”,
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independentemente de se encontrarem a montante ou a juzante do promotor central do
gene-alvo, sendo possivel também que alguns genes sejam controlados por sequéncias
incrementadoras, localizadas dentro das regides transcritas pelo aparelho de transcrigio
(Ogbourne e Antalis, 1998; Struhl, 2001; Luster e Rizzino, 2003).

Um dado gene pode ser regulado por miltiplas sequéncias activadoras, sendo
entdo mfluenciado por multiplas proteinas reguladoras, cujos sitios-alvo podem estar
dispersos ao longo do cromossoma. As proteinas reguladoras individuais podem estar
restritas a um tipo de células especificas, operando unicamente em determinados estados
de desenvolvimento e ajustando assim a resposta a sinais ambientais definidos.
Portanto, uma sequéncia activadora € capaz de integrar a informagio ambiental ¢ de
desenvolvimento para regular a expressdo de um gene individual duma forma biologica
apropriada (Struhl, 2001).

As sequéncias mcrementadoras que nio apresentam uma combinagio especial de
sitios de ligacdo as proteinas activadoras designam-se por sequéncias activadoras
modulares. Estas permitem um padrio de expressido dos genes muito diverso, sendo
provavel que os eucariontes utilizem as sequéncias activadoras modulares para
conseguir diverstdade nos padrdes de expressdo de genes e flexibilidade na evolugio.
No entanto, ndo ¢ facil explicar como uma sequéncia incrementadora modular pode
regular a activagdo ou a desactivagdo de transcricdo como resposta a factores
ambientais. Por isso, as células necessitam de um tipo diferente de sequéncias
incrementadoras, nas quais a ligacdo de cada proteina activadora € essencial para a
transcri¢io. Estas sequéncias incrementadoras outorgaram a restri¢io, de tal forma que
cada gene-alvo so estard activo para a transcrigio unicamente quando todas as proteinas

activadoras estejam funcionalmente activas (Struhl, 2001).

1.5. Cromatina

A armazenagem de todo o genoma dos eucariontes na cromatina proporciona
uma forma de compactagdo permitindo que caiba no micleo. No entanto, este
armazenamento restringe o acesso ao DNA de varias proteinas de regulagdo essenciais
para muitos processos biologicos, tais como a transcri¢do (Soutoglou e Talianidis, 2002,

de la Cruz et al., 2005).
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Os nucleossomas, unidades bdsicas de arquitectura dos cromossomas,
constituem-se por oito proteinas estaveis (duas de cada histona H2A, H2B, H3 e 14), a
volta das quais se envolvem aproximadamente 140 bp de DNA (Dean, 2006).

Existem dois mecanismos capazes de balancear a natureza repressiva da
cromatina: um desses mecanismos € a alteragdo da estrutura do nucleossoma por meio
de enzimas ou de complexos proteicos (Swi/Snf), utilizando energia da hidrélise do
ATP, tendo-se observado recentemente indicios de que estes complexos proteicos sdo
necessarios para a transcri¢do de genes especificos da glindula mamaria, como € o caso
das caseinas (Xu et al., 2007); o segundo provém da modificagio covalente da cauda
das histonas como acetilagio, metilagio, fosforilagdo e ubiquitagio (Soutoglou e
Talianidis, 2002; de la Cruz et al., 2005). As alteragdes que originam estes dois
mecanismos “abrem” a cromatina aos processos nucleares como a transcrigio (Dean,

2006; Zhang et al., 2006).

1.6. Elementos silenciadores

Considera-se que os elementos silenciadores sdo pequenas sequéncias
especificas de nucledtidos capazes de exercer repressdo na transcri¢io nos eucariontes.
Estas sequéncias sio capazes de recrutar factores de transcri¢io para o promotor que,
por sua vez, realizam fungdes especificas. Descobriram-se muitos tipos diferentes de
silenciadores que apresentam a capacidade de afectar diversos aspectos. da regulagéo
dos genes, tais como a retengdo no citoplasma de factores de transcrigio ¢ a intervengio
dos factores de transcrigio que actuam de forma positiva, além de exercerem fungdes na
estrutura da cromatina, no splicing de intrdes, no reconhecimento de sinais 3” ndo
traduzidos € na montagem dos factores gerais de transcrigdo, para regular diminuindo a
expressdo genética (Ogbourne e Antalis, 1998; Wray et al., 2003).

Ainda que parega existir mecanismos de ac¢do diferente entre os silenciadores
que se localizam a montante da regido do promotor, ¢ silenciadores que se encontram na
regido do intrfio ¢ possivelmente no exdo, o exame detalhado do mecanismo de acgdo
permitiu demonstrar que existem dois grupos funcionais distintos. O primeiro desse
grupo inclui os silenciadores classicos, capazes de exercer a sua fungdo

independentemente da sua posi¢do relativamente aos elementos sobre os quais actuam,
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enquanto o segundo grupo, designado por elementos de regulacdo negativa (NRE-
negative regulatory elements), esta dependente da sua posicdo (Ogboume e Antalis,
1998; Wray et al., 2003).

Existem provas de que os silenciadores séio capazes de actuar de forma sinérgica
para intensificar ou para modificar a funcdo de repressdo, podendo ser uma complexa
regido de DNA em vez de um so elemento, tornando-se possivel que actuem como

resultado da conformagdo do DNA (Ogbourne e Antalis, 1998; Wray ef al., 2003).

1.7. Factores de transcricio

Os factores de transcri¢do sio proteinas que se ligam as sequéncias promotoras
activadoras ou aos elementos silenciadores de forma especifica para regular
(aumentando ou diminuindo) a expressfio dos genes (Lorkowski e Cullen, 2003). O
nivel de controlo impostoc pelos varios factores de transcrigdo é muito complexo
(Lemon e Tjian, 2000). Uma vez que existem mais de 2 000 factores de transcricdo,
pensa-se que na regulagdo da polimerase de RNA I actuam em sub-conjuntos tnicos
para cada gene, assegurando uma quantidade de proteina correcta no momento
apropriado (Brivanlou ¢ Darnell, 2002).

Os factores de transcrigio envolvidos na regulacido da transcricio de forma
positiva podem ser classificados em factores gerais (que constituem o nicleo activo) e
em factores de regulagiio da transcri¢do. Ainda que os factores gerais ndo estejam
implicados na alteragdo da taxa de transcricio dos genes de forma individual,
encontram-se envolvidos em todos os processos de transcrigdo, enquanto os factores de
regulacio sdo responsaveis pelo tempo de expressio de determinados genes em
situagGes definidas, como ocorre no desenvolvimento do embrido, ou como resposta a
sinais que podem provir de receptores de esterdides mas também de outros sinais
internos ou externos (Brivanlou e Darmell, 2002; DeJong, 2006).

O primeiro factor de transcricio caracterizado bioquimicamente foi o TFIID.
Este € um dos factores de transcrigio gerais mais importantes, uma vez que a sua
associagdo com o promotor € um dos passos iniciais para a montagem da polimerase de
RNA II. O factor TFIID contém a proteina de ligagio a sequéncia TATA. A interacgio
da proteina de ligagio a sequéncia TATA com o DNA leva 4 “curvatura” da dupla
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hélice de DNA, seguida da cascata de interacgdes com os pequenos factores associados
designados por TAF (tightly associated factors) e com vanas proteinas de regulagio e
de estabiliza¢do. O inicio do mecanismo da polimerase 1I é complexo, sendo necessarios
até 40 factores de transcri¢io diferentes, tais como o TFIIA, TFIIB, TFIIC, TFIID,
TFIIH entre outros (Dynlacht et al., 1991; Lemon e Tjian, 2000; Lorkowski ¢ Cullen,
2003). Também foram isolados bioquimicamente factores de transcri¢do que se ligam a
sequéncias especificas do DNA como a proteina-1 especifica (Spl), a familia de
proteinas activadoras (AP-1), proteinas que se ligam a sequéncia activadora CCAAT
(C/EBP), receptores de esteroides {glucocorticides ou GR) e factores de transcri¢io
especificos de tecidos (NF-KB), entre outros {Lemon ¢ Tjian, 2000).

As outras RNA polimerases envolvidas na transcri¢io dos eucariontes, RNA
polimerase I ¢ RNA polimerase ITI, também necessitam de factores gerais de transcri¢io
para iniciar a transcri¢io. Ainda que a TBP seja um factor geral de transcrigio comum
as trés polimerases, os outros factores sfo distintos dos que se montam nos promotores
da polimerase II. As polimerases I e III necessitam dos factores gerais de transcrigio
como o USF (upstream binding factor), o SL1, o TFHIA, o TFIIIB e o TFIIIC, assim
como muitos outros factores proteicos que promovem o complexo de iniciagdo destas
polimerases (Huang e Maraia, 2001; Geiduschek e Kassavetis, 2001; Fan ef al., 2005).

Mas as células também necessitam de mecanismos que regulam a transcrigfio de
forma negativa. Um dos mecanismos de regulagio negativa dos genes consiste na
manutengdo no citoplasma dos factores de transcri¢do no estado latente (fosforilados),
pelo que thes € bloqueada a entrada no niicleo. Alguns factores podem ser fosforilados
enquanto se encontram no niicleo celular, o que resulta numa diminuigéo do potencial
de activagiio da transcrigio. A rpida activagio ¢ a desactivagio da transcrigho dos
genes podem ser conseguidas pela activagio e pela desactivagdo dos factores de
transcricgio por meio da fosforilagio e da desfosforilagio (Karin ¢ Hunter, 1995;
Brivanlou e Darnell, 2002; Lorkowski € Cullen, 2003).

1.8. Epigenética

A epigenética define-se como o estudo das alteragSes que se herdam e que nfo
sdo influenciadas a nivel das sequéncias de DNA (Waddington, 1942). A regulacido
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epigenética, além de gerar diversidade do tipo celular no desenvolvimento dos
mamiferos, ¢ também importante na manutengio da estabilidade ¢ da integridade dos
perfis de expressdo dos diferentes tipos celulares. Estas alteragdes epigenéticas sio
herdadas e, embora sejam geralmente mantidas de forma estivel, sdo potencialmente
reversivas (Cheung e Lau, 2005; Shilatifard, 2006).

Estudos sobre a epigenética tém-se centrado em mecanismos como as
modificagBes na cromatina ¢ a metilagio do DNA (Cheung e Lau, 2005). Estudos
relativos 4 dindmica da cromatina relacionam as modificagdes das histonas com a
regulacio epigenética. Sdo conhecidas modificaces na fileira das histonas — acetilagfo,
fosforilagdo, sumoylation, ubiquitinagdo e metilacdo. Enquanto as duas primeiras sdo
reversivas e dinimicas, muitas vezes associadas & expressdo de genes individuais, as
restantes modificagdes, como a metilagdio, sdo mais estiveis, estando associadas a
manutengio da expressdo de determinadas regides do genoma durante largos periodos
(Cheung e Lau, 2005; Shilatifard, 2006).

Um importante mecanismo de regulagfio epigenética é a metilagio de regides de
DNA ricas em bases GC. A metilacdo destas regidies a montante dum determinado gene
silencia-o, sendo este mecanismo essencial no desenvolvimento embrionario uma vez
que esta associado a inactivagéio nas células das fémeas do cromossoma X {Lorkowski e
Cullen, 2003).

Est3o igualmente associados a regulagio epigenética das familias de proteinas os
grupos das Trithorax (TRX) e das Polycomb (PcG). Estas duas classes de proteinas, que
se associam A cromatina controlando a sua estrutura, funcionam activando e reprimindo

a expressido dos genes, respectivamente (Shilatifard, 2006).
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2. Regulacio depois da transcrigio
2.1. Regulagiio da estabilidade e da degradagio de mRNA

A regulagio da degradagio do mRNA nos eucariontes superiores ¢ um ponto
importante no controlo da expressdo de genes. A estabilidade de determinados mRNA ¢€
controlada pela interacgio especifica entre os elementos estruturais e as proteinas
ligadas ac RNA, que podem ser gerais ou especificas do mRNA. A regulagio da
estabilidade do mRNA ¢é obtida através de flutuagSes da sua vida em resposta a
estimulos resultantes do desenvolvimento ou da diferenciag3o, da regulagio hormonal,
de variagBes diarias ou de stress (Guhaniyogi e Brewer, 2001; Tourriere et al., 2002).

Os niveis de mRNA citoplasmatico resultam do equilibrio entre a taxa de sintese
de RNA nuclear, o processamento, a exportagio e as taxas de degradagdo do mRNA
citoplasmatico (Guhaniyogi e Brewer, 2001).

Embora existam diferentes vias bioldgicas para degradar diferentes mRNA, um
determinado transcrito pode ser degradado por diversas vias biologicas aparentemente
redundantes, dependendo das condi¢des celulares (Guhaniyogi ¢ Brewer, 2001).

A regulagiio da degradagio do mRNA € cbtida pela interacdo orquestrada entre
os componentes estruturais do mRNA e factores especificos de acgdo frams. Estes
componentes estruturais incluem o capuz na extremidade 5°, a regifio 5° ndo traduzida
(UTR), as regides que codificam proteinas, a fileira de poli (A) no extremo 3’ e a regido
3* UTR (Guhaniyogi e Brewer, 2001; Tourriere et al., 2002).

O mRNA da maioria dos mamiferos apresenta uma fileira de poli (A) que
desenvolve funcées diversas, entre as quais se encontra a regulagdo da degradagio do
mRNA. A eliminagio ou a redugio desta fileira ¢ o primeiro passo na degradagio do
mRNA em muitos mamiferos, observando-se que a liga¢io desta fileira com a proteina
de ligagdo & fileira de poli (A) (PABP- poly(4)-binding portein) desenvolve uma
importante fungdio na protecgio do mRNA ao ataque das ribonucleases. Além disso, a
fileira de poli (A) facilita a tradugfo ¢ esta influencia a estabilidade do mRNA (Staton ef
ai., 2000; Guhaniyogi ¢ Brewer, 2001; Tourriere et af., 2002).

Nos mamiferos, como noutros seres vivos, a eliminagio do capuz na

extremidade 5°, parece permitir a degradagfio do mRNA por influéncia das exonuclases
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5°-3" e 3°-5". A taxa de eliminagio do capuz esta afectada por distintos factores, entre os
quais o comprimento da fileira de poli (A) (Guhaniyogi ¢ Brewer, 2001; Tourriere ef al.,
2002; Lotan ef al., 2005).

Alguns mRNA de mamiferos sdo degradados pela actividade de endonucleases,
independentemente da fileira de poli (A). Estas endonucleases podem desenvolver
importantes funcdes na resposta dos organismos a infecgdes {(Guhaniyogi e Brewer,
2001).

Determinadas sequéncias que se localizam no mRNA e proteinas com actuagio
trans também podem controlar a degradagdo dos transcritos. Estas sequéncias podem
estar localizadas nos elementos 3 UTR. Entre estas incluem-se os elementos de
resposta ricos em AU (ARE- AU-rich response elements) e as proteinas que se ligam a
estes. Também se incluem neste grupo os elementos que respondem ao ferro (IRE- iron-
reponsive elements) ¢ as proteinas reguladoras do ferro (IRP- iron regulatory protein)
(Ross, 1995; Guhaniyogi e Brewer, 2001; Gingerich et al., 2004; Wang et al., 2006).

Encontram-se igualmente elementos que controlam a degradacio do mRNA nas
regides codificantes. Alguns mRNA, como a B-tubulina, contém clementos que
promovem a degradagio dos transcritos na regifio codificante. A estabilidade da PB-
tubulina, mas ndo a da e-tubulina, ¢ determinada por 13 nucleétidos que codificam
quatroe aminoacidos deste componente dos microtibulos (Guhaniyogi e Brewer, 2001).

A regifio 5’UTR também pode originar alteracdes da estabilidade do mRNA
(Guhaniyogi ¢ Brewer, 2001). Identificaram-se elementos determinantes para a
estabilidade do mRNA na regido 5°UTR do mRNA de IL-2 (Cheng et al., 2003).

A desregulagdo na estabilidade do mRNA em humanos pode estar associada

com doengas como o cancro ou Alzheimer (Guhaniyogi e Brewer, 2001).

2.2. Regulacio do alargamento da transcri¢io

O mecanismo de sintese do mRNA ¢ complexo. Nos 1ltimos anos pds-se em
evidéncia que o processo de alargamento da transcri¢io ¢ dindmico e altamente
regulado, capaz de coordenar o transcorro bioldgico (Shilatifard, 2004; Sims ef al.,
2004; Gerber et al., 2004).

A regulagio do processo bioldgico de alargamento requer a acgio concertada de
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muitos factores de alargamento da transcrigdo, que afectam (positiva ou negativamente)
o processo de alargamento dos transcritos realizado pela polimerase de RNA II. Estes
factores podem associar-se ao complexo de alargamento de transcritos (TEC- transcript
elongation complex) de forma permanente ou interactuar de forma passageira. Alguns
factores de transcrigdo actuam de forma global, enquanto outros sdo necessarios para a
transcrigio de um grupo restrito de genes, o que sugere diferengas subtis na composigio
dos factores de alargamento. Estes podem actuar afectando directamente a actividade
catalitica da polimerase de RNA II e/ou facilitando o alargamento actuando na
cromatina, como por exemplo na remodelagio dos nucleossomas no passo da
polimerase ou modulando as modificagdes das histonas na regido que se esta a
transcrever. Os factores de transcrigio podem encontrar-se ao longo de toda a regido de
transcrigio dos genes activos. Além disso, determinados factores de transcrigdo
interactuam com factores de processamento do RNA, que coordenam fenomenos como
a formacio do capuz na extremidade 5°, o splicing e a formagfio da extremidade 3’
(Tolic-Norrelykke et al., 2004; Grasser, 2005).

Descobriu-se que o ciclo de fosforilagio do dominio C-terminal (CTD) da
subunidade maior da polimerase de RNA II desenvolve fungBes importantes no
recrutamento de factores de alargamento (Grasser, 2005; Morris ef al., 2005).

Identificaram-se trés grupos distintos de factores de alargamento, de acordo com
o modo de actuagdo. O primeiro é capaz de compensar os bloqueios da actividade
catalitica da polimerase de RNA [I. Neste grupo encontram-se factores como o TFIIF, a
familia ELL e a proteina Elongines. Pensa-se que estes assistem no alinhamento dos
sitios activos da polimerase de RNA II com o extremo 3” do transcrito. Também se
incluem neste grupo de factores o DSIF (constituidos por dois dimeros Spt4 e Spt5) e o
TFIIS, mas pensa-se que também puderam actuar na cromatina (Winston, 2001; Gerber
et al., 2004; Grasser, 2005).

O segundo grupo é constituide por factores que remodelam a cromatina de
forma a permitir o alargamento da transcrigio. Nestes incluem-se os complexos
Swi/Snf, capazes de modular os nucleossomas no passo da polimerase, permitindo o
alargamento. Também complexos como FACT (facilitates chromatin transcription) € 0
Spt6é parece estarem envolvidos na manutengio da estrutura da cromatina dos genes
activos (Grasser, 20053).
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O terceiro grupo de factores de alargamento promove modificacdes das histonas
nas regides do genoma em que se transcrevem os genes. Entre este grupo de factores
encontram-se o complexo Elongator, que se associa 8 RNA polimerase Il no processo
de alargamento, e a sub-unidade de Elp3, que apresenta actividade de acetil-transferase

nas histonas (Grasser, 2005; Morris ef al., 2005).
2.3. Maturaciio alternativa do mRNA (splicing)

O processo de maturagéo (splicing) que ocorre no nicleo consiste na eliminagio
das sequéncias internas ndo codificantes do RNA (intrfes) e na uniio dos segmentos
codificantes (exdes) para formar uma sequéncia continua que codifica uma cadeia de
polipéptidos. A unido dos segmentos codificantes pode omitir um ou mais exdes e por
isso se designa por maturagio alternativa do mRNA, sendo este mecanismo considerado
como a fonte de origem mais importante de diversidade das proteinas (Stojdl e Bell,
1999; Maniatis e Tasic, 2002; Jeanteur e Tazi, 2005).

A regulagdo da maturagdo alternativa pode originar a produgfio de diferentes
proteinas partindo dum unico mRNA ou funcionar come activador ou desactivador
durante o periodo de desenvolvimento. Estima-se que 74% dos transcritos primarios dos
genes humanos sdo submetidos ao processo de maturacfo alternativa, muitas vezes
regulada por padrdes de tempo durante o desenvolvimento normal (Maniatis, 1991;
Dralyuk er al., 2000; Park e Graveley, 2005).

A maturagio do mRNA ¢ catalizada pelos spliceossomas (constituido por
complexo de ribonucleoproteinas contendendo cinco RNA nucleares pequenos —
snRNA - e um grande niimero de proteinas associadas). Os spliceossomas reconhecem
os sitios de saturacfio 5’ e 3°, que se encontram na ligagiio entre os exdes e os intrdes. A
reacgio de saturacdo ocorre em dois momentos. No primeiro, o extremo 5° do intrdo
refine-se com uma adenina numa sequéncia a montante do sitio de maturagio 3’ para
formar um intermediario que se designa por intrde lariat. No segundo momento, os
exdes ligam-se¢ ¢ liberta-se o intrdo /ariat (Maniatis, 1991; Steitz, 1992; Maniatis e
Tasic, 2002).
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2.4. Maturacio trans do mRNA

Em alguns casos o processo de maturagio permite a unido selectiva de exdes que
se localizam em diferentes transcritos primarios de RNA, de forma a produzir mRNA
que codifica proteinas com diversas estruturas ¢ fungdes (Pirrotta, 2002; Finta e
Zaphiropoulos, 2002; Horiuchi e Aigaki, 2006).

Existem sugestdes de que este processo de maturagdo pode ocorrer naturalmente
1nos eucariontes superiores ou inferiores, o que lhes permite aumentar significativamente
a complexidade da expressdo genética, podendo ser esta uma forma de manter o genoma
“magro” (Pirrotta, 2002; Finta ¢ Zaphiropoulos, 2002).

Virias espécies de variagdes na maturagio frans do mRNA foram descritas em
mamiferos. Embora nfo existam provas do seu significado biologico, habitualmente
envolvem o extremo 5° de um exfo, geralmente ndo codificante, maturado num
transcrito codificante. Os processos de maduragio alternativa e frans do mRNA

utilizam um mecanismo similar catalizado pelos splicessomas (Eul et al,. 1996).

2.5. Regulacio do transporte de mRNA

As células também podem controlar a sintese de proteinas, regulando ¢
transporte de mRNA do miicleo para o citoplasma, separados por um invélucro de duas
membranas. Por meio dos poros nucleares observa-se um transporte entre o nicleo e o
citoplasma que sc realiza nas duas direcgdes. Uma vez que o RNA se sintetiza no
ntcleo, todo o componente citoplasmitico de RNA deriva da exportagio a partir do
micleo (Alberts et al., 1996; Lewin, 2001; Lorkowski e Cullen, 2003).

A maioria das moléculas de RNA sdo exportadas para o citoplasma através do
complexo de poros nucleares, depois de haverem sido sintetizadas no mnucleo

{Masuyama ef al., 2004).

2.6. Localizacio intracelular do mRNA

Outra forma de regulacio de expressio dos genes ¢ a localizacdo intracelular do

mRNA, que permite concentrar a sintese de proteinas na proximidade do sitio em que
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actuam, evitando a sintese em regides das células em que poderiam ter efeitos deletérios
¢ interferir com a func¢do celular (Tekotte e Davis, 2002; Lipshitz ¢ Smibert, 2002; Van
De Bor e Davis, 2004; Chabanon ef a/., 2004).

A localizagdo sub-celular do mRNA parece também ter uma func¢fio importante
nos mecanismos pelos quais as células se tornam polarizadas A localiza¢io do RNA
proporciona um modo eficiente de restringir determinadas proteinas a compartimentos
subcelulares muito precisos, criando, entre outros mecanismos, a polaridade celular.
Inicialmente descrita nos odcitos em que polaridade celular ¢ determinante para o
desenvolvimento embriondrio, também se determinou que a compartimentagdo do RNA
¢ utilizada pelas células somaticas diferenciadas para determinar ¢ para manter a
polaridade (Mohr ¢ Richter, 2001).

Os determinantes moleculares que especificam o transporte do RNA parece
serem bastante complexos, implicando diferentes momentos. Antes, 0 mRNA que se
destina ao transporte tem de ser seleccionado entre um grande conjunto de RNA.
Existem provas de que esta selecgfio ocorre no nicleo (Mohr e Richter, 2001).

Frequentemente na regidio 3° UTR do mRNA existem determinadas sequéncias
curtas, designadas por elementos de actuagio cis, capazes de actuar como sitio de
ligagdo para um complexo de proteinas que se associam ao mRNA (RNP-
ribonucleoproteina), também conhecidas por factores de actuagio frams, que intervém
no transporte subcelular. Com algumas excepgdes, estes complexos de riboproteinas
(RNP) ligam-se a elementos do citoesqueleto (microfilamentos ou microtubos) que
actuam como “carris” nos quais é transportada a “carga” do complexo RNP. Durante o
processo de trasladagio do mRNA € necessario reprimir a traducdo, sendo depois
preciso desactivar esta repressdo quando o mRNA se localiza no sitio adequado a
sintese de proteina (Mohr e Richter, 2001; Kloc e Bilinski, 2003; Chabanon et al., 2004;
St. Johnston, 2005; Kindler ef al., 2005).

2.7. Regulaciio da poliadenilagio do mRNA
A poliadenilagdo do precursor do mRNA ocorre no niicleo das células

eucariontes, sendo entio os mRNA poliadenilados transportados para o citoplasma. O

processamento do precursor do mRNA no extremo 3” € mais um método de regulagio
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depois da transcri¢do, uma vez que o comprimento da cauda de poli (A) estd implicado
em varios processos do metabolismo do mRNA, incluindo o transporte para o
citoplasma, a estabilidade do mRNA e o controlo da tradugdo do mRNA (Milligan et
al., 2005; Nakanishi et al., 2006).

A poliadenilagdo alternativa é um mecanismo capaz de originar uma variedade
de transcritos a partir de um s gene. Mais de metade dos genes humanos apresentam
multiplos sitios de poliadenilagdo, originando variagdes no mRNA e nas proteinas
produzidas. Estudos realizados permitiram determinar que pode ocorrer poliadenilagao
alternativa de genes individuais, conforme o tecido. Os factores que actuam de forma
trans e os elementos de regulacdo cis podem estar envolvidos na regulagio da
poliadenilagio alternativa em diferentes tecidos (Zhang ef al., 2005). Isto foi observado
em tecidos como no cérebro e nos testiculos (Godmann et al., 2005; Costessi et al.,
2006). Nos genes humanos mais de 50% apresentam poliadenilagdo alternativos e em

cobaias mais de 32% (Kostadinov et al., 2006).

2.8. Interferéncia de RNA (RNAIi)

O RNA de cadeia dupla (double stranded RNA-dsRNA) pode induzir o
silenciamento (pos-transcri¢do) dos genes, conhecido por interferéncia de RNA (RNAi-
interference RNA) (Ullu et al., 2002; Cheng et al., 2003; Montgomery, 2004). O
processo ¢ desencadeado pela introdugdo na célula de dsRNA homologo de um gene.
Estes dsRNA sdo primeiro processados em sequéncias de 21-25 nucledtidos, por uma
endonucleasa especifica de dsRNA designada por DICER (membro da familia das
nucleasas RNasa IIT). Os dsRNA resultantes, designados por pequenos RNA de
interferéncia (siRNA- small interference RNA), associam-se ao complexo de nuclease,
denominado por RISC (RISC- RNA-induced silence complex). A associagio resultante
¢ utilizada como guia para a degradagdo dependente da homologia do mRNA-alvo
(figura 5) (Dudley er al., 2002; Cottrell e Doering, 2003; Cheng ef al., 2003; Svoboda,
2004; Storz et al., 2005).

Apds a descoberta de que RNA de pequeno tamanho ¢ responsiavel pelo
fenomeno de interferéncia de RNA, foi observado em varios eucariontes entre os quais

mamiferos a existéncia de uma classe endogena de RNA também de pequeno tamanho e
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que se designou por microRNA (miRNA). Os miRNA sdo capazes de regular a
expressdo dos genes pelo emparelhamento ao mRNA, resultando na sua degradagdo ou
na supressao da traducdo. Estima-se que nos organismos devem existir
aproximadamente cerca de 1 a 5% de genes miRNA do total de genes que codificam
proteinas e que aproximadamente 30% de todos os genes sdo regulados por miRNAs,
sendo a expressdo de muitos miRNA especifica de determinados tecidos ou estados de
desenvolvimento. E sabido que os miRNA desempenham uma fungio importante em
varios processos bioldgicos, tal como no desenvolvimento, na sinalizagdo dos processo
de transcri¢do, no cancro entre outras doengas em distintos organismos, sendo os
miRNA actualmente considerados como moléculas com uma fun¢do importante na
regulacdo da expressio de genes ao nivel da pos-transcricio (Calin er al., 2004;
Wiedmann et al., 2006, Pillai et al., 2007; Zhang et al., 2007).

Esta capacidade que apresentam as dsRNA para destruir sequéncias especificas
do mRNA pode ser utilizada para a andlise da fungdo dos genes na maioria dos
eucariontes assim como pode assistir no desenvolvimento de novos medicamentos. Em
2006 fo1 galardoado o prémio Nobel da medicina a Andrew Fire e a Craig Mello pela
descoberta do interference RNA (Drozdz et al., 2002; Golden et al., 2002, Kappel ef al.,
2006).

RNA de dupla cadeia

T T
NEREERERERRNRRETNE
\ mRNA

e el @ P . T <. B
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RISC Emparelhamento Corte do

: completo alvo

Pequena forca de RNA

Figura 5. Mecanismo pelo qual pequenos RNA de interferéncia (siRNA- small
interference RNA) e pequenas forcas de RNA participam no silenciamento dos genes.
Activagdo do complexo que induz o siléncio do RNA (RISC- RNA induced silencig
complex), originando emparelhamento completo com 0 mRNA e produzindo a inibigdo

por degradagdo do transcrito-alvo (Adaptada de Cheng et al., 2003).
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2.9. Edicdio do RNA

A edigio do RNA altera a sequéncia de um nucleétido de um transcrito, de
forma que a sequéncia de RNA difere do “padriio” gendmico do qual foi transcrita.
Descoberta em 1986 por Benne e colaboradores, demonstrou-se que a edigio do RNA
ocorre no nuicleo, nas mitoc6ndrias e nos cloroplastos (Benne ef al., 1996; Fuchs ef al.,
2001).

A edigiio do RNA pode ser dividida em duas classes principais: uma inclui a
edi¢do por insergdo/deleccdo e a outra por conversio. Nesté ultimo caso, a edigdo do
RNA altera a identidade de um nucledtido numa posigio especifica mas nio o niimero
de nucleotidos (Fuchs ef al., 2001).

Embora se tenha descrito extensamente o fendmeno de edigdo do RNA em
protozoérios e em plantas, em marmiferos este processo ¢ mais simples ¢ menos descrito.
O primeiro caso em que se descreveu a edigio de RNA em mamiferos foi a criagdo de
um novo codido de paragem, que resuitou na formacio de duas proteinas de tamanho
diferente. O mecanismo pelo qual ocorre este processo nio estd ainda compreendido
(Chen et al., 1987; Lorkowski e Cullen, 2003).

3. Modificacdes das proteinas depois da traduciio

As proteinas também podem ser modificadas depois da tradugdo por processos
como a “cleavage” proteolitica das proteinas, a acetilagio e a prenilagdo, mas também
por glicosilagdo, fosforilagdo, metilagdo, sulfatagio ou ubiquitinagdo. Algumas destas
modificagdes nFo alteram a sequéncia das proteinas mas sdo muito importantes, uma
vez que podem afectar a sua actividade, aumentado a plasticidade das células. Ainda
que estas modificacdes sejam muito importantes para a adaptagdo das cclulas

eucariontes, ndo nos centraremos no seu estudo (Lorkowski e Cullen, 2003).
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C. Métodos de analise da expressio do mRNA

1. Introdugio

Desde a invengfic da técnica de Northern blot hé aproximadamente 30 anos que
a andlise da expressio de RNA evoluiu muito, permitindo através da utilizagio de
varias metodologias a andlise simultinea do padrio de expressdo do RNA.

Existem actualmente varios métodos capazes de analisar a expressdo do RNA
que se podem classificar de “arquitectura fechada” e de “arquitectura aberta.” A
utilizagio de métodos de “arquitectura fechada” como a técnica de microarrays
permitem unicamente a andlise de sequéncias conhecidas, enquanto que os métodos de
“arquitectura aberta” como a técnica de DD possibilitam a analise de sequéncias ndo
conhecidas (Lorkowski e Cullen, 2003).

Embora ndo classifique com exactidio todos os métodos de analise do RNA
estes podem ser divididas em trés grupos diferentes, sendo um dos grupos constituido
por métodos que se baseiam na hibridagéo dos acidos nucleicos (microarrays de DNA),
outro grupo inclui os métodos que se baseiam na técnica de PCR (RT-PCR- Reacgio
de Transcriptase Reversa de Polimerase em Tempo Real) € o grupo dos que se baseiam
na sequenciagio (SAGE- Andlises em Série da Expressio Genética) (Lorkowski e
Cullen, 2003).

Existem actualmente muitas técnicas de analise da expressio do RNA. Cabe a
cada investigador seleccionar a metodologia que melhor se adapte ao seu estudo tendo
em conta a quantidade de material biolégico inicial, a sensibilidade da técnica, a
cobertura do método e o custo de utilizagio. Uma vez que existem muitas técnicas
optamos por descrever as empregues neste estudo, assim como algumas das

metodologias alternativas mais utilizadas.
2. Differential display
A técnica de differential display (DD ou DDRT-PCR ou DD-PCR) foi criada em

1992 por Liang ¢ Pardee, com o intuito de isolar ¢ de caracterizar de forma rapida e

simples genes ao nivel do mRNA que se expressam de forma diferencial sem o prévio
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conhecimento da sequéncia, de forma a permitir compreender como as c€lulas
eucariontes regulam os genes em processos fisiolégicos normais ou em patologias
(Liang, 2002, 2006; Liang e Pardee, 1992, 1997, 2003; Liang et al., 1992, 1993, 1995;
2007).

A estratégia geral do DD bascia-se na combinacgfio de trés técnicas simples,
como a reacgdo da transcriptase reversa (RT) do mRNA com primers-“ncora”, a
realizacdo de uma reac¢fio da cadeia de polimerase (PCR) utilizando primers com uma
sequéncia arbitraria de forma a amplificar o cDNA, cada um correspondendo a partes do
mRNA, e a realizacio de géis de sequenciagfio de forma a separar por tamanho os
fragmentos de cDNA amplificados (figura 6) (Liang e Pardee, 1997).

A técnica de DD ¢é capaz de comparar mais de duas amostras de RNA de cada
vez (Matz ¢ Lukyonov, 1998; Lievens ef al., 2001; Liang et al., 2007). Uma das
vantagens ¢ a necessidade de pouca quantidade de RNA das amostras em estudo (10-
200 pg de RNA total). No entanto, vérios autores aconselham a utilizag8o de amostras
de RNA em duplicado ou mesmo em triplicado (Liang et al., 1993; von der Kammer et
al., 1999; Bosch et al., 2000; Stein e Liang, 2006; Liang et al., 2006). Para a realizagio
de DD recomenda-se a extracgio de RNA total, uma vez que a purificagio de RNA
poliadenilado é um processo mais moroso e que poderd deixar contaminag¢des com
primers oligo-dT capazes de causar dificuldades na realizacio da técnica DD. O RNA
total celular pode ser purificado por diferentes métodos, como o que utiliza guanidina
hidroclorido ou o da guanidina tiocianato, também conhecido como meétodo de
Chomezynski e Sacchi (1987) (Liang ¢ Pardee, 1997; Zhao er al., 1998; Bosch et al.,
2000; Sambrook e Russel, 2001; Liang er al., 2007). No entanto, todos os métodos de
extraccdo de RNA sio incapazes de eliminar todos os vestigios de DNA das amostras
de RNA. Para evitar que o DNA seja amplificado em conjunto com o mRNA,
complicando o perfil das bandas obtidas em DD, ¢ necessério a eliminagéo de todos os
vestigios de DNA das amostras de RNA, ficando geralmente unicamente 50 a 830% da
quantidade original de RNA total (Liang e Pardee, 1997; Colonna-Romano ef al., 1998;
Liang et al., 2007). A forma mais frequente, sensivel e bastante eficaz de eliminar o
DNA das amostras de RNA ¢ utilizar a enzima de DNase em condi¢Ges especificas,
assegurando desta forma que os produtos resultantes da RT sejam o resultado da

amplificagdo do cDNA sintetizado durante a reacgdo de transcriptase reversa (Wiame et
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al., 2000).

Para quantificar a concentragdo das amostras de RNA costuma-se ler num
espectrofotometro a absorgdo a 260 nm e utilizam-se amostras em que a relagdo da
absorcfo a 260 ¢ a 280 nm esteja compreendida entre 1,7 e 2,0, assegurando que o RNA
ndo esteja contaminado com proteinas ou com residuos de guanidina ou de fenol, que
podem inibir a RT. Para vertficar a integridade de RNA € costume realizar-se uma
electroforese em gel de agarose, de forma a permitir observar as bandas de rRNA de
18S ¢ 28S (Colonna-Romano ef a/., 1998; Sambrook e Russel, 2001; Liang et al.,
2007).

Com o RNA total nio degradado e nfo contaminado realiza-se a sintese de
cDNA com a utilizacdo de trés primers oligo-dH-T;yM (M = A, C o G), designados por
primers-“4ncora” de uma s6 base. Caracteristico destes primers-“ancora” é a existéncia
de uma sequéncia (AAGCTT) designada por “H” capaz de ser reconhecida pela enzima
de restrigdo HindIll. Esta sequéncia permite que estes primers sejam maiores, hibridem
de forma mais eficiente com a cauda de A, pedendo ainda ser utilizada na clonagem do
cDNA. Segundo Liang et al., (2007), o facto de estes primers-“dncora” apresentarem
uma base M (M = A, C o ), distinta da T permite amplificar a mesma sequéncia em
cada ronda de amplificagdo, em comparagdo com um primers oligo-dT que s6 contenha
T que hibrida em distintas sequéncias criando nos géis um “arrastamento”. Embora no
inicio desta técnica (Liang e Pardee, 1992; Liang ef al., 1993) tenham sido utilizados,
por razdes historicas, primers - “4ncora” de duas bases — primers oligo-dT | MA,
dT MC e dT; MG (M = A, C ou G) —, foi observado que os primers-“incora” de uma
s0 base, que se utilizam actualmente, apresentam vérias vantagens sobre os anteriores,
uma vez que diminuem a redundincia dos primers, eliminando o lastro do fundo, para
além de reduzir para cada amostra o nimero de reac¢bes de transcriptase reversa de 12
para 3 (Liang ef al., 1994; Liang, 1998; Yang e Liang, 2006).

A selecgiio das enzimas transcriptases reversas ¢ importante. A enzima Moloney
murine virus (MMLYV) apresenta resultados melhores do que a MMLV RNasa H'. A
enzima Superscript apresenta resultados contraditérios. Enquanto um grupo de
investigadores reportam que esta € superior 8 MMLYV, outro grupe observou resultados
opostos (Bosch ez a/., 2000; Sturtevant, 2000).

Para evitar criar diferengas artificiais entre as amostras em estudo, varios autores
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aconselham a realizag¢io de uma matriz com os componentes da RT que depois se divide
pelas amostras em estudo (Liang ef al., 1993; Liang e Pardee, 1997, Colonna-Romano
et al., 1998; von der Kammer et al., 1999).

Na técnica de DD realiza-se a amplificagdo dos fragmentos de cDNA obtidos
por RT com a técnica de PCR. Nesta utiliza-se um numero limitado de primers
arbitrarios. O comprimente ideal dos primers arbitrrios ¢ determinado por
consideracdes estatisticas, de forma a permitir que cada um reconhega 50 a 100 espécies
de mRNA. Embora se haja determinado estatisticamente que para isso cada primer
devera hibridar como um primer de seis a oito bases, na prética os primers menores de
nove bases ndo amplificam na PCR, provavelmente devido a que ndio existe uma
superficie de contacto suficiente entre a enzima Taq polimerase € a cadeia dupla de
DNA. No inicio utilizavam-se para DD primers arbitrarios de dez bases em combinagio
com primers-“dncora” de duas bases. Embora esta combinacio nas condigSes
adequadas permitisse observar o mimero de bandas esperadas, foram obtidos sinais
débeis e baixa reprodutibilidade. Por isso, 0 comprimento dos primers foi aumentado
para 13 bases (primers H-AP). Estes sdo desenhados para conmter a sequéncia
(AAGCTT), capaz de ser reconhecida pela enzima de restricdo HindIIl ¢ 7-bp com uma
sequéncia arbitraria. Desta forma estes cumprem os requisitos necessirios para se
considerar, segundo alguns autores, primers arbitrarios 6ptimos, uma vez que permitem
amplificar 50 a 100 mRNA de algumas centenas de bp, suficientemente grandes para
identificar unicamente um mRNA mas também suficientemente pequenas para se
separarem por tamanho. Estes primers apresentam como vantagem, segundo alguns
autores, a capacidade de originar uma baixa redundancia (uma espécie de mRNA
representa-se com uma sé banda em cada linha do gel). Além disso, segundo os mesmos
autores, estes primers arbitrarios de 13 bases s3o capazes de hibridar de uma forma
previsivel, de maneira a que se pode desenhar um conjunto representativo que permita
visualizar a maioria dos mRNA de uma célula de tal forma que, por exemplo, uma
combinacdo dos trés primers-“incora” com oito primers arbitrrios apresenta uma

probabilidade de detectar 28% de uma dada frac¢io de mRNA". Embora um modelo

* Probabilidade de detecciio duma determinada fracgdio de mRNA P =1 —

(0,96)", sendo n o miimero de primers arbitrarios
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matematico estimasse ser necessiria uma combinagio de 240 primers para obter uma
cobertura de 95% do genoma, actualmente calcula-se que serid necessiria uma
combinagdo de 480 primers para obter uma cobertura de 93% do genoma (Liang ef al.,
1994, 1995, 2007; Liang ¢ Pardee, 1997; Liang, 1998; Colonna-Romano et al., 1998;
Yang e Liang, 2006).

Também foram utilizados em DD primers arbitrarios de 20 bases ou,
inclusivamente, maiores, para aumentar a reprodutibilidade do padrio de cDNA (Zhao
et al., 1995; Diachenko et al., 1996; Wang et al., 1998). A utilizagdo de primers de 20
bases em combinagdo com dois procedimentos de PCR aumenta a reprodutibilidade e o
comprimento dos produtos de DD. Sao incluidos sitios para as enzimas de restri¢fio nos
extremos 5 para facilitar a clonagem. Uma limitac8o da utilizagio de primers pequenos
(13 bases) ¢ que geralmente amplificam sequéncias na regiio 3’ que ndo é traduzida,
(EST- expressed sequence tags) pelo que muitas vezes ndo apresentam homologia com
sequéncias reportadas nas bases de dados. A utilizagdo de primers com maior
comprimento aumenta o comprimento dos fragmentos amplificados, que podem mais
facilmente demonstrar homologia com sequéncias antes classificadas (Sturtevant, 2000).
No entanto, segundo alguns autores, primers compridos (20 bases ou mais), em
condi¢des degenerativas hibridam de forma nfio previsivel, tornando dificil o desenho
de um conjunto de primers representativeo do mRNA. Também os mesmos autores
apontam que primers mais compridos podem gerar um padriio complexo de cDNA nos
géis de DD, de forma a que, embora possa parecer reproduzivel, muitas das bandas sio
susceptiveis de representar o mesmo mRNA, nio demonstrando frequentemente a
complexidade da populagio de mRNA (Liang ef al., 1993; Liang, 1998; Sturtevant,
2000).

Também existe referéncia na bibliografia da utilizagio de primers especiais que
permitem aplicar a técnica de DD a bactérias em que 0 mRNA ndo apresenta cauda de
poli (A) (Fislage et al., 1997; Walters e Rouviére, 2006). Igualmente, alguns
laboratérios utilizam primers desenhados especialmente que permitem a aplicagdo desta
técnica quando a quantidade de RNA ¢ limitante (Zhao ef al., 1998; Sturtevant, 2000).

Embora frequentemente as bandas de cDNA nos géis de DD possam fazer-se
visiveis com a incorporagio de radioactivos (ANTP) na reacgiio de PCR, também se

pode visualizar as bandas de cDNA por métodos ndo radioactivos. Existem diferentes
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possibilidades, mas neste caso sdo frequentemente utilizados marcadores fluorescentes
(JOE, FAM, ROX, TAMRA, HEX) ou marcadores quimio-luminescentes (digoxigenina
ou biotina) nos primers-“ancora” (H-T;G, H-T1A, H-T;C) que se incorporam na
reaccio de PCR (Tto ef al., 1994; George et al., 1997, Jones et al., 1997; Luchrsen et al.,
1997; Smith et al., 1997; Motlik et al., 1998; Yoshikawa et al., 1998; To, 2000; Cho et
al., 2001; Stein e Liang, 2002b; Yang ¢ Liang, 2004; Cho er al,, 2002; Li et al., 2005;
Cho et al., 2006; Meade et al., 2006; Liang et al., 2007). Este tipo de differential display
fluorescente (FDD), combinando a robética com a analise de dados digitais, permite a
automatizacio desta metodologia e consequentemente uma elevada capacidade de
processamento para além de uma elevada precis3o e sensibilidade (Lorkowski e Cullen,
2003; Cho et al., 2006; Meade ef al., 2006; Liang, 2006; Liang et al., 2007). No entanto,
a realizacio do FDD requer scanners especiais, capazes de ler a fluorescéncia, €
programas de computador para ajudar a analisar os resultados. Ndo € possivel a
realizagio do FDD em sequenciadores automaticos que nfio permitam a recuperagdo dos
fragmentos de cDNA dos géis, uma vez que em muitos sequenciadores automaticos 0s
fragmentos de ¢cDNA se perdem no tamp@o depois de realizar a leitura da fluorescéncia.
No ano de 2007 é muito aconselhado para a realizagio de FDD a utilizagdo de um
sequenciador automatico horizontal capaz de realizar a electroforese simultinea de 132
amostras (Reinhardt ef al., 1999; Lorkowski ¢ Cullen, 2003; Liang, 2006; Liang et al.,
2007).

Como antes se referiu, é frequente a utilizagdo de auto-radiografias para
visualizar os fragmentos de cDNA marcados com radioactivos, o que origina que 0s
géis tenham de ser secos. A incorporagdo de radioactivos nas reacgdes de PCR ¢
frequentemente conseguida pela utilizacdo de dNTPs “quentes” como o o-[*P]-dATP
ou 0 a-[>>S]-dATP. Uma vez que foi observado que o o-[*>S]-dATP se pode vaporizar ¢
contaminar o termociclador, recomenda-se a utilizagio de a-[>>P]-dATP na realizagio
de DD (Liang, 1998; Colonna-Romano et al., 1998; Sturtevant, 2000; Liang et al.,
2007). Nas reacgdes de PCR em que se utiliza um dNTP marcado com radioactivo,
pode utilizar-se uma concentragio de dNTP inferior a que se considera “Optima” para a
realizacdio destas reacgdes. Este procedimento visa conseguir a total incorporagéo do
dNTP marcado com radioactivo no fragmente amplificado (Liang e Pardee, 1992; Cho
et al., 2002; Liang et al., 2007). Paor isso, quando se realiza a PCR da técnica de DD
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sem a incorporagdo de ANTP marcados com radioactivos, como é o caso de FDD,
costuma utilizar-se uma maior concentracio de dNTP (Ito e Sakaki, 1997: Cho et al.,
2002; Liang et al., 2007).

Nas reacgdes de PCR, tal como nas de RT, aconselha-se a realizagdo de uma
matriz com os componentes da PCR que depois se dividem pelas amostras em estudo.
Considera-se muito importante a realizagdo da PCR em tubos de parede fina, uma vez
que pode afectar a reprodutibilidade ¢ a intensidade das bandas (Liang et al., 1993;
Liang e Pardee, 1997; Colonna-Romano ef al., 1998; von der Kammer et al., 1999).

Foi observado que na reacgio de PCR a enzima Taq polimerase apresenta
melhores resultados que a Stoffel (Rosok er al, 1996; Sturtevant, 2000). A
concentragdo dos outros componentes da PCR (Taq polimerase, MgCl,), assim como as
condigdes de temperatura, tempos de alargamento ¢ nimero de ciclos da PCR sio
optimizadas para que se obtenha bandas de cDNA intensas ¢ que se maximize a
reprodutibilidade (Ito e Sakaki, 1997; Liang ¢ Pardee, 1997; Colonna-Romano et al.,
1998, Sturtevant, 2000). A separagio por tamanho dos fragmentos de cDNA
amplificado realiza-se frequentemente em géis de poliacrilamida em condi¢des
desnaturantes, de forma a poder visualizar 50 a 100 fragmentos amplificados de cDNA
(Liang e Pardee, 1997; Colonna-Romano et al., 1998; Liang et al., 2007). Também
existem autores que, para contornar os inconvenientes da utilizagdo de radioactivos,
sugerem a utilizacdo de géis de agarose tingidos com brometo de ctidio (Sokolov e
Prockop, 1994; Rompf e Kahl, 1997; Brown ef al., 1999; Ahmed et a!., 2000; Pienta e
Schwab, 2000; Yamauchi er af., 2005), ou géis de poliacrilamida geralmente em
condi¢des ndo desnaturantes tingidos com nitrato de prata (Lohmann et al., 1995; Doss,
1996; Bosch e Lohmann, 1996; Kociok ef al., 1998; Bockelmann ef al., 1999; Dorroch
et al., 2001; Ponsuksili ef al., 2001; Bochu et al., 2005; Li et al., 2006). A substituigio
da incorporagdo de radioactivos nos géis por coloragdo com brometo de etidio ou com
nitrato de prata permite a visualizaco directa das bandas. Mas nenhuma destas
alteragbes parece apresentar maior resolugio ou sensibilidade do que os géis de
poliacrilamida desnaturalizante (Liang e Pardee, 1997; Colonna-Romano et al., 1998;
Sturtevant, 2000; Liang et al., 2007).

Depois da andlise dos géis utilizando programas de computador especificos ou

com a simples visualizagdo directa do investigador a fim de se determinar as bandas
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candidatas para a cxpressdo diferencial entre as amostras em estudo, estas s3o cortadas
dos géis. A obtengio das bandas candidatas marcadas com radioactivos requer especial
atengdo, ja que os fragmentos de cDNA sdo visiveis em peliculas de auto-radiografia
mas ndo se podem observar directamente nos géis de poliacrilamida. E muito
importante que o gel e a pelicula radiografica estejam correctamente alinhados, porque
disso depende a obteng@o da banda candidata que se corta do gel de DD. Embora nio
apresente uma fiabilidade de 100% ¢ mais frequente a marcagio dos géis e das peliculas
com pungdes de agulha ou com radioactivos (Kim ef al., 1995; Liang e Pardee, 1997;
Colonna-Romano et al., 1998). Depois de cortar as bandas candidatas dos géis para a
expressio diferencial, 0 cDNA tém de ser precipitado para eliminar os restos de gel e de
papel que possa conter. O ¢cDNA da banda candidata € entdo reamplificado, realizando
uma segunda PCR com as mesmas condi¢des da PCR antes descrita, com a excepgio de
que ndo se utilizam dNTP marcados com radioactivos, sendo portanto necessario
utilizar uma maior concentragio de dANTP, pelas razdes antes apresentadas (Liang e
Pardee, 1997; Colonna-Romano et af., 1998; Liang et al., 2007).

Depois de obter as bandas candidatas reamplificadas, pode-se confirmar
directamente a expressdo diferencial do fragmento de cDNA entre as amostras em
estudo, realizando a técnica de Northern blot (a mais frequentemente utilizada), mas
também se pode realizar outras técnicas para confirmar a expresséo diferencial, como
“reverse Northern”, dot blot ou a técnica de “real-time reverse transcription polymerase
chain reaction” (RT-PCR), entre outras (Liang e Pardee, 1997; Colonna-Romano ef al.,
1998; Stein e Liang, 2002a ; Liang ef al., 2007). De seguida, realiza-se a clonagem das
bandas que confirmaram a expressio diferencial, com o objectivo de obter uma copia
ilimitada das bandas de interesse. Depois da sequenciagio das bandas de cDNA que s¢
expressam de forma diferencial pode-se comparar os resultados obtidos com uma base
publica de dados como o BLAST e saber mais inforrﬁag;:’io sobre os resultados (Wang ef
al., 1997; Martin ef al., 1997; Liang ¢ Pardee, 1997; Colonna-Romano et al., 1998;
Stein ¢ Liang, 2002a).

Alternativamente 4 opg¢do anteriormente referida, em que se confirma a
expressdo diferencial, clona-se unicamente as bandas de interesse, sequencia-se e
compara-se os resultados com uma base publica de dados, pode clonar-se todas as

bandas candidatas, sequencia-las € comparar os resultados com uma base phblica de
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dados e no final confirmar a expressdo diferencial com uma das técnicas antes descritas
(Wang et al., 1997; Martin et al., 1997; Liang e Pardee, 1997; Colonna-Romano ef af.,
1998; Stein ¢ Liang, 2002a). As duas alternativas apresentam vantagens e desvantagens.
Na primeira op¢do unicamente se segue o estudo das bandas em que se confirmou a
expressdo diferencial, evitando clonar e sequenciar as bandas que ndo interessam (falsas
positivas), mas ndo existe o prévio conhecimento da sequéncia da banda candidata e o
numero de copias das bandas antes da clonagfio pode ser limitante. A segunda
alternativa apresenta como vantagem as desvantagens que apresenta a op¢do anterior, e
vice-versa com as desvantagens. Embora Liang ef al., (2007) afirmem que a decisdo
depende do investigador ¢ da situagdio recomendam a segunda opgio.

Um dos principais inconvenientes da metodologia de differential display sdo os
falsos positivos, que sfio as bandas candidatas que nos géis de DD parece que se
expressam de forma diferencial mas que ndo se consegue comprovar a sua expressio
diferencial com outras técnicas. Uma pergunta frequentemente colocada é qual € a taxa
de falsos positivos. Infelizmente, ndo & possivel responder com exactidio a esta
pergunta, porque estd dependente de muitos factores, influindo a diferen¢a que existe
entre as amostras que se analisam (Liang, 1998; Cho et al., 2002). Factores intrinsecos e
extrinsecos a DD parecem afectar a taxa de falsos positivos. Os factores intrinsecos,
mais frequentemente referidos como causadores de bandas falsas positivas sdo a
utiliza¢@o de primers-“dncora” de duas bases € o comprimento dos primers arbitrarios,
mas também existem autores que referem a temperatura de hibridagdo das PCR como
causadora dos falsos positivos (Liang, 1998; Cho er al., 2002). Como factores
extrinsecos causadores de falsos positivos foram referidas as diferencas artificiais
criadas por procedimentos de extracgdio de RNA ndo estandardizados, a utilizacio de
RNA degradado ou a contamina¢io das amostras de RNA com DNA de cromossoma.
Nas RT ou nas PCR, termocicladores que néo distribuem uniformemente a temperatura,
erros na pipetagem dos componentes das reacgdes, falta de qualidade dos reagentes ¢
enzimas constituem, outrossim, factores extrinsecos causadores de falsos positivos. O
mesmo pode suceder nas reacgdes de PCR quando sio utilizados tubos com parede nio
uniforme ou demasiadamente grossa. Também virios autores referem como causa
frequente de falsos positivos o facto de as bandas candidatas recuperadas dos géis de

DD poderem estar compostas de mais de uma banda de cDNA, devido a erros no
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alinhamento do gel com a pelicula auto-radiografica ou devido a que fragmentos de
tamanho idéntico co-migrem com a banda de interesse (factor intrinseco). Sdo inimeras
as publicagBes que tratam deste tema e que apresentam solugSes para tentar minimizar o
nimero de falsos positivos e que procuram reduzir os inconvenientes de utilizagdo desta
técnica (Vogeli-Lange ef al., 1996; Zhang et al., 1996; Sung e Denman, 1997; Liang,
1998; Luce e Burrows, 1998; Matz ¢ Lukyanov, 1998; Malhotra ef al., 1998; Miele et
al., 1998; Cho et al., 2002; Liu et al., 2004; Liang et al., 2007).

Qutros métodos foram derivados de differential display. Entre estas téenicas
inclui-se os “RNA Fingerprinting por Primers Arbitrarios de PCR” (RAP-PCR). O
RAP-PCR ¢ muito semelhante ac DD, com excepglio de que a reacgdo de RT € realizada
com primers arbitrarios em vez do primer oligo(dT). A etapa de amplificacio por PCR
pode-se realizar com os mesmos ou com outros oligonucledtidos arbitrarios
(McClelland et al., 1995; Mathieu-Daude ef al., 1999; Sturtevant, 2000).

O DD com primers selectivos (SPR) surgiu como uma modificacdo a técnica
original para aumentar a identificaciio do mRINA moderado ou pouco abundante. A SPR
difere do RAP-PCR e do DD porque os primers arbitrarios sdo escolhidos
experimentalmente de forma a evitar a amplificagdo de transcritos muito abundantes
(Tkonomov e Jacob, 1996; Sturtevant, 2000}.

Outra adaptacio do DD é o Target Display. Esta modificagio permite a
identificacdio ¢ o isolamento de membros de uma familia de genes, genes com especiais
dominios que se expressam em diferentes condigtes. A RT realiza-se com primers-
“4ncora” ¢ a PCR realiza-se com primers degenerados, homologos aos dominios
conservados das proteinas (Fisher ef al., 1995; Sturtevant, 2000).

A técnica “Ordered differential display” (ODD) é também resultante de
alteragdes da técnica de DD. De uma forma sucinta, na técnica de ODD o cDNA ¢
sintetizado com primers oligo(dT) de 20 bases cujo extremo 3’ termina numa estrutura
designada por “heel”. O ¢cDNA ¢é seguidamente digerido por enzimas de restricio e
ligado a adaptadores. Realiza-se entio uma PCR utilizando os mesmos primers da
reacciio de sintese de cDNA e um primer correspondente a parte distal do adaptador
acrescido de duas bases. Desta forma, pretende-sc obter amostras amplificadas que
contém unicamente ¢ extreme 3’ do fragmento de cDNA resultante da reaccdo de

restrigio. Depois de virias reacgdes de PCR que combinam primers oligo(dT) e
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diferentes primers correspondentes a parte distal do adaptador, a expressio diferencial
da expressio de genes podera ser visualizada em géis de poliacrilamida. Esta técnica
embora apresente algumas vantagens como a necessidade de uma menor quantidade de
RNA inicial € laboriosa e ndo existem kits comerciais disponiveis (Sturtevant, 2000;
Lorkowski e Cullen, 2003}.

A técnica de differential display tem sido aplicada em diferentes areas. Foi
aplicada no estudo da glindula mamaria de rata durante o periodo de desmame (Burke
et al., 2003; Nakamura ef al., 2006). Também se aplicou na identificagdo de sequéncias
de DNA associadas a mastite na glaindula mamaria de vacas (Schwerin et a/., 2003). Na
saude humana, no estudo do cancro dos ovérios (Li et al., 2005) e do oncogenes ras (Jo
et al., 2001). Também se aplicou DD em imunologia (Ali et al., 2001), na andlise dos
genes implicados na cicatrizacio das feridas (Darden et al., 2000; Soc ef al., 2002), na
caracterizagdo de um gene novo que inibe o crescimento da glindula mamaéria durante a
gestagdio (Huynh er al, 2001), na identificagdo de genes nos intestinos que so
mnfluenctados pela alimentagio (Blanchard e Cousins, 2000), na identificacdio de genes
que regulam os androgénios (Greenland et al., 2004), ou na caracterizagio de genes
implicados na diferencia¢do dos eritrocitos (Yu ef al., 2004), no estudo da hepatite B
(Kim, 2006), na investigac@o do gene regulador p53 (Liang e Pardee, 2003; Stein ef al.,
2003; Cho et al., 2006), no estudo da depressio melancoélica (Liang ef al., 2006), mas
também na identificag3o de marcadores de doencas causadas por prides (Clinton et al.,
2006}, na identificagdo de genes implicados na regeneragio celular do figado (Fujino ez
al., 2006), entre muitas outras aplica¢Ges.

Também se aplicou differential display no estudo dos macréfagos de bovinos
quando infectados com Mycebacterium paratuberculosis (Tooker ¢ Coussens, 2004) e
na analise da expressdo de genes no figado de bovinos (Schrader ef al., 2003). Realizou-
se um exame da expressio comparativa dos transcritos dos genes nos estados de
desenvolvimento de embrides de bovinos produzidos in vive ou in vitro com esta
técnica (Tesfaye et al., 2003; Tesfaye et al., 2004). Foi utilizado o DD para estudar a
influéncia de uma protease lisossomal na fase de desmame da glindula mamdéria de
ratas que ocorre depois da lactagdo (Burke et al., 2003), para analisar alteragdes durante
o desenvolvimento do transcritoma fetal de porcos (Wesolowski et al., 2004) e para

identificar genes que se expressam no masculo longissimus de porcos com elevada taxa
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de crescimento (Janzen ef al., 2000). Igualmente foram estudados com esta técnica os
genes que se expressam no porco durante a infeccdo com determinados virus (Bratanich
e Blanchetot, 2006). O DD aplicou-se no estudo da expressdo genética de diferentes
animais como em galinhas (Zhu ef al., 2001), em abelhas (Hepperle ¢ Hartfekder, 2001:
Santana ef al., 2006) ou em peixes (Dakis e Kouretas, 2002). Em ovelhas utilizou-se
esta técnica na analise da expressdo de um determinado gene no epitélio do endométrio

de ovelha (Ing et al., 2006), entre outros estudos.
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mRNA

CAAAAAAAAAAA-AN
GAAAAAAAAAAA-An
UAAAAAAAAAAA-An

I. Transcricdo Reversa
S-AAGCTTTTTTTTTTTG-3" (HT,,G)

dNTPs
MMLV transcriptase reversa

CAAAAAAAAAAA-An
GTTTTTTTTTTTCGAA

4

II. Amplificacdo por PCR 5-AAGCTTGATTGCC-3" (H-AP 1)
5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3' (HT,,G)

dNTPs u-[35S]-dATP

Taq DNA polimerase
AAGCTTGATTGCC b
l GTTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGCC >
GTTTTTTTTTITTCGAA
ITI. Gel de Poliacrilamida
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Figura 6. Representacdo esquematica da técnica de differential display. Depois
do isolamento de RNA total das amostras em estudo, realiza-se uma reac¢do de
tanscriptase reversa com a utilizagdo de um dos trés primers-“ancora” de uma base
(oligo-dT A, oligo-dT;;C e oligo-dT;;G). Na amplificagdo por PCR utilizam-se
primers de sequéncia arbitrarios de 13 bases (H-AP), na presengca de dNTP marcados
com u-[°S]-dATP. Depois da amplificagdo, os produtos sdo separados por electroforese
em gel de poliacrilamida. As setas indicam os fragmentos de cDNA que se expressam

de forma diferencial nas amostras em estudo (Liang ¢ Pardee, 1997).
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3. Northern blot (Transferéncia de RNA)

A técnica de Northern blot, ou de transferéncia de RNA, surgiu a partir de uma
modificacdo da técnica criada por Edward Southern em 1975, de tal forma que permite
a detecgdo de sequéncias especificas nas preparagdes de RNA. Desde a sua criagdo em
1977, Northern blot ¢é a técnica mais utilizada para analisar a expressio de mRNA
(figura 7) (Lorkowski e Cullen, 2003).

Na téenica de Northern blot, depois da obtengido do RNA intacto realiza-se uma
electroforese sob condigdes desnaturantes, de forma a n3o permitir que o RNA de
cadeia simples forme estruturas secundarias. Quando se coloca o gel num tampéo
adequado e se o sujeita a um campo eléctrico, as diferentes espécies de RNA separaram-
se quando se movem no campo eléctrico desde o pélo negativo ao positivo. Com a
separagdo das moléculas de RNA por tamanho, as moléculas maiores de RNA migram
mais devagar do que as moléculas pequenas (Lorkowski e Cullen, 2003).

Embora seja possivel realizar géis de agarose desnaturalizante com glioxal ou
com formaldeido, os segundos sio mais frequentemente utilizados. A maior
popularidade dos géis de agarose que contém formaldeido deve-se a que este
desnaturalizante se dissocia mais facilmente do RNA depois da electroforese. No
entanto, os géis de agarose que contém formaldeido sdo mais finos, menos eldsticos e
mais frigeis, exigindo, portanto, maior cuidado no manuseamento (Sambrook e Russetl,
2001).

As amostras de RNA separadas em géis de agarose que contém formaldeido
poderdo ser desnaturalizadas por tratamento com formamida. O formaldeido actua
originando bases Schiff instaveis com o grupo amina dos residuos de guanina e ao
impedir o emparelhamento Watson-Crick permite manter o RNA no estado
desnaturalizado unicamente quando o formaldeido estd presente no tampdo ou no gel
(Sambrook e Russell, 2001).

Com o objectivo de poder visualizar as amostras de RNA depois da
electroforese, alguns investigadores incluem brometo de etidio nos géis de formaldeido,
uma vez que esta provado que a utilizagio de brometo de etidio ndo compromete a
transferéncia do RNA dos géis de formaldeido para as membranas e/ou nio suprime a

hibridagio (Sambrook e Russell, 2001). Outros investigadores preferem, antes de
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carregar as amostras nos géis, marca-las directamente com brometo de etidio, uma vez
que, se a concentragdo deste ndo for muito elevada, a eficiéncia da transferéncia e da
hibridagdo do RNA ndo ¢é afectada significativamente (Sambrook ¢ Russell, 2001).

A transferéncia Northern consiste na passagem de RNA de um gel de agarose
para um suporte solido bi-dimensional pela ac¢éio capilar de um tampdo de transferéncia
ou por vacuo. Para realizar esta transferéncia existem varios solventes, diversos tipos de
membranas (nitrocelulosa e nylon) e mais de uma opg¢3o para fixar 4 membrana o RNA
transferido (Sambrook e Russell, 2001; Lorkowski e Cullen, 2003).

De maneira geral, os melhores resultados na detecgio dos 4cidos nucleicos sio
obtidos depois da transferéncia do RNA dos géis para membranas de nylon. Estas
apresentam muitas vantagens sobre as membranas de nitrocelulose, pois sfo mais
duraveis e t€m maior capacidade de unifio dos acidos nucleicos, conseguindo-se uma
melhor transferéncia dos fragmentos pequenos e obtendo-se uma fixagéo irreversivel do
RNA. No mercado pode-se encontrar membranas de nylon neutras ou carregadas
positivamente (Nylon") (Sambrook e Russell, 2001).

As membranas de nylon carregadas retém os 4cidos nucleicos em solugdes
alcalinas, permitindo que o RNA seja transferido com eficiéncia desde os géis de
agarose. A utilizacdo destas membranas aumenta a velocidade e a eficiéncia da
transferéncia de RNAs de grande tamanho (maior de 2,3 kb) (Sambrook e Russell,
2001).

No entanto, a transferéncia alcalina apresenta alguns inconvenientes: por vezes
origina um elevado ruido de fundo na hibridagfio, especialmente quando sdo utilizadas
sondas de RNA. Uma exposicio maior (mais de 6 horas) das membranas de nylon
carregadas aumenta esse problema. No entanto, em alguns casos pode-se minimizar
estes efeitos secundarios, diminuindo o tempo de transferéncia e utilizando cada vez
maiores quantidades de agentes bloqueadores nos passos de hibridagio ¢ de pré-
hibridagdo. Além disso, devido a variagdes entre os laboratorios que produzem as
membranas de nylon podem-se verificar diferencas na intensidade do sinal de
hibridagdo (Sambrook e Russell, 2001).

De uma maneira geral, realiza-se a transferéncia do RNA para as membranas
ndo carregadas a pH neutro, com 10x ou com 20x SSC. O RNA hibrida 4 membrana

pelos métodos tradicionais de colocar no forno sobe vacuo durante duas horas, -por
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aquecer em microondas 2 a 3 minutos, ou por exposigio da membrana de nylon a
radiacdo UV a 254/312 nm (crosslink). O RNA imobilizado nas membranas de nylon
por radiagdo UV gera na hibridagido Northern um sinal mais intenso do que o RNA
imobilizado pelo método do forno (Sambrook e Russell, 2001; Lorkowski e Cullen,
2003).

Existem dois métodos de transferéncia capilar do RNA para as membranas de
nylon (ascendente e descendente). No primeiro, a transferéncia dos 4cidos nucleicos do
gel de agarose para um suporte sdlido consegue-se por “aspiracio™ do tampio de
transferéncia no sentido ascendente desde um reservatorio atravessande o gel até uma
pilha de papéis. Os 4cidos nucleicos fluem do gel pela corrente do tampao no sentido
ascendente e depositam-se no filtro de nitrocelulose ou na membrana de nylon. Um
peso aplicado em cima da torre de papel assegura uma forte conexdo entre as camadas
do material utilizado na transferéncia (Sambrook e Russell, 2001).

A transferéncia capilar descendente dos acidos nucleicos do gel de agarose para
um suporte sblido consegue-se fazendo passar o tamp3o de transferéncia desde o
recipiente através do gel para a pilha de papéis. Os 4cidos nucleicos fluem do gel pela
corrente do tampdo no sentido descendente ¢ depositam-se no filtro de nitrocelulose ou
numa membrana de nylon (Sambrook e Russell, 2001).

As amostras de RNA que foram transferidas e se fixaram 4 membrana podem
hibridar com uma sonda especifica para localizar a espécie de RNA de interesse, As
sondas mais frequentemente utilizadas sio fragmentos de cDNA de cadeia dupla.
Embora existam diferentes formas de marcar uma sonda, o método mais frequentemente
empregue utiliza hexémeros aleatérios da seguinte forma: depois de desnaturalizar o
DNA adicionam-se os hexdmeros aleatorios, permitindo-se um emparclhamento das
bases. A enzima DNA polimerase € adicionada com dATP, dGTP, dTTP ¢ o o-[P}-
dCTP marcado com radioactividade. A mistura € de novo desnaturalizada para separar
as cadeias de DNA ¢ esta preparada para a hibridagio (Lorkowski e Cullen, 2003).

Desenvolveram-se varias alternativas para evitar a utilizagio de radioactividade
para a marcacdo dos acidos nucleicos. Técnicas de marcag8o ndo radioactiva utilizam o
método antes mencionado para incorporar (ribo)nucleétidos modificados com um grupo
digoxigenina ou biotina. Utilizando este Gltimo tipo de etiquetagem, € possivel detectar

‘a sonda hibridada empregando para isso anticorpos especificos para a digoxigenina ou
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moléculas estreptavidina que se conjugam com uma enzima como a fosfatase alcalina.
Esta conjugacdo com a enzima permite uma detec¢dio nfo radioactiva, utilizando, por
exemplo, substratos quimioluminescentes que emitem luz depois da desfosforilagio
enzimatica (Lorkowski e Cullen, 2003).

A sonda € normalmente adicionada & membrana depois de esta ser tratada com
agentes bloqueadores que eliminam a absor¢do ndo especifica da sonda. Depois de
deixar a sonda a incubar durante varias horas, para permitir a hibridagdo da sonda com o
seu RNA-alvo imobilizado na membrana, realizam-se lavagens que permitem remover a
sonda adventicia (Sambrook e Russell, 2001; Lorkowski e Cullen, 2003).

A membrana é manipulada para obter uma imagem da distribuicio da sonda que
se liga fortemente a0 RNA de interesse. Existem dois sistemas para obter uma leitura da
membrana depois da hibridagiio com uma sonda marcada com radioactivos. Um dos
sistemas utiliza um aparelho de escanear depois de expor a membrana a uma painel de
fosforo num periodoc minimo de duas horas. Este método permite obter, em
relativamente pouco tempo (2-6 horas), imagens escaneadas com laser e guardadas
como um arquivo de imagem num computador. Os sinais nestas imagens podem ser
quantificados por densitometria. O segundo método consiste na obtengdo de uma auto-
radiografia com um painel intensificador a —80°C. Este método é simples e barato,
embora demore mais (Sambrook e Russell, 2001; Lorkowski e Cullen, 2003).

Quando se utiliza uma sonda marcada com anticorpos ou enzimas, a detecgio
realiza-se introduzindo a membrana numa solu¢io de cromogénio ou com substratos
quimioluminescentes, de forma a produzir uma coloragdo ou a emitir luz nas regides de
hibridagdo (Lorkowski e Cullen, 2003).

Depois da andlise dos resultados de hibridagio, a sonda pode ser retirada da
membrana (stripping), e esta podera ser de nove utilizada noutra hibridagdo (Sambrook
e Russell, 2001).

A técnica de Northern blot pode ser utilizada para analisar a expressio do
mRNA de forma semiquantitativa, sendo para isso necessario realizar uma analise de
densitometria do sinal obtido e a normalizagfic da quantidade de amostra do material
biolégico. Para a normalizagdo utiliza-se habitualmente uma sonda de um gene
“housekeeping”, que funciona como estandar interno, permitindo realizar a

quantificagio relativa da expressdo dos outros genes (Lorkowski e Cullen, 2003).
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Para a normalizac#o seria ideal um estandar interno que se expressasse em niveis
constantes entre os diferentes tecidos de um organismo, em todos os cstados de
desenvolvimento, e que ndo fosse afectado pelos tratamentos experimentais. Os genes
“housekeeping” definem-se por ter elementos promotores de genes especificos que
determinam que se expressem em todas as células, mas tal nfo significa que a sua
expressio nio seja regulada. Na prética, os genes “housekeeping” utilizados, muitas
vezes, como controlo interno para a normalizagio ndo se manifestam com niveis de
expressdo estaveis nas condigdes experimentais (Bustin, 2000; Schmittgene e Zakrajsek,
2000; Glare et al., 2002; Bionaz e Loor, 2007).

Os genes “housekeeping” mais frequentemente utilizados para a normaliza¢3o
sio o gliceroldaido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), a p-actina e os RNA
ribossomais {TRNA), embora se possa ocasionalmente utilizar outros (Bustin, 2000;
Bustin, 2002; Tricarico et ai., 2002; Bas et al., 2004; Bionaz e Loor, 2007).

A técnica de Northern blot ¢ frequentemente utilizada para analisar a expressdo
de mRNA em estudos da satide humana (Gupta ef al., 2006; Sharma et al., 2006) € em
bovinos (Uzbekova et al., 2006), mas também em ovelhas (Cassy ef al., 2000; Roy et
al., 2006; Skretting et al., 2006). Lemkin et al. (2000} utilizaram Northern blot para a
confirmaciio dos resultados obtidos com a técnica de microarrays realizados com o
intuito de obter genes com expressio diferencial na glandula mamaria de rato durante as
fases de gestagdo e de lactacfio. Igualmente Burke er @l. (2003) empregaram a
metodologia de Northern blot para confirmar a maior expressdo de um gene na glindula
maméria de ratas durante o periodo de desmame detectado por differential display.

Embora a metodologia de Northern blot seja a técnica mais utilizada para
confirmar a expressdo diferencial das bandas de cDNA isoladas de géis de differential
display, a falta de hibridagio no Norhern blot nfio significa necessariamente que o
cDNA n3o se expresse de forma diferencial. A auséncia de sinal no Northern blot
podera dever-se ao pequeno tamanho do fragmento clonado (menor do que 300 bp) ou a
baixa expressdo desse gene (Colonna-Romano et al., 1998; Liang et ai., 2007).

Também existem autores que referem que a técmica de Northern blot ¢
relativamente pouco sensivel e que os multiplos passos necessarios & sua realizagio
introduzem variagdes entre amostras (Bustin, 2000; Glare e al., 2002). No entanto,

Liang et al. (2007) afirmam o contrério, apesar da técnica de Northern blot apresentar
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alguns inconvenientes pelo facto de ser trabalhosa ¢ demorada é contudo o método mais
simples uma vez que ndo necessita da manipulagdo da sequéncia de RNA, sendo por
isso o método recomendado para confirmar a expressio diferencial quando utilizada em

associacio com a técnica de differential display.
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Figura 7. Ilustragdo esquematica dos principios de Northern blot. O primeiro
passo consiste no isolamento do RNA total ou do mRNA poli (A) das células ou dos
tecidos de interesse. As amostras de RNA sdo separadas por tamanho, utilizando géis

desnaturantes. Depois da electroforese, transferem-se as amostras do gel para a
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membrana, que neste caso se representa por transferéncia capilar. A membrana ¢
hibridada com uma sonda de DNA ou de RNA marcada, complementar do RNA de
interesse. Depois da lavagem, detecta-se o RNA de interesse utilizando auto-

radiografias ou quimioluminescéncia (Lorkowski e Cullen, 2003).

4, Hibridacgio subtractiva ou competitiva

A técnica de hibridagdo subtractiva foi proposta por Britten e Kohne em 1968,
como método para identificar a presenga de familias de sequéncias repetitivas e da
intercalagdo de sequéncias repetitivas e ndo repetitivas entre dois genomas. Com esta
técnica a identificacdo de genes nio esta dependente do seu prévio conhecimento, sendo
apta para a identificagio de novos genes, muitas vezes pouco frequentes. Na hibridagdo
subtractiva, a amostra do genoma de interesse, denominado por “tester” ou “tracer”,
hibrida com a quantidade em excesso de um genoma-controlo, designado por “driver”,
no qual a sequéncia alvo esta ausente (Britten e Kohne, 1968; Gray ¢ Collins, 2000;
Byers et al., 2000; Pastorian et al., 2000; Pathak e Kanungo, 2007).

Este método € simples mas eficaz. No primeiro passo, as populagdes do tester e
do driver preparadas a partir das amostras de interesse misturam-se, sdo
desnaturalizadas e permite-se que se re-associem para formar moléculas hibridas de
cadeia dupla. Durante a hibridagdo formam-se trés populagdes: i) os homohibridos de
tester/tester, nos quais a cadeia dupla de acidos nucleicos deriva da populagéo tester; ii)
os heterohibridos driver/tester, nos quais cada cadeia de 4cidos nucleicos ¢ derivada da
populagdo do driver e do tester; e 1ii) os homohibridos de driver/driver, nas quais a
cadeia dupla de acidos nucleicos deriva da populagido driver. Para uma molécula de
acido nucleico presente em quantidade igual nas amostras do driver e do tester, espera-
se que a distribuigdo dos hibridos de cadeia dupla nessas trés populagdes sejam
respectivamente 25%, 50% e 25%. Cabe assinalar que esta distribuigio ¢ diferente
quando existe maior abundincia na populagio tester do que na populagio driver,
observando-se no final uma maior quantidade de homohibridos de tester/tester (figura 8)
(Zhong et al., 2000; Lorkowski e Cullen, 2003; Pathak ¢ Kanungo, 2007).

A técnica de hibridagio substractiva genomica foi modificada de tal forma que

se pode aplicar 4 andlise da expressdo de mRNA. Foi utilizada pela primeira vez em
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1987, de forma a poder isolar os genes que se expressam mais num tipo de tecido ou de
células, comparativamente com outros (Brown et al., 1997). Embora se tenham
realizado algumas modificagdes ao protocolo original de hibridagdo subtractiva, como o
“Chemical Croos Linking Substraction” (CCLS) ou o “Directed Random
Oligonucleotide Priming” (DROP), parecem-nos mais interessante as que se realizam
em combinagio com a técnica de differential display (DD), como € o caso do
“Differential Subtraction Display” (DSD) e o “Subtracted differential display” (SDD)
(Bertioli ef al., 1995; Pardinas et al., 1998).

A técnica de DSD baseia-se na realizagio dos procedimentos DD, até a obtencdo
das bandas candidatas. Os autores de DSD propdem a realizagdo da técnica de
hibridagdo subtractiva com as bandas candidatas obtidas a partir dos géis de DD, antes
da realizacdo da clonagem destas bandas. Espera-se assim reduzir ou mesmo evitar os
falsos positivos, assegurando a reamplificagdo das espécies de cDNA que se apresentam
unicamente numa das amostras ou que apresentam expressdo variavel entre as duas
amostras de RNA em anélise (Pardinas ef al., 1998).

Por seu lado, a técnica de SDD propde a realizagdo da hibridagdo subtractiva
antes da realizacdo de DD. Pretende-se desta forma aumentar a deteccdo dos mRNA
menos abundantes, uma vez que a técnica de DD tende a apresentar um determinado
desvio para os mRNA mais abundantes. Na hibridacio subtractiva, a populagdo de RNA
comparada utiliza-se directamente, sem prévia realiza¢do de reacgao de transcriptase
reversa, sendo depois realizada a DD, com a vantagem de surgirem menos bandas nos
géis, reduzindo os falsos positivos (Bertioli ef al., 1995; Pathak e Kanungo, 2007).

Embora muitas vezes com modifica¢des, a técnica de hibridagdo subtractiva foi
utilizada para estudar o cancro (Chen ef al., 2006; Maass ef al., 2002), mas também em
estudos da saide humana (Yoshimi er al., 2005; Byers et al., 2000). Igualmente se
podem encontrar estudos em ovelhas (Spencer et al., 1999; Wu er al., 1999) e em
bovinos (Pennetier ef al., 2005; Potts et al., 2003).

Como inconvenientes para a utilizagio desta técnica aponta-se o facto de
necessitar de grandes quantidades de mRNA, de ser trabalhosa, de ser pouco sensivel e
de ndo poder dar informagédo sobre um genoma inteiro (Odeberg et al., 2000; Zhong et

al., 2000; Stein e Liang, 2002; Pathak e Kanungo, 2007).
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Figura 8. Principios da hibridagdo competitiva. Em duas populagdes de cDNA
de cadeia dupla, o tester (azul) e o driver (rosa), o cDNA que codifica actina expressa-se
de forma igual, enquanto o cDNA que expressa o gene X de interesse encontra-se mais
frequentemente na populagio tester do que na do driver. Depois de misturar as duas
populagdes, de se desnaturalizar e de se permitir que re-hibridam, surgem trés classes de
moléculas: os homohibridos de tester/tester (duas cadeias azuis), os heterohibridos
driver/tester (uma cadeia azul e outra rosa) e os heterohibridos driver/driver (duas
cadeias rosa). Na populagdo de homohibridos de tester/tester, a razdo do gene X ¢
superior a do cDNA da actina da populagdo inicial do tester (Lorkowski e Cullen,
2003).

5. Analises em série da expressdo genética (SAGE -Serial Analisis of Gene

Expression)

A técnica de andlises em série da expressdo genética, conhecida como SAGE,
foi criada por Velculescu e colaboradores em 1995. Esta técnica, de grande capacidade
de processamento, permite obter uma medi¢do detalhada de forma quantitativa e
qualitativa da expressdo genética, ndo requerendo conhecimento prévio da sequéncia
(Velculescu er al., 1995; Velculescu et al., 2000).

O SAGE baseia-se em dois principios: 1) uma pequena sequéncia de

nucledtidos-etiqueta (9 a 10 bp) derivada de uma posigdo definida dentro de um
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transcrito contem informacdo suficiente para identificar unicamente o transcrito. Esta
etiqueta ¢ utilizada para identificar genes e a abundéncia relativa desse transcrito dentro
do mRNA; e 2) a concatenagio das pequenas sequéncias-etiqueta permite a andlise
eficiente dos transcritos de forma seriada, pela sequenciacdo de multiplas etiquetas
dentro de um clone (Velculescu ef al., 1995; Tuteja e Tuteja, 2004).

A técnica SAGE original descrita por Velculescu er al. (1995) comega pela
sintese de cDNA complementar ao mRNA, utilizando um primer oligo(dT) marcado
com biotina. O ¢cDNA ¢ entdo digerido por endonucleases de restrigdo (enzimas de
“ancora”) Nla III, dando origem a fragmentos de cDNA, com extremo 3°, marcados
com biotina com capacidade para se ligar a beads de estreptavidina. Os restantes
fragmentos sdo eliminados. Uma vez que a endonuclease Nla III apresenta sitios de
reconhecimento de 4 bp, digerird, em média, 256 (44) bp em cada transcrito. Dado que
quase todos os transcritos de mRNA sdo maior do que 256 nucledtidos, a enzima ira
virtualmente digerir todos eles. O extremo 3’ dos fragmentos de cDNA ¢ o resultado da
digestdo que dividiu o cDNA em duas porg¢des ligadas a dois /inkers diferentes (A e B)
que contém os sitios de reconhecimento para a enzima de restri¢io fagging (enzima do
tipo 1IS) Bsm FI. Fragmentos pequenos designados por etiquetas sdo libertados por
meio da digestdo com a enzima Bsm FI, capaz de cortar em cada 13 a 14 bp a juzante do
sitio de reconhecimento. Criam-se entdo extremos coesivos e as etiquetas dos conjuntos
A e B ligam-se cauda a cauda para criar uma etiqueta dupla que contém os linkers. As
etiquetas duplas com linkers sdo amplificadas por PCR e mais uma vez cortadas pela
Nla III para as libertar destes. Sdo separadas por electroforese em géis de poliacrilamida
(PAGE) e isoladas a partir destes, apresentando sequéncias CATG soltas em ambos os
extremos, 0 que permite a ligagdo em grande concatemers de cDNA. Os concatemeros
obtidos variam em tamanho, sendo unicamente os maiores fragmentos de moléculas de
cDNA isoladas e clonadas em vectores de plasmidos, aumentando assim a eficiéncia de
sequencia¢do do DNA. Por comparagdo das sequéncias dos concatemeros com bases de
dados SAGE, pode ser obtida informagdo relativamente a etiqueta SAGE. Sao
necessérias analises estatisticas para estabelecer diferencas significativas entre os niveis
de determinados genes, presentes em diferentes livrarias. Teoricamente cada etiqueta
SAGE ¢ tinica para cada transcrito de gene. A sequenciagdo de um sé clone pode

identificar 30 a 50 mRNA diferentes (figura 9) (Velculescu ef al., 1995; Velculescu et
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al., 2000; Lorkowski e Cullen, 2003; Weeraratna, 2003; Tuteja ¢ Tuteja, 2004a, b).

Esta publicada uma enorme diversidade de estudos com a técnica SAGE. Em
humanos esta técnica aplicou-se para estudar os sistemas circulatdrio, nervoso,
digestivo ¢ ocular, entre outros. Foi utilizada também para estudar o cancro na glandula
mamana de humanos e de ratos. Igualmente, foi utilizado o SAGE na pesquisa
veterinaria, nomeadamente em bovinos mas também em ovinos (Berthier er g/., 2003;
Maillard et al., 2004, 2005; Tuteja e Tuteja, 2004c, Verlinden ef al., 2005).

Embora a técnica SAGE seja eficaz para determinar a expressdo da populagdo de
mRNA, € necessaria uma elevada quantidade de mRNA para a obtengio de ctiquetas e
de fragmentos de etiquetas duplas para a constru¢io de boas livrarias SAGE. Com a
mten¢do de reduzir a quantidade de mRNA necessaria realizaram-se modificagdes 2
técnica original, criando o microSAGE, o mimiSAGE, o PCR-SAGE, o SAGE-Lite ¢ o
SADE (Peters et al., 1999; Virlon et al., 1999; Neilson et al., 2000; Ye et al., 2000;
Vilain ef al., 2003).

O principal inconveniente da técnica SAGE ¢ a analise de etiquetas ndo
identificadas que representam transcritos ndo caracterizados. Para a obtencdo de mais
informacio sobre a nova sequéncia pode-se realizar uma varnagdo da técnica SAGE,
baseada na execugio de uma RT-PCR com um primer que contém a etiqueta SAGE e
com outro de “dncora” oligo(dT) de uma s6 base (Chen et al., 2000). O produto da RT-
PCR pode ser utilizado como sonda para Northern blot ou para hibridagio in siti. Foi
também desenvolvido um algoritmo para fundamentar a decisio de continuar a
investigar etiquetas SAGE nio identificadas, com base na especificidade de cada tecido
(Moreno et al., 2001). Recentemente, foi referido que a técnica SAGE ¢ mais
dispendiosa, mais trabalhosa ¢ com menor capacidade de processamento do que

métodos que se baseiam em arrays (Velculescu e Kinzler, 2007).
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Figura 9. Representagdo esquematica da técnica SAGE. O RNA ¢ obtido a
partir de células ou de tecidos de interesse e transcrito para cDNA. Depois de digerir o
cDNA com a enzima de “dncora” (AE), os extremos 3’ ligam-se aos linkers. A enzima

de restrigdo “ragging” (TE) reconhece o sinal de digestdo no linker e digere a montante,
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originando a libertagdo de pequenas etiquetas de cDNA. Essas etiquetas com linkers
ligam-se em etiquetas duplas, sendo amplificadas por PCR, libertadas dos linkers por
incubagdo com a enzima de “dncora” e ligadas em concatemeros. Estes sdo clonados em

plasmidos e sequenciados para obtengio de informagio da expressio genética
(Lorkowski e Cullen, 2003).

6. Reaccio de transcriptase reversa de polimerase em tempo real (RT-PCR

-Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

A RT-PCR ¢ a técnica mais sensivel e mais flexivel para caracterizar ou para
confirmar os padrdes de expressdo dos genes e para comparar os niveis de amostras de
mRNA de diferentes populagdes, fazendo com que seja uma das técnicas mais utilizadas
para quantificagio do mRNA (Loitsch er al, 1999; Bustin, 2000: Bustin, 2002;
Tricarico et al., 2002).

O primeiro passo na RT-PCR consiste na realizagdo de uma reaccio de
transcriptase reversa (RT), que sintetiza ¢cDNA a partir de RNA, seguindo-se uma
amplificagdo exponencial do cDNA numa reacgdo de PCR. Esta técnica emprega
enzimas RNA e DNA polimerases que podem ser utilizadas em separado (duas
enzimas/dois tubos) ou em conjunto (duas enzimas/ um tubo) (Bustin, 2000).

Existem actualmente vérias técnicas que utilizam marcadores fluorescentes e que
combinam processos de amplificagio e de detecgio de um alvo de RNA que permitem a
monitoriza¢do das reacgdes de PCR em tempo real. Embora o método mais simples
utilize marcadores fluorescentes como o SYBR® Green, é mais frequentemente
utilizado para a realizar das reacg¢des de RT-PCR o método da 5° nuclease (5 - nuclease

assay), também conhecido vulgarmente como “TagMan™”

recomendado por “TagMan™”

. Com o procedimento
pretende-se atingir um ponto de amplificagdo umbral
(C;), obtido quando a amplificagdo do produto da PCR se detecta pela primeira vez.
Assim o ciclo umbral ¢ essencial para realizar a quantificagdo por este método. Para
determinar este ciclo sdo recolhidos dados dos ciclos dez a treze da PCR, determina-sc a
fluorescéncia média e calcula-se o desvio-padrio. Depois realizam-se calculos a fim de
determinar qual o ciclo umbral. Este representa um umbral de detecgio para o

instrumento € estd dependente do nimero de copias do ¢cDNA com que se inicia a
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reac¢do, mas também da eficiéncia de amplificagdo da PCR e de incorporagdo de sonda
fluoroescente. Quanto menos ciclos forem necessarios para detectar o nivel de
fluorescéncia, maior ¢ o nimero de copias iniciais. No entanto, ndo nos podemos
esquecer que o umbral foi determinado pelo operador, o que introduz um elemento
subjectivo a quantificagdo em tempo real (Yin et al., 2001; Lorkowski e Cullen, 2003;
Lekanne Deprez et al., 2002).

A sonda “TaqManTM” transporta um dador de fluorescéncia no extremo 5°, que
emite fluorescéncia verde quando excitada por uma fonte de luz. O espectro de emissdo
sobrepde-se ao de excitagdo de um fluoroforo de aceitagio (“quencher”) que esta ligado
ao extremo 3’ do mesmo oligonucledtido. A excitagdo da molécula dadora no extremo
5 origina a transferéncia de energia para o “quencher” e a emissdo de uma luz
fluorescente vermelha por parte deste. A sonda “TagMan' ™ hibrida com o DNA
desnaturalizado. Durante o processo de alargamento dos primers de PCR a sonda
“TaqMan'*"” parte-se (cleaved) devido a actividade 5°-3” exonuclease da polimerase de
DNA. Os fragmentos dos oligonucleotidos originam que o extremo que transporta o
fluoroforo e o extremo que transporta o “quencher” se dissociem da cadeia de DNA.
Uma vez que a transferéncia de energia depende da distancia entre os dois marcadores,
o “quencher” deixa de transmitir luz vermelha, devido a ndo receber transferéncia de
energia, sendo entdo detectavel a luz verde emitida por o fluoroforo (figura 10) (Bustin,
2002; Lorkowski e Cullen, 2003).

Um dos erros tipicos na quantificagdo dos transcritos de mRNA obtidos pela
RT-PCR ¢ devido muitas vezes a variagdes na quantidade de material com que se inicia
a experiéncia, mas também a erros do operador. Com a inten¢do de minimizar o erro
proveniente das variagdes entre a quantidade de amostras, costuma-se utilizar um RNA
celular, com inten¢do de ser uma referéncia interna pela qual os valores do RNA que
pretendemos analisar podem ser normalizados. De uma maneira geral utilizam-se genes
“housekeeping”, sendo mais frequentes o gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH), a B-actina ¢ o RNA ribossomico (rRNA) (Bustin, 2000; Schmittgen e
Zakrajsek, 2000; Bustin, 2002; Glare et al., 2002).

A técnica de RT-PCR aplica-se com frequéncia na saude humana, como no
estudo do cancro (Sun et al., 2005), mas também em bovinos (Ontsouka et al., 2004;

Wall et al., 2005; Zaros et al., 2006), em ovelhas (Bonnet ef al., 2002), em galinhas
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(Alves et al., 2006} entre outros animais. Estudos em que foram utilizadas as técnicas de
microarrays ¢ de FDD na glindula mamaria de bovinos ¢ de ratas em diferentes fases de
desenvolvimento com o intuito de encontrar expressio diferencial de genes implicados
na regulacio destes processos biologicos utilizaram a técnica de RT-PCR para
confirmar a expressado diferencial de alguns desses genes (Rudolph ef al., 2003; Suchyta
et al. 2003; Clarkson et al., 2004; Stein ef al., 2004; Nakamura ef al., 2006; Ron ef al.,
2007).

Como inconveniente para a utilizagdo desta técnica alguns autores referem que a
variedade nos protocolos para a aquisicdo das amostras € o isolamento do RNA podem
originar erros no processo de andlise (Tricarico ef al, 2002). Existem também
investigadores que consideram um problema o custo da realizag¢do desta técnica, devido
4 necessidade de termocicladores especificos, bastante dispendiosos (Loitsch ef af.,
1999; Bustin, 2000). Uma das criticas principais a utilizagio desta técnica deve-se ao
problema de identificagdo de uma referéncia valida para a normalizacdo dos dados que
permita a quantificagio do mRNA de forma precisa e reproduzivel (Bustin, 2000;

Tricarico et al., 2002).
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Figura 10. O assay 5 - nuclease. Depois de realizar a transcrigdo reversa que
sintetiza 0 cDNA a partir de mRNA, utilizam-se trés oligonucleétidos de DNA para a
PCR. Dois dos oligonucleotidos sdo primers especificos e um terceiro ¢ uma sonda que
hibrida com a cadeia amplificada durante a fase de hibrida¢do e de extensio da PCR.

Esta sonda contém um marcador fluorescente (R) no extremo 5’ e um marcador
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“quencher” (Q) no extremo 3°. Quando a sonda intacta ¢ irradiada por laser, o marcador
fluorescente excitado transfere energia para a molécula do “quencher” que esta
proxima, resultando num substrato ndo fluorescente. Devido a actividade 5°-3° da
exonuclease que ocorre durante a polimerizagdo da PCR, a sonda parte-se. A separacio
que ocorre entre o marcador fluorescente e o “guencher” faz com que ndo ocorra a
transferéncia de energia entre eles, originando a emissdo de energia do marcador
fluorescente. Desta forma, em cada ciclo de PCR ocorre a hidrolise proporcional da

sonda (Lorkowshi e Cullen, 2003).

7. Microarrays de DNA

A técnica de microarrays de DNA foi introduzida em 1995, por Schena e
colaboradores. Esta técnica permite a medi¢do simultinea da expressdo diferencial de
milhares de genes (Schena et al., 1995; Kothapalli et al., 2002; Rogler et al., 2004;
Zakharkin ef al., 2005).

O funcionamento dos microarrays de DNA utiliza as técnicas de hibridagio
convencionais, como o Northern ¢ o Southern blot. Na produgdo dos microarrays de
DNA imobiliza-se num suporte, com determinada disposi¢do, uma sequéncia de acidos
nucleicos conhecida. Os 4dcidos nucleicos que se pretende investigar sdo marcados ¢
hibridados com os acidos nucleicos da superficie do array. Em condi¢des ideais, o
emparelhamento de bases Watson-Crick ocorre unicamente entre cadeias de é4cidos
nucleicos exactamente complementares. Além disso, em condigdes ideais, a intensidade
do sinal detectado € directamente proporcional i quantidade de 4cidos nucleicos
presentes nas amostras ¢ pode, portanto, ser medida (Lorkowski ¢ Cullen, 2003;
Sievertzon et al., 2006).

Os microarrays de DNA podem ser classificados de baixa (80 a 200), média
(500 a 10 000} ou alta densidade (10 000 a 80 000) relativamente ao nimero de sondas
por centimetro quadrado. Embora se possam fabricar alguns microarrays de DNA de
baixa e de média densidade nos proprios laboratérios de investigagio, € mais frequente
a aquisi¢do dos microarrays de DNA por meio de casas comercias (Spielbauer ¢ Stahl,
2005; Dietel e Sers, 2006; Sievertzon et al., 2006).

Na construcdo dos microarrays, milhares de elementos de DNA (DNA chip) sdo
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incorporados num suporte solido, que pode ser de vidro tratado, de silicone ou de nylon.
As sequéncias de DNA podem ser fragmentos de cDNA ou oligonucledtidos e
representam diferentes genes de interesse. Os fragmentos de cDNA sdo frequentemente
seleccionados a partir de clones de ¢cDNA de bases publicas de dados, ou de
amplificagdes de segmentos de livrarias de cDNA e que depois de purificados sio
incorporados no suporte. Também frequentemente os fragmentos de cDNA sdo
construidos a partir do produto de PCR (100 a 3 000 bp). Os oligonucleétidos (20 a 80
bp) podem ser sintetizados quimicamente e depois adicionados ao suporte ou
sintetizados no suporte do array. Podem ser colocadas na superficie do array sequéncias
de genes conhecidos, mas também sequéncias que representam “expressed sequence
tags” (EST) que se caracterizam por serem pequenos fragmentos de sequencias de
DNA, frequentemente de comprimento que se situam entre 200 e 600 bases, que se
originam pela sequenciagdo de um ou dos dois extremos de um gene e que apresentam
potencial para investigar novos genes (Li e al., 2002; Rogler ef al., 2004; Lettieri,
2006; Dictel e Sers, 2006; Draghici ef al., 2006, Sievertzon et af., 2006).

Nesta técnica ndo se hibrida directamente ao array o0 mRNA do tecido que
pretendemos investigar, uma vez que ndo existe sistema de detecg¢dio para os acidos
nucleicos nio marcados. Por essa razdo, realiza-se uma reac¢io de transcrigic reversa
que a partir de mRNA sintetiza ¢cDNA. Uma vez que frequentemente existe pouca
quantidade de tecido a partir do qual se comega a experiéncia e que a eficiéncia da
reacgdo de transcrigfo reversa ¢ baixa, obtem-se pouca quantidade de cDNA, o que néo
¢ suficiente para muitos experiéncias. Por isso, 0 cDNA deve ser amplificado, utilizando
um método que evite alteragdes da razéo entre as espécies de dcidos nucleicos. Para a
amplificagio do cDNA pode realizar-se uma PCR com poucos ciclos de amplificagio,
ou a transcrigdo in vitro. Quando se opta pela transcri¢do in vitro, adiciona-se um
promotor i polimerase de RNA durante a transcrigdo reversa do mRNA. O cDNA ¢
entio amplificado de 100 a 1 000 vezes com a utilizagio da polimerase de RNA.
Durante a transcrigiio in vitro, as moléculas de RNA sdo frequentemente marcadas com
fluorescentes. No entanto, se 0 RNA ndo é limitante, o cDNA marcado pode ser
directamente hibridado com o array. Foram descritas muitas alterages no procedimento
de amplificacio de RNA para aumentar a intensidade do sinal (Ivashuta et af., 2002;

Lorkowski € Cullen, 2003; Dietel e Sers, 2006; Sievertzon ef al., 2006).
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De uma maneira geral utilizam-se dois procedimentos para estimar a expressio
dos genes ¢, em particular, as diferengas na expressio dos genes entre amostras. Num
desses procedimentos, 0s 4cidos nucleicos marcados das duas amostras a comparar sfio
hibridados com dois arrays idénticos. Para normalizar a intensidade do sinal de cada
gene sdo utilizados estandares internos e/ou complexos métodos estatisticos. De uma
maneira geral, podem-se utilizar como estandar internos genes “housekeeping” que
apresentem uma razio de expressdo constante. Em alternativa, pode-se utilizar a média
da intensidade do sinal obtido para a normalizag¢do. Desenvolveram-se varios métodos
para normalizar, calibrar e calcular a variagdo, a qualidade e a analise estatistica dos
microarrays. Para analise dos resultados de microarrays de cDNA provenientes de dados
da glandula mamdria foi desenvolvido especificamente um programa designado por
Microarray Explorer (Lemkin et al., 2000; Lorkowski e Cullen, 2003; Wurmbach et al.,
2002). Os resultados finais permitem obter um perfil da expressdo genética indicando
uma expressdo elevada, baixa ou ndo existente, permitindo também inferir a auséncia
completa dos genes nas amostras em comparagio (Dietel e Sers, 2006).

O segundo procedimento requer unicamente um array para duas amostras. Neste
caso, as duas amostras sio marcadas de forma diferente, geralmente com dois diferentes
fluorocromos, por exemplo Cy3 e Cy5. A hibrida¢do no array € realizada utilizando a
razdo de um para um para as sondas de acidos nucleicos marcados. Os genes com niveis
idénticos de expressdo representam-se com uma cor misturada, enquanto nos genes com
diferentes taxas de expressio, um dos fluorocromos ¢ dominante sobre o outro
(Lorkowski e Cullen, 2003).

Uma vez marcadas as amostras e depois de misturadas, sdo dissolvidas num
tampdo de hibridagdo e sfo aplicadas ao array. A hibridagio é realizada em banhos com
tampdo de hibridacdo aquecido ou em estagdes de hibridagio automatizadas durante 16
a 20 horas. De forma a evitar hibridagdes dentro das amostras, mas permitindo a
formagio de duplex especificas entre as sondas e as amostras, as condi¢des de
hibridagéo tém de ser optimizadas quer na temperatura quer na composicio do tampio.
O pré-tratamento do suporte reduz a fluorescéncia que nio resulte da hibrigio entre as
sondas e as amostras. Depois da hibridag#io, o suporte € varias vezes lavado, de forma a
permitir a eliminagio de DNA que ndo hibridou e de particulas de sujidade,

possibilitando no entanto manter as ligagbes especificas (Sievertzon ef al., 2006).
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Embora seja mais comum, em microarrays de elevada densidade, a utilizagio de
marcadores fluorescentes, também existem propostas de utilizagdo de chips em que a
detecgio do DNA ¢é eléctrica (Moeller e Fritzsche, 2005). Nos microarrays de baixa e de
média densidade pode-se também utilizar a marcagio por radioactividade (Richmond ef
al., 1999; Lorkowski e Cullen, 2003).

E mais frequente que os microarrays de DNA se apliquem 2 analise dos niveis
de expressio de RNA, mas também se pode aplicar na descoberta de genes a
identificagdio de sequéncias, muitas vezes ndo codificantes, a realizagdo de mapas, a
detecgfio de polimorfismos e a estudos de hibrida¢io cruzada, por exemplo entre genes
ortélogos de humanos ¢ de bovinos (Korenberg er al., 1995; Adjaye ef al., 2004;
Spielbauer e Stahl, 2005; Hiittenhofer e Vogel, 2006). Portanto, os microarrays
contribuem com muitos estudos para a saide humana, nomeadamente no estudo do
cancro (Rody et al., 2006; Schroeder ez al., 2006), mas também na nutri¢fio (Spielbauer
e Stahl, 2005) ¢ na seguranga alimentar (Roy e Sen, 2006). Também recentemente foi
aplicada esta tecnologia ao estudo da toxicologia e da ecotoxilogia (Lettieri, 2006).

Embora ainda nas primeiras fases de desenvolvimento, foi proposta a utilizagio
de novas areas de aplicagdo, como a anélise da epigenética no genoma (Hoheisel, 2006).
A utilizagio dos microarrays para quantificar a expressdo genética criou um impulso ao
desenvolvimento de microarrays para o estudo do perfil da expressio de proteinas
(Talapatra ef al., 2002; LaBaer ¢ Ramachandran, 2005; Collett e al., 2005). Foi
aplicada esta técnica ao estudo em animais, como as ovelhas (Kim et al., 2003; Leroux
et al., 2003; Gray et al, 2006). Estudos com microarrays de DNA realizados na
glindula mamaria de bovino e de rato parecem demonstrar entre outras coisas que no
periodo da lactagdo se expressam predominantemente os genes que codificam proteinas
do leite. Entre outros, também se observou a expressdo diferencial de genes
relacionados com o metabolismo energético (Lemkin et af., 2000; Master et al., 2002;
Rudolph er al., 2003; Suchyta ef al. 2003; Clarkson et al., 2004; Stein ¢f al., 2004; Ron
et al., 2007).

Embora a técnica de microarrays seja muito utilizada, apresenta algumas
limitacSes, relativamente 2 sensibilidade, 3 precisdio ¢ a reprodutibilidade dos
resultados. Os dados sugerem que alteragbes na expressdo de transcritos relativamente

abundantes podem ser facilmente detectadas, mas sdo dificeis de conseguir medigdes
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precisas do nivel de expressdo e a detec¢do de genes pouco abundantes. O problema
parece surgir por um desenho nfo de todo correcto, pela ma escolha das sondas ou pela
incorrecta anotagio destas. A solugfio parece passar por uma correcta analise dos
resultados (Draghici er al., 2005). Também os estudos que pretendem comparar os
resultados da medi¢do da expressio de genes gerados a partir de preparagdes de RNA
utilizando trés plataformas de arrays disponiveis comercialmente demonstrou
divergéncias consideraveis entre as diferentes plataformas (Tan ef al., 2003; Bammler et
al., 2005). Igualmente parece ser considerada inconveniente a quantidade de dados
obtidos com a técnica de microarrays, uma vez que o total das “medi¢des” obtidas &
muitas vezes de dificil interpretacfio na biologia celular (Brenner, 1999). Também sio
muito limitantes os custos inerentes A utilizagfio da técnica de microarrays, devido ao

material necessario (Bustin, 2000; Sievertzon ef al., 2006).

8. Aplicacfio das técnicas de differential display e de microarrays no estudo
da expressio diferencial de genes na glindula mamdiria de animais lactentes

e nao lactentes

Nos tltimos anos tém sido publicados estudos realizados com o intuito de
identificar varios genes que se expressam de forma diferencial na glindula mamadria em
varias etapas do seu desenvolvimento nomeadamente nas fases lactentes € ndo lactentes
(Lemkin ef al., 2000; Master et al., 2002; Rudolph ef al., 2003; Suchyta et af. 2003;
Burke ef al. 2003; Clarkson et al., 2004; Stein ef al., 2004; Nakamura et al., 2006; Ron
et al., 2007). A maioria desses estudos foi realizado na glindula mamadria de ratas e s6
um foi efectuado em ruminantes (vacas) (Suchyta ef al., 2003) e a técnica de eleigiio foi
a de microarrays, sendo a de differential display empregue por Burke er a/. (2003) ¢ a
sua variante fluorescente (differential display Fluorescente - FDD) utilizada no estudo
de Nakamura et al. (2006). Com excepgdo do trabalho realizado por Lemkin ef al.
(2000) que utilizou a técnica de Northern blot, a confirmacio da expressdo diferencial
de alguns dos genes obtidos nestes estudos realizou-se com a técnica de PCR em tempo
real (RT-PCR). A continuagio apresenta-se um resumo dos resultados obtidos nesses
estudos.

No estudo realizado por Suchyta et al. (2003) foi comparado o perfil de
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expressio dos genes de tecido de glandula mamaria de bovino ndo lactente e laciente
com a utilizagio da técnica de microarrays preparado com transcritos de glindula
mamaria de bovinos. Nesse trabalho comparou-se a expressio diferencial de tecido
mamario de duas vacas em lactagdo (animal 1 e animal 2) com o tecido mamaério de
uma vaca nao lactente. Esses autores observaram um total de 75 genes que se expressam
mais no animal 1 quando comparado com gldndula mamadria da vaca néo lactente ¢ 112
genes com maior expressdo no animal 2 quando comparado com o animal ndo lactente.
Foi utilizada a técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) para corroborar a expressio
diferencial de alguns genes que se observaram com a técnica de microarrays. As
proteinas do leite constituiem a maioria das proteinas que se expressam na glandula
maméria em lactagio e portanto, como seria de esperar, os genes que codificam as
caseinas (0~s1- e B-) enconiram-se enire 0s que apresentam uma maior expressio em
animais lactentes comparativamente com ndo lactentes. Um total de 77 genes do animal
1 e 141 genes do animal 2 expressaram-se significativamente menos no tecido da
glandula mamaria dos animais lactentes comparativamente com o ndo lactente. Muitos
dos genes que se expressam de forma diferencial identificados nesse estudo foram pela
primeira vez associados a lactagdo. Por exemplo o gene LASPI1 que se localiza no
cromossoma 19 dos bovinos foi primeiramente identificado no cancro da mama. Pensa-
se que o facto do gene LASP1 se expressar mais na glindula mamaria em lactagio se
podera dever & sua relagdo com a sua fungfio na regulagio da migragdo celular por meio
da sua interacgdo com citoesqueleto de actina. Observaram também um aumento da
expressdo durante a lactagio de um gene responsével pelo inicio da apoptose (Caspase)
e dois oncogenes responsaveis pela divisfo celular (VAV3 ¢ C-mys). No entanto, ja
antes se observaram na glindula mamadria de cabra durante o periodo da lactagdo uma
expressdo aumentada de vérios genes relacionados com a apoptose (Wareski ef al.,
2001). Igualmente identificaram a existéncia de outros genes que se expressam mais na
lactaciio mas ndo foi possivel encontrar homologia com genes conhecidos. Dos genes
observados com menor expressdo em tecido mamdrio em animais em lactagio, estes
autores destacam o gene que codifica uma enzima desintoxicante glioxalase 1, que
frequentemente se expressa no mesmo tecido em condigdes de tumor. Estes autores
observaram que muitos genes exibem expressio diferencial entre os animais em estudo,

destacando os genes que codificam as proteinas do leite, os genes implicados na
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indugdo/repressio da apoptose, os genes relacionados com o ciclo celular e o
metabolismo energético. Nesse trabalho foi extraido RNA de todo o tecido da glandula
mamaria dos animais em analise.

A equipa de Ron ef al., 2007, estudou com a técnica de microarrays a expressio
diferencial de genes na glindula mamadria de ratas na puberdade (uma fémea), na
gestacdo (duas fémeas), na lactagio (duas) ¢ no desmame (duas) para que com a ajuda
de mapas de comparacio poder identificar genes candidatos para o estudo de
Quantitative Trait Loci (QTLs) que afectem a producdo de leite em bovinos. Nesse
estudo verificaram a existéncia de 87 genes com expressio mais elevada unicamente na
lactacdo, e ainda outros 72 genes que durante a lactagio apresentaram uma expressio
aumentada e diferencial comparativamente com algum dos outros estados de
desenvolvimento da glindnla mamaéria (puberdade, adulta e desmame). Tipicos da
lactagdo destacam-se os genes relacionados com as proteinas do leite como o gene da
caseina oy (CSNd) e com a sintese do leite como é o caso do péptido semelhante a
hormona da paratiréide (PTHLH) responsavel pela regulagio da concentragio do ifio
calcio no sangue e da enzima galactosiltransferase (B4GALT1) essencial para a sintese
do agticar do leite. Por seu lado, quinze genes apresentaram maior expressio no periodo
de desmame ¢ trinta e dois genes aumentaram a sua expressdo unicamente durante a
gestacdo. Um grupo de seis genes expressa-se mais durante a puberdade e menos na
lactag8o. Assim, através da compara¢io de mapas genéticos foram identificados genes
candidatos para QTL em todos os cromossomas de bovinos com excepciio de dois
autossomas. O nimero de genes candidatos para QTL por cromossoma variou entre 1 e
os 17. A informagdo resultante desse estudo pode ser consultada na pigina web
[http://cowry.agri.huji.ac.il /QTLMAP/qtlmap.htm]. Nessa pesquisa foi extraido RNA
de tecido gordo de glindula mamaria em todos os animais em anélise.

A investigagdo realizada por Nakamura ef al., (2006) pretendeu estudar os genes
implicados no inicio do periodo de desmame da glindula mamaria de ratas utilizando a
técnica de differential display fluorescente (FDD) e os resultados foram confirmados
com a técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) utilizando para a normaliza¢io a
expressfdo do gene GAPDH. Nesta investigagio o RNA total necessario foi obtido a
partir de tecido da glindula mamaria de uma rata na fase de lactagio (dia 10) e de outra

fémea dois dias depois de parar a amamentagio. Outros autores como Rudolph et al.,
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2003; Clarkson et al., 2004; Stein et al., 2004, também estudaram a glandula mamaria
na fase de desmame, utilizando a técnica de DNA microarrays. No entanto, tal como
Nakamura ef al., (2006) mencionam, embora se possa obter muita informagio sobre o
nivel de expressio de varios genes com os microarrays disponiveis no mercado, 0s
estudos pioneiros cobrem menos da metade dos genes estimados na base de dados
genomico do rato (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Por isso, com o
objectivo de obter mais informagdo sobre os genes que se expressam mais na fase de
desmame estes autores pesquisaram os genes utilizando a differential display
fluorescente (FDD). Estes autores obtiveram expressio diferencial em cinco genes
relacionados com a expressdo de proteinas ligadas a defesa contra o stress oxidativo
e/ou contra as infecgdes das bacténas.

Em 2004, Clarkson et al., utilizaram a técnica de microarrays para estudar a
expressio diferencial dos genes de tecido da glindula maméria de ratas durante o ciclo
de desenvolvimento desde a puberdade, & gestagéo, i lactagio até ao desmame, dando
especial ateng@o a este ultimo periodo. Para isso utilizaram glandula maméria de seis
animais em cada periodo em estudo. Estes autores observaram durante a lactagdo um
aumento da expressdo dos genes relacionados com a sintese do leite (dcidos gordos) ¢
com o metabolismo. No seu trabalho estes autores também sugerem que existem
diferentes mecanismos de apoptose em diferentes fases de desmame nas células da
glindula mamadria, observando-se que em dado momento as mitocondrias interferem
nesse mecanismo. Este autores apesar de ter observado alteragdes significativas da
expressdo do gene que codifica a GAPDH, nfio contemplaram alteragdes significativas
da expressio dos genes como o rRNA 18S e o c-actina durante o ciclo de
desenvolvimento da glandula. Nesse trabalho a excisio do tecido da glindula mamaria
dos animais em estudo realizou-se, sempre sobre a mesma hora do dia, para evitar o
efeito causado pelo ritmo circadiano. Antes da ablagiio da glindula mamaria foram
removidos os nddulos linféticos.

Em 2004, Stein ef al., estudaram também a expressdo diferencial de genes da
glandula maméria de ratas no decorrer da puberdade, da gestacfio, da lactagdio ¢ de
desmame, utilizando em cada fase trés animais. Como controlo da técmica de
microarryas utilizaram genes cujo padrdo de expressdo € conhecido como € o caso das

proteinas do leite, uma vez que a sua expressdo aumenta durante a gestagdo atingindo
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um maximo na lactagdo, relativamente as outras fases. No entanto, estes autores
debrugaram-se prioritariamente no estudo dos genes mais activos na fase de desmame
(depois da fase secretéria). Utilizou-se a técnica de PCR em tempo real para validar a
expressio diferencial de alguns genes que se observaram com a técnica de microatrays.
Estes autores antes da ablac¢fio da glandula mamana de ratas em estudo, realizaram uma
remog¢do dos nédulos linfaticos.

A técnica de differential displéy foi utilizada por Burke er al. (2003) para
detectar o aumento dos niveis de mRNA da catepsina L na gldndula mamaria de ratas na
fase de desmame quando comparadas com animais gestantes e em lactagio. Neste
estudo foi extraido RNA de glindula mamaria de uma fémea em cada fase. O aumento
desta protease dos lisossomas aumenta 24 horas depois do desmame parecendo estar
relacionada com a apoptose celular. A confirmagdo dos resultados obtidos com
differential display foram confirmados pelo método de Northern blot.

O estudo realizado por Rudolph ef al. (2003) com a técnica de microarrays na
glandula mamadria de ratas durante as fases de gestagfio, de lactagio e de desmame
permitiu observar que a expressdo dos genes das proteinas do leite aumenta no decorrer
da gestacfo, e a expressdo dos genes para a sintese de lipidos se incrementa rapidamente
com o inicio da lactagdo. Foram recolhidas glandulas mamarias de quatro fémeas em
cada periodo em estudo. Na excisdo da glindula mamdria estes autores tiveram atengio
para remover os nodulos linfaticos e evitaram que na amostra de glindula existisse
musculo ou gordura,

O grupo de investigagdo de Master er al., 2002 pretenden analisar os genes
implicados nas distintas fases de desenvolvimento da glindula mamaria de ratas durante
a puberdade, o estado adulto, a gestac3io, a lactagio e o desmame com a técnica de
microarrays, utilizando aproximadamente 20 animais em cada etapa do estudo. Neste
trabalho observou-se que os genes com maior expressio durante a lactagiio estdo
associados com vdrias categorias de genes, como as proteinas do leite, a sintese de
proteinas e o transporte de proteinas. As proteinas do leite que sc¢ observam sio as
caseinas, as WAP, ¢ o globulo de gordura do leite EGF factor 8. Os genes associados
com a sintese de proteinas incluem aminoacil-tRNA sintetases, necessdrias para a
sintese de proteinas do leite. Os genes relacionados com o transporte de proteinas

incluem sequencias que codificam componentes do complexo responsavel pelo
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transporte para o reticulo endoplasmatico, assim como outros genes implicados na
secregio de proteinas. Também se observou uma maior expressdo de genes relacionados
com a sintese de nove dos 4cidos gordos, com a diferenciagdo epitelial mamaria ¢ o
estimulo da degradag¢do dos lipidos dos adipocitos.

Lemkin ¢ seus colaboradores (2000) desenvolveram um programa de
computador (Microarray Explorer) com o intuito de analisar os dados resultantes da
técnica de microarrays de cDNA quando esta é aplicada ao estudo de tecido proveniente
da glindula mamdria. Para isso estes investigadores utilizaram tecido da glindula
mamdria de quatro ratas durante a gestagdo e de igual nimero durante a lactagio. Estes
autores também observaram que os genes relacionados com as proteinas do leite,
nomeadamente as caseinas sdo 0s que mais se expressam em animais em lactagdo
quando comparados com animais em gestagio. A confirmagfio da expressio diferencial

foi realizada com a técnica de Northern blot.
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IV. MATERIAL E METODOS

A. Desenho Experimental

A glandula mamaria pode ser utilizada como modelo para analisar o controlo da
expressio de genes em tecidos que experimentam diferentes estados de
desenvolvimento, fisiologico ou produtivo. Neste trabalho pretendeu-se estudar a
expressdo diferencial de RNA mensageiro na glandula mamaria de ovelhas Churra em
diferentes estados produtivos: ndo-lactente, lactente com baixa produgdo e lactente com
elevada producio. Os resultados obtidos foram comparados com os obtidos e descritos
na bibliografia existente.

Para isso, elegeram-se 9 animais de raga Churra pertencentes a uma exploragdo
inscrita na Associa¢do Nacional de Criadores da Raga Churra de Espanha (ANCHE).

Os animais a estudar distribuem-se em trés grupos diferentes, em fung¢do do

estado fisiologico e/ou produtivo, tal como se indica:

Grupo 1: 3 ovelhas entre a 5" e a 7* semana de lactagdo, com um
historial de elevada produgdo leiteira, filhas de sementais com maior
valor genético (figura 11);

Grupo 2: 3 animais entre a 5* ¢ a 7° semana de lactagdo, com um
historial de baixa produgdo leiteira, filhas de sementais com valores
negativos (figura 11);

Grupo 3: 3 animais em periodo ndo-lactente, escolhidos ao acaso.
Na tabela 1 indica-se a que grupo pertence cada ovelha estudada, o numero de

identificacdo e o historial produtivo (nimero de partos, produgio média de leite aos 120

dias, decil genético e valor genético para a produgdo de leite (VGL)).
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Ta,bela 1. Historial produtivo de cada animal estudado.

Grupode | Ovelha/n° N°. de Leite Decil VGL*!
estudo Partos (120 d) Genético

BR99082 / 1 2 143 8 12,79

1 BR98072 /2 6 199 9 21,67
BR97248 / 3 3 161 8 12.21

BR98089 / 4 4 73 0 -14,40

2 BR95250/ 5 5 106 0 -13,95
BR95363 /6 3 102 0 -16,65
BR95172/7 9 204 9 25,44

3 BR96065 / 8 7 86 0 -9.33
BR97201 /9 1 21 N.D** N.D*

VGL*' = Valor Genético para Produgdo de Leite
N. D** = Nio Determinado
(Na ovelha Churra a produgdo média ¢ de 128 litros de leite, normalizada a 120

dias)

Curva de Lactacao

112 -f\'\
0.8 | | — litros

0.4 1 }
0 ; .
0 36 52 80 120

dias

litros

Figura 11. Curva de lactagio média da ovelha Churra. Os animais na fase
produtora de leite dos grupos | (elevada produgdo) e 2 (baixa produgdo) foram

sacrificados entre os dias 36 e 52 depois do parto.
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A decisdo de utilizagdo de DD baseou-se no facto de esta ser uma das técnica
mais frequentemente utilizada em variados organismos eucariontes para a identificacdo
de genes com expressdo diferencial, nomeadamente na gliandula mamdria de animais
produtores de leite (Burke et al., 2003; Schwerin et al., 2003; Nakamura et al., 2006),
sem Ser necessario o prévio conhecimento das sequencias. Também foi intencional na
tentativa de concretizagiio dos nossos objectivos a utilizagdo do Kit “RNA Image”
(GenHunter) na metodologia de DD uma vez que este é recomendado por um dos
criadores da técnica (P. Liang) sendo este kit talvez o mais frequentemente aplicado
quando se realiza DD (Liang e Pardee, 1992; Liang ef a/. 2007). Dado tudo isto, somado
ao facto do equipamento necessirio a realizagio de DD se encontrar disponivel nos
laboratérios da Universidade de Ledn, a eleigiio desta técnica pareceu-nos a mais logica.

E do conhecimento geral que os resultados obtidos por DD (bandas candidatas)
necessitam de ser validados por outras técnicas como Northern blot ou RT-PCR. A
hibridacio Northern permite a detecgio de sequéncias especificas nas preparagdes de
RNA. No entanto, apesar das suas multiplas vantagens a tornar a mais utilizada, e de ser
empregue com sucesso na confirmagio de sequencias obtidas com DD na glindula
mamaria é semiquantitativa niio permitindo facilmente a anélise “fina” da expressdo de
genes (Burke ef al, 2003; Liang et al. 2007). Por sen lado, a técnica de reacgho de
transcriptase reversa de polimerase em tempo real quando bem utilizada € considerada
uma técnica quantitativa. Esta técnica apresenta assim uma vantagem sobre a Northern
blot pois permite uma analise mais “fina” da expressdo de sequencias especificas. No
entanto, a realizacio da técnica de RT-PCR, necessita de equipamento especifico, tais
como termocicladores bastante dispendiosos (Loitsch ef ai., 1999; Bustin, 2000), que
infelizmente ndo se encontravam disponiveis nos laboratérios da Universidade de Leén.
Por isso, € devido a certeza da técnica de Northern blot ter sido aplicada mualtiplas vezes
com sucesso na confirmaciio de bandas candidatas obtidas com DD optamos por
emprega-la também no nosso estudo.

Nos laboratérios da ULE empregou-se a técnica de DD nos animais do grupo 1 ¢
2. Devido ao baixo nimero de bandas candidatas para a expresso diferencial obtidas
entre estes dois grupos de animais decidimos incluir no nosso estudo as ovethas do
grupo 3. Assim, foi enviado para os laboratérios de GenHunter (USA) mRNA extraido

da glandula mamaria de ovethas de todos os grupos em estudo. No laborat6rio da ULE
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confirmou-se, empregando a técnica de hibridagdo Northern blot, a expressio
diferencial das bandas candidatas obtidas no laboratorio de GenHunter em todos os

animais em estudo.

B. Universidade de Leén

O trabalho desta tese foi realizado na Universidade de Leén (ULE), nos
laboratérios do Departamento de Produgdo Animal I no Instituto de Desenvolvimento
Agrario ¢ da Instalacio Radioactiva. Nestes laboratérios empregou-se a técnica de
differential display no ubere de ovelhas com historial de elevada e de baixa produgio
leiteira. Foi também confirmada na ULE a expressdo diferencial das bandas candidatas
(obtidas por DD) em todos os antmais em estudo (ovelhas lactentes com elevada
produgiio de leite lactentes com baixa produgdo de leite e de ovelhas no periodo ndo
lactente).

Para confirmar os resultados obtidos com a técnica de DD na ULE, também foi
enviado RNA total extraido da glindula mamaria de todos os animais em estudo para

analise differential display no laboratorio GenHunter (USA).

1. Recolha do material biologico

A recolha do material biolégico foi efectuada em duas vezes. O primeiro abate
de seis ovelhas de raga Churra realizou-se na Universidade de Ledén. Destes animais,
trés de elevado nivel de producfio lictea e de igualmente baixo nivel de produgio,
recolheram-se, imediatamente depois do abate, amostras das glindulas mamdria e supra-
renal, assim como de outros tecidos: adiposo, bago, cérebro, coragio, figado, hipofises,
musculo, pulméo, rim, tirdide e Wdtero, para além de sangue. As amostras foram
imediatamente congelas em nitrogénio liquido até ao sen armazenamento numa arca
congeladora a —80°C.

Na segunda vez, recolheram-se no matadouro de Palencia amostras de glindula
mamadria de trés ovelhas em fase nio produtiva de leite. Tal como anteriormente, foram
conservadas em nitrogénio liquido até terem sido guardadas numa cidmara congeladora a

—80°C.
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2. Obtenc¢ao do RNA

2.1. Preparacio do laboratbrio para o trabatho com RNA

E do conhecimento geral que os maiores inimigos da integridade do RNA sfo as
RNases, enzimas importantes no metabolismo e na regulagio dos acidos nucleicos em
eucariontes € em procariotas, muito estaveis e dificeis de inactivar.

As fontes mais comuns de contaminag¢iio com RNases sdo as bactérias e os
fungos, que podem estar presentes na pele, nas particulas do ar ou no material do
laboratério.

Dado que as fontes mais importantes de contaminagio com as RNases sdo os
tampdes contaminados, os aparelhos de pipetar automaticos € as luvas, os problemas
derivados das RNases exdgenas podem ser minimizados mediante a utilizagfio de
medidas profilacticas. Neste sentido, as principais precaugdes tomadas para diminuir
contaminagdes foram a realizacdo de aliquotas dos tampdes, o emprego de aparelhos de
pipetar automadtico unicamente para trabalhar com RNA ¢ a utilizagdo de luvas durante
a realizagfio de todo o trabalho. Qualquer elemento suspeito de estar contaminado foi

sempre eliminado.
2.2. Extracciio do RNA total

O procedimento utilizado para a extrac¢io do RNA total da glandula mamaria
foi baseado na metodologia descrita por Chomczynski e Sacchi (1987) e foi realizado
mediante a utilizagdo do reactivo TRI ReagentTM de Sigma®.

Este produto consiste numa mistura de tiocianato de guanidina e fenol numa
solucdo de monofase capaz de dissolver 0o DNA, o RNA e as proteinas em amostras de
tecidos homogeneizados. Para o nosso trabalho, unicamente foi utilizada a fracgdo do
extracto que continha RNA.

Os tecidos foram homogeneizados em TRI Reagent™ (1 ml para cada 50-100
mg de tecido), utilizando um homogeneizador (anematica®) aproximadamente durante
45 segundos. Com o objectivo de conseguir uma dissociagio dos complexos de

nucleoproteinas, as amostras foram incubadas durante 10 minutos a temperatura
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ambiente e centrifugadas a 12 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Depois de transferir
a fase aquosa para um tubo novo, foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio a cada
amostra, misturadas vigorosamente e, apés uma incubagio de 10 minutos a temperatura
ambiente, centrifugadas a 12 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C.

A centrifugagdo separou a mistura em trés fases: uma inferior de tonalidade
vermelha que contem proteinas, uma interfase que inclui © DNA e uma fase aquosa
superior, na qual se encontra 0 RNA. Dado que no nosso trabalho unicamente nos
interessou a fase superior, esta foi transferida para um tube novo, com o fim de obter
melhor eliminag3o das proteinas ¢ do DNA contaminante das amostras, tendo-se
adicionado novamente 1 ml de TRI Reagent'™. Apés deixar cada amostra incubar
durante 10 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio,
misturadas vigorosamente e, depois de uma incubagiio de 10 minutos a temperatura
ambiente, centrifugadas a 12 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C.

Obteve-se mais uma vez uma mistura com trés fases diversas, das quais
unicamente nos interessou a superior, que contém o RNA. Por isso, transferiu-se a fase
superior para um tubo novo ¢, com o fim de precipitar 0 RNA, adicionou-se 0,5 ml de
isopropanol. As amostras foram mantidas durante 10 minutos 4 temperatura ambiente e
scguidamente centrifugadas a 12 000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. O RNA
precipitou-se no fundo do tubo e, apés ter sido eliminado o sobrenadante, foi lavado
mediante a adi¢do de 1 ml de etanol de 75% (v/v) sendo depois centrifugado a 7 500
r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi eliminado ¢ o RNA foi deixado
secar brevemente. Por 1ltimo, foi suspenso em 0,1 ml de 4agua tratada com DEPC,
contendo 0,1 mM de EDTA (pH 7,5). As amostras foram armazenadas a —80°C até i sua

utilizagéo.
2.3. Eliminacio do DNA contaminante

Segundo alguns autores, a degradacfio do RNA e a contaminaciio com DNA sio
as principais causas de resultados falsos positivos na técnica de DD (Liang et al., 1993;
Colonna-Romano et al., 1998).

Por esta razdo, aconselha-se a que, de forma rotineira e antes de se realizar a

técnica DD, as amostras de RNA sejam limpas da contaminagio com DNA (Liang et
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al., 1993). No nosso estudo, optamos pelo tratamento do RNA com DNase | (Roche®) a
uma concentragio de 10 U por 50 pug de amostra de RNA. A mistura foi incubada a

37°C durante 30 minutos, apds o que se inactivou a enzima durante 10 minutos a 75°C.

2.4. Quantificacio ¢ estimativa da pureza do RNA

A concentragio do RNA foi determinada mediante a medigdo da absor¢io (ou
densidade 6ptica) a uma longitude de onda de 260 nm num espectrofotémetro
(GeneQuant II - Pharmacia Biotech). A leitura foi realizada depois de se fazer uma
diluicio de 1:1000 das amostras de RNA em &gua milli-Q. Os valores obtidos
permitiram calcular a concentragio de RNA nas amostras, dado que se sabe que Azg=1,
corresponde a aproximadamente 40 pg/pl de RNA.

Para calcular a pureza do RNA foram igualmente realizadas leituras numa
longitude de onda de 280 nm. A razdo entre leituras a 260 nm ¢ a 280 nm proporciona
uma estimativa do grau de pureza dos 4cidos ribonucleicos.

Para o nosso estudo unicamente foram consideradas as preparagdes de RNA que

apresentaram a razio Asgonso compreendida entre 1,7 € 2,0.
2.5, Verificagdo da integridade do RNA

Para a comprovagio da integridade do RNA total de cada amostra foi utilizada a
técnica de electroforese em gel de agarose. As eleciroforeses foram realizadas em géis
de agarose ao 1%, TBE 1X e em brometo de etideo 0,5 ug/ml. Em cada pogo do gel
colocou-se 5 pg de RNA de cada amostra com tampdo de carga (ficol 1X).

A migragio das amostras de RNA foi realizada numa cuvete de electroforese
horizontal, apos a completa imersdo do gel em tampdo TBE 1X. Para isso se aplicou
uma voltagem constante de 100 véltios, durante um periodo aproximado de 30 minutos.
As amostras foram visualizadas num transiluminador de luz ultravioleta. Foram
consideradas vélidas as amostras de RNA em que se pode observar de forma nitida as

bandas (rRNA 28S e rRNA 188).
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3. Differential display

A técnica de differential display foi realizada mediante o sistema “RNA image”
(GenHunter Corporation), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante e

segundo se detalha a continuacgfo.
3.1. Reacgéio da transcriptase reversa (RT)

O primeiro passo consiste na obtengfio do cDNA a partir do RNA mensageiro,
mediante uma reacgiio da transcriptase reversa. A reacgdo comega com a hibridagio de
um primer oligo-dT & cauda de poli (A) do mRNA, a partir da qual tem lugar a sintese
da cadeia de cDNA correspondente. A técnica que descrevemos utiliza primers H-T M,
donde M pode ser adenina (A), citosina (C) ou guanina (G). Estes primers empregam-se
em reacgdes separadas, o que limita o nimero de cadeias que se transcrevem por
reacgdo, facilitando a identificagdo posterior dos fragmentos que amostram expressio
diferencial.

Cada reacgdo foi realizada num volume final de 20 pl, com a seguinte
composigdo: RNA total (0,2 pg), primer H-T{;M (0,2 uM), dNTPs (20 uM), tampdo de
reac¢do 1X (Trs-HCL 25 mM pH 8,3, KC1 37,6 mM, MgCl, 1,5 mM, 5 mM DTT) e
transcriptase reversa MMLYV (100 unidades). O protocolo de incubagio, realizado num
termociclador (Perkin-Elmer 9 700), foi o seguinte: 65°C durante 5 minutos, 37°C
durante 60 minutos e 75°C durante 5 minutos. A enzima MMLYV foi adicionada depois
de que os tubos permanecerem 10 minutos a 37°C, e foi inactivada posteriormente a
75°C. O produto final foi armazenado a 4°C para o seu emprego imediato ou a —20°C

para a sua utilizagdo posterior.
3.2.PCR

A segunda fase do método consiste numa amplificagdo do cDNA mediante PCR,
utilizando como primers o mesmo H-T{ M empregue na reacgio de RT prévia € um
segundo oligonucleétido curto de sequéncia arbitraria. O sistema utilizado inclui 8

oligonucleétidos diferentes, denominados H-AP1, H-AP2...H-AP8, que se empregam

118



Material e Métodos

em reaccdes separadas. Esta amplificagdo requer a utilizagfio de um nucle6tido marcado
radioactivamente, com o fim de permitir visualizar as bandas, como adiante se descreve.

Cada reacgdio foi realizada num volume de 20 pl, no que se combinaram os
seguintes componentes: cDNA (2 pl), primer H-TyM (0,2 pM), primer H-AP (0,2 uM,
tampdo de PCR 1X (20 mM Tris-HCL, pH 8,4, 25 mM KCl, 0,75 mM MgCl2, 0,0005%
gelatina), dNTPs (2 uM), [*°S] dATPaS (1000Ci/mmol), Taq DNA polimerase
Amp}itaq® (1 unidade). O termociclador foi programado para executar 40 ciclos de
94°C durante 30 segundos, 40°C durante 2 minutos e 72°C durante 30 segundos, seguido

de uma extensdio final a 72°C durante 5 minutos.

3.3. Electroforese

A separagdo dos produtos gerados durante a PCR foi realizada mediante
electroforese em géis verticais de poliacrilamida a 6%, em condi¢des desnaturantes. Os
géis foram preparados entre duas placas de vidro de 50 cm x 38 ¢cm x 0,4 mm. Estas
placas foram tratadas previamente, pelo lado que entra em contacto com o gel, com
acido cloridrico (3 M), etanol e cloroférmio. Uma das placas foi também tratada com
um repelente a base de silano {Sigmacote, Sigma®), para facilitar a recuperagio do gel
depois da electroforese.

Cada electroforese foi realizada num volume de 100 mi de gel de poliacritamida,
com a seguinte composigao: ureia 6M, concentrado de poliacrilamida Long Ranger® 6%
e tampiio TBE 1X (10,8 g de TRIS base, 5,5 g de acido bérico, 0,744 g Na;EDTA).
Depois de filtrar a mistura com um filtro de 0,45 pum, o volume foi acertado com agua
milli-Q e adicionou-se persulfato amoniaco a 5% ¢ TEMED a 0,7%.. Apds verter esta
mistura entre as duas placas de vidro, foi empregue um penfc de “dentes de tubardo”
pela parte nio dentada, invertendo-se depois da polimerizagio do gel, para formar os
pogos onde se carregaram as amostras. Como tampdic de electroforese foi empregue
TBE a 1X (Tris 90 mM; 4cido borico 90 mM; EDTA 2 mM pH 8,0).

Depois de uma pré-corrida de 30 minutos e de se eliminar os restos de ureia dos
pogos, carregou-se as amostras. A um volume de 3,5 pl de cada PCR acrescentou-se 2
ul de tampdo de carga (xilencianol 0,09%, azul de bromofenol 0,09%, EDTA 10 mM,

pH 8,0 numa solucdo de formamida 95%). Uma vez realizada a desnaturaliza¢do da
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mistura a 85°C durante 2 minutos, carregou-se as amostras nos pogos. A separacgio
¢lectroforética do DNA realizou-se durante um periodo de 5 horas a 60 W.
Seguidamente, procedeu-se a recuperagio do gel, utilizando papel de cromatografia 3 M
(Whatman). Depois de cubrir o gel com uma ldmina de plastico, foi introduzide num

secador de géis (Bio-Rad, Modelo 583), onde se manteve durante uma hora a 80°C.
3.4. Obtencio das bandas que se expressam de forma diferencial

Depois de seco, o gel foi introduzido numa cassete, em contacto com uma
pelicula de auto-radiografia {(Hyperfilm™MP, Amersham). Previamente, praticaram-se
varias pungoes atravessando o gel e a pelicula para facilitar o posterior alinhamento. O
filme permaneceu exposto durante pelo menos 48 horas, antes de ser revelado. As
bandas candidatas foram identificadas mediante a utilizagio da fungio differential
display do programa de computador Quantity One® (version 4.4.1). Para localizar cada
uma destas bandas no gel, foram feitas quatro pungdes através do filme, que limitaram a
area desejada, cortada com um bisturi ¢ colocada seguidamente num microtubo com
100 pl de 4gua milli-Q para suspender o DNA. Depois de permanecer 10 minutos a
temperatura ambiente, levou-se a ebuligdo durante 15 minutos, centrifugou-se para
separar 0 DNA dos restos de gel e de papel ¢ o sobrenadante foi transferido para um
tubo novo.

O DNA foi precipitado, depois de permanecer 30 minutos a —80°C, uma vez
adicionados 10 pl de acetato de sédio 3M, 5 pl de glicogénio (10 mg/ml) e 450 pl de
etanol 100%. Depois, foi centrifugado durante 10 minutos a 4°C. Apds a eliminagfio do
sobrenadante, o precipitado de DNA foi lavado com 200 ul de etanol a 85% refrigerado.
Por 1ltimo, o DNA foi suspendido em 10 p! de dHO e congelado a —20°C até 2 sua

utilizagdo.
3.4.1. Reamplificagiio do fragmento de cDNA
Na reamplificagio do fragmento de cDNA foi utilizado 0 mesmo conjunto de

primers € as mesmas condi¢gdes da primeira PCR (ver apartado 3.2 de material e

métodos), embora se tenha utilizado uma maior concentragio de dNTPs e de ndo se ter
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empregado isdtopos.

Foi preparado um volume final de reacgédo de 40 pl, com a seguinte composigio:
cDNA (4 ), primer H-T) M (0,2 uM), primer H-AP (0,2 pM), tampido de PCR 1X,
dNTPs (20 pM) e Taq DNA polimerase (1 unidade). O termociclador executou o
programa previamente descrito (ver apartado 3.2 de material ¢ métodos) para a PCR,
com excepeio de que o tempo de extensdo final foi de 7 minutos.

Para comprovar a eficicia da reamplificagdo, um volume de 30 pl das amostras
desta PCR foi carregado num gel de agarose 1,5% com 0,5 pg/ml de brometo de etidio,
em tampdo TBE 1 X. Em cada pogo foram carregados 35 pl, correspondendo 30 pl as
amostras reamplificadas de cDNA e 5 pl ao tampé@o de carga (ficol 1X).

Foram consideradas satisfatorias as reacgbes de reamplificagfio do fragmento de
c¢DNA, em que se observou uma banda nitida superior a 150 bp (maiores do que o
tampdo de carga xilencianol). Os restantes 10 pl das amostras foram congelados a
-20°C.

3.4.2. Clonagem das bandas candidatas

A clonagem do fragmento (inserto) em E. coli {plasmideo) tem por objectivo
conservar de forma ilimitada o fragmento de interesse, isto €, a banda candidata que
isolamos durante o desenrolar da experiéncia de expressdo diferencial. A seguir se

descreve os passos seguidos para a clonagem destes fragmentos.

3.4.2.1. Ligacdo

Na realizagiio do processo de clonagem utilizou-se o kit TOPO TA Cloning®
(Invitrogen), que inclui um vector plasmidico preparado para a inser¢dio directa de um
produto de PCR amplificado mediante Taq polimerase. Este vector apresenta as
seguintes caracteristicas principais: genes de resisténcia aos antibidticos ampicilina e
kanamicina; sequéncias de nucle6tidos complementares aos primers universais M13

directo e reverso, flanqueando o sitio de ligagdio; extremos “T” coesivos, que permitem
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a ligacdo de produtos de PCR aos extremos “A” coesivos, gerados durante uma reacgio
de PCR com Taq DNA polimerase.

Para a reaccdo de ligagdo preparou-se a seguinte mistura: 4 pl de produto de
PCR, 1 pl de solugdo de sais (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M) e 1 pl de vector TOPO®. A
reac¢do de ligagio ocorreu mediante incuba¢fio da mistura a temperatura ambiente

durante 5 minutos, transferindo-se¢ posteriormente para gelo.

3.4.2.2. Transformaciio

A transformagfo, isto &, a introdugfio do plasmido nas células bacterianas
realizou-s¢ mediante o método do choque térmico. Uma vez descongeladas as células
competentes de E. coli, adicionaram-se 2 pl da mistura antes preparada e, apoés uma
incubagdo em gelo durante 30 minutos, aplicou-se um choque térmico durante 30
segundos, a 42°C,

Seguidamente, adicionou-se as células 250 pul do meioc SOC (2% triptona,
extracto de levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCl1 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgS0, 10 mM,
glucose 20 mM) e manteve-se em agitagio durante 1 hora a 37°C. As bactérias que
incorporaram o pldsmido expressam resisténcia ao antibiotico utilizado como marcador
de selecgdo (Ampicilina). Nas placas de Petri com meio Luria-Bertoni (composigiio do
meio LB para 1 litro: triptona 10 g, extracto de levedura 5 g, NaCl 10 g; ajustado pH a
7,0 com NaOH e esterilizado em autoclave, agar 2% e ampicilina 100 pg/ml) colocou-
se 30 pl do cultivo anterior e, apds incubar toda a noite a 37°C, escolheram-se 10
colénias para posterior anilise.

Com o objectivo de comprovar a eficicia da clonagem a partir do cultivo de
bactérias em meio liquido, foi analisada a presenga do plismido em cinco colénias
eleitas ao acaso, realizando o protocolo da lise- alcalina (Sambrook e Russel, 2001),
como a seguir se descreve.

Num primeiro passo, cultivaram-se as colonias escolhidas em 3 ml de
LB/ampicilina (100 pg/ul). Um volume de 1,5 ml deste cultivo foi incubado toda a noite
a 37°C com agitagdo (220 r.p.m.). Com o fim de recolher as bactérias, centrifugou-se o
cultivo durante 5 minutos a 6 000 r.p.m., sendo depois o precipitade de bactérias

suspendido em 100 pl de uma solugdio contendo glucose 50 mM, Tris-Cl 25 mM pH 8,0

122

e -



Material e Métodos

e EDTA 10 mM pH 8,0. Depois, adicionaram-se 200 ul da solugdo de lise (0,2 N
NaOH, 1% SDS) para romper a membrana plasmatica bacteriana. Apos incubar 5
minutos & temperatura ambiente, adicionaram-se 150 pl de solugdo de neutralizagéo pré-
arrefecida {acetato potassico 3M pH 5,8 e acido acético glacial 7 M). Depois de incubar
10 minutos em gelo, centrifugou-se 10 minutos a 13 000 r.p.m.. O sobrenadante,
contendo o DNA plasmidico, transferiu-se para um tubo novo € procedeu-se 4
precipitagio do DNA adicionando 300 pl de isopropanol deixando permanecer 2
minutos & temperatura ambiente. De seguida realizou-se uma centrifuga¢do durante 15
minutos a 13 000 r.p.m. para recuperar o precipitado de DNA. Este foi lavado com 100
ul de etanol 70% (v/v) e, ap6s uma Gltima centrifugagio durante 5 minutos a 13 000
r.p.m., eliminou-se o sobrenadante. O DNA foi suspendido em 50 pl de tampéo TyoE)
(Tris 10mM pH 7,5, EDTA 1 mM) e armazenado para posterior utilizagdo a —20°C.

Com a finalidade de confirmar se os plasmidos isolados continham o fragmento
de interesse, realizimos uma PCR cujo objectivo é a amplificagdo do mmserto a partir dos
primers universais presentes no vector. Para tal, preparam-se 20 pl da seguinte mistura:
DNA plasmidico (1 ul}, primer M13 directo (0,1 uM), primer M13 reverso (0,1 uM),
tampo de PCR 1X (10mM Tris-HCL, pH 8,3; 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 0,01%o
gelatina), ANTPs (20 uM) e Taq DNA polimerase (1 unidade). O termociclador foi
programado para executar uma desnaturalizagdo inicial de 2 minutos a 94°C, seguida de
25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto ¢ 72°C durante 1 minuto,
para finalizar com uma extens3o final a 72°C durante 7 minutos.

Depois foi realizada uma separacfio electroforética do produto amplificado em
gel de agarose a 2%, para comprovar o éxito da clonagem. Posteriormente utilizaram-se
os produtos de PCR que apresentaram uma banda do tamanho esperado.

Um cultivo das coldénias foi armazenade a —20°C numa solugdo de (50%
glicero/LB), misturando em partes iguais colonia e mistura. O produto das PCR foi
armazenado a —20°C para posterior utilizagdo. Parte desse produto (10 ng) foi utilizado

para a sequenciagio.
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4. Sequenciagiio

A sequenciagdio foi realizada com a finalidade de conhecer a sequéncia de
nucleétidos da banda candidata. Para tal optou-se pelo emprego do kit de sequenciacéio
“ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit with
AmpliTaq® DNA Polymerase”, que contém dideoxinucledtidos trifosfato (ddNTPs)
marcados com fluorocromos.

Na realizagiio de sequenciacfio e de acordo com as recomendagdes do fabricante,
foram realizadas duas reacges separadas: uma com o primer universal directo e outra
com o reverso. Para tal fim foram preparadas duas reacgdes, cada uma com 10 ng da
PCR de clonagem considerada valida (ver apartado 3.4.2.2 de material e métodos). A
uma das reacgtes fol adicionada 6 pl da mistura com a seguinte composigio: 1,5% de
tampdo de sequenciagio a 5X (Kit), 2,5 pl do Kit BigDye™ Terminator, 0,32 pM de
primer universal M13 directo. A outra foi acrescentada a mistura idéntica, mas
empregando o primer universal M13 reverso, em vez do directo. O termociclador
executou o seguinte programa: desnaturalizagio inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de
25 ciclos de 96°C durante 30 segundos, 53°C durante 15 segundos e 60°C durante 4
minutos.

Depois foi realizada a purificagio da cadeia de DNA para eliminar os excessos
de primers e de dNTPs que impediram uma correcta leitura da sequéncia. Para a
purificagdo foi adicionado ao produto obtido da reacgdo de PCR 27 pl da seguinte
mistura: 1 pl de acetato sédico 3M (pH 4,6), 1 ul de EDTA 125 mM e 25 pl de etanol
95% ndo desnaturalizado. Depois de uma precipitagio a temperatura ambiente durante
15 minutos, realizou-se uma centrifugacio a 3 000 r.p.m. durante 40 minutos a 4°C e foi
eliminado ¢ sobrenadante. Depois de se adicionar 35 pl de etanol 70% em cada amostra
centrifugou-se a 3 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C e eliminou-se o sobrenadante.
As amostras foram adicionadas 2,35 ul de tampdo de carga (2 pl de formamida e 0,35 pl
de azul dextrano). Para a realizagdo da electroforese no gel de poliacrilamida

desnaturalizaram-se as amostras a 94°C durante 5 minutos.
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4.1. Electroforese

A electroforese foi realizada no sequenciador automatico ABI PRISM 377, para
o qual se preparou 50 ml de gel de poliacrilamida, com a seguinte composigio: ureia
7M, concentrade de poliacrilamida Long Ranger” 5%, tamp3io TBE 1X (TRIS base 10,8
g, 4cido bérico 5,5 g, Na,EDTA 0,744 g). Depois de filtrada a mistura com um filtro de
0,45 pm, acertou-se com agua milli-Q até obter o volume desejado e adicionou-se
persulfato amoénico a 5% ¢ TEMED a 0,7%. Esta mistura foi vertida entre duas placas
de vidro de 50 cm x 25 cm x 0,2 mm. Os dados recolhidos ao longo das 10 horas de
electroforese a 48 W foram analisados de forma automadtica pelo software Sequencing

Analisis (Version 3.7)
5. Identificagdo das sequéncias (BLAST)

Depois de conhecer a sequéncia de nucledtidos da banda de cDNA, comprovou-
se a identidade comparando-a com uma base publica de dados (NCBI-National Center
for Biotechnology), utilizando uma ferramenta de alinhamentos de sequéncias, como
BLASTN (Basic Local Aligment Search Tool Nucleotide-Nucleotide) utilizando como
base de dados “Nucleotide collection (nr/nt)” e, quando nfio existin homologia com
sequencias conhecidas também se procurou na base de “Expressed Sequence Tags
(ESTs)”. A aplicagéo BLAST pode encontrar-se na web:
http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST
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6. Transferéncia de RNA (Northern Blot) ¢ hibridacao de sondas especificas

Uma vez obtidas as bandas candidatas dos géis de DD, existem diferentes
métodos para confirmar de forma independente a expressio diferencial do RNA. De
todos, a analise Northern blot ou transferéncia de RNA ¢ a técnica mais utilizada para
confirmar se as bandas candidatas de cDNA isoladas de géis de differential display sdo
“positivas” e se representam genes que s¢ expressem de forma diferencial na
experiéncia em estudo. A pesar de existirem muitas modificagdes da técnica original
criada ha 20 anos, os passos basicos sdo os seguintes: (i) extracgdio de RNA intacto; (ii)
separa¢do do RNA em géis de agarose desnaturantes; (iii) transferéncia do RNA para
um suporte sélido (membrana); (iv) fixagdo do RNA ao suporte; (v) purificagdo da
sonda; (vi) hibridagio da membrana com sondas marcadas, complementares da
sequéncia de interesse; (vii) lavagem das uniGes nfio especificas da sonda; (viii)

detecgdo, captura ¢ analise em imagem do sinal desejado pela sonda sobre a membrana.

6.1, Extraccio de RNA

A extracgdo do RNA da glandula mamaria realizou-se como antes foi descrito

(ver apartado 2.2 de material ¢ métodos).

6.2. Electroforese do RNA

Na preparagdo de 100 ml de gel de agarose 1% misturaram-se 16 ml de
formaldeido (37%), 10 ml de MOPS 10X (0,2 M de MOPS, 20 mM de acetato sddico,
10 mM de EDTA pH 8,0) e 24 ml de 4gua DEPC (0,1%), obtendo-se assim metade do
volume desejado. Por outra parte, levaram-se 4 ebulicdo 50 ml de dgua milli-Q com 1 g
de agarose e, depois de se adicionar a mistura antes preparada, verteu-se no molde em
que se realizou a electroforese.

Para preparar as amostras diluiram-se 10 ug de RNA total em dgua DEPC, de
modo que o volume final de cada amostra foi de 12 pl. A cada amostra adicionaram-se
25 pl do seguinte tamp#o de diluigio: 12:25 (v/v) de formamida, 1,2X de MOPS, 5,92%
de formaldeido, 0,8X de tampéo de carga (0,8% de glicerol, 1,6 mM de EDTA, 0,04%
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de azul de bromofenol, 0,04% de xilencianol) e 0,04 mg/ml de brometo de etidio.
Depois de desnaturalizar as amostras a 65°C durante 10 minutos e de as colocar em gelo
durante 2 minutos, foram carregadas no gel. Numa cuvete horizontal com MOPS 1X
como tampdo realizou-se a electroforese a 80 V até que o azul de bromofenol atingiu o
final do gel. Imediatamente se lavou o gel com dgua DEPC e, depois de envolvé-lo com

uma lamina de plastico, fotografou-se com uma régua graduada, como referéncia.

6.3. Transferéncia e fixa¢io do RNA desnaturalizado 2 membrana

O método Northern blot consiste na transferéncia do RNA do gel de agarose
para uma membrana, por ac¢do capilar de um tampdo de transferéncia. Para a realizagéo
desta transferéncia optou-se pela utilizagdio de membranas de nylon carregadas
positivamente.

Para a execucdo da transferéncia montou-se o preparado segundo o esquema
(figura 12), adicionando-se os papéis um a um e eliminando as borbulhas de ar.
Utilizou-se como tampdo de transferéncia 10X SSC. Depois de permitir a transferéncia
durante trés horas e meia, desmontou-se a preparagdo, marcando a membrana com um
lapis na posicdo dos pogos antes de retirar o gel. Depois de lavada no tampdo 2X SSC

procedeu-se a fixagdo do RNA a membrana por “crosslink”.
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Figura 12. Preparacdo montada para realizagio da transferéncia inversa de RNA

6.4. Purificacdo da sonda

Para a realizagdo do Northern blot a sonda de ¢cDNA foi purificada com o kit
“QIAquick PCR Purification Kit”, seguindo o protocolo do fabricante. Depois de
realizada uma electroforese em gel de agarose da amostra a purificar, foi cortada do gel
com um bisturi limpo. Num eppendorf foi adicionado trés volumes do tampio QC (do
kit) por volume de amostra e, ap6s incubar a 50°C durante 10 minutos, para que se
dissolvesse o gel, adicionou-se um volume de isopropanol por volume de amostra e
misturou-se. Esta mistura foi adicionada a uma coluna de purificagdo QIAquick (do kit)
e centrifugou-se (13 000 rpm) durante 1 minuto. Depois de eliminar o volume resultante
da centrifugagdo do tubo colector da coluna adicionou-se 0,5 ml do tampio QC e
centrifugou-se (13 000 rpm) durante 1 minuto. Voltou-se a eliminar o volume resultante
da centrifugacio, adicionou-se 0,75 ml de tampdo PE (do kit) e apos trés minutos de
incubagdo centrifugou-se (13 000 rpm) durante 1 minuto. Apds expulsar de novo o

volume resultante da centrifugagdo foi realizada uma centrifugagio adicional durante 1
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minuto, para eliminar qualquer vestigio de etanol residual. Foi substituido o tubo
colector da coluna por um eppendorf de 1,5 ml e lavou-se o DNA purificado com 50 pl
de tampédo EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) depois de uma ultima centrifugagdo durante 1

minuto.
6.5. Hibridagdo de RNA

Para a hibridagio da membrana com a sonda marcada (banda candidata)
complementar da sequéncia de interesse, foi utilizado o kit “Randon Prime Labelling
System” “Redi Prime 1I” (Amersham). Para tal foi introduzida a membrana num tubo de
hibridagio que continha 50 ml de solugfio de pré-hibridacdo com a composigo de 0,25
M de tampido fosfato (pH 7,2) ¢ 7% de SDS e deixou-se pré-hibridar com agitacao
durante pelo menos duas horas a 65°C.

A sonda foi marcada com ¢*’P dCTP, segundo o protocolo Rediprime II. Para a
marcagio diluiram-se 25 ng de DNA da sonda em 45 pl de TyoE, (10 mM de Tris pH 8,
1 mM de EDTA) e, depois de uma desnaturalizagio durante 5 minutos, foi colocada em
gelo durante 5 minutos. Depois de uma centrifugacgo, transferiu-se o conteudo para um
tubo de reaccdo (solucdo tampdo com dATP, dGTP, dTTP, enzima Klenow e primers
aleatorios) fornecido pelo kit. A partir deste momento, e dado que se empregaram
produtos radioactivos, trabalhou-se com a protecg¢do de um ecrd de metacrilato. Ao tubo
de reacgdo foram adicionados 5 pl de Redivue [*’P] dCTP (Amersham) e misturou-se,
pipetando 12 vezes. Apés uma incubagio a 37°C durante 30 minutos, a reacgdo foi
parada por adigfio de 5 ut de EDTA 0,2M. A sonda foi purificada utilizando as colunas
de purificagdo (Nick™ column), capazes de separar os nucleétidos que ndo estivessem
bem marcados com 2P. Para tal, depois de se lavar a coluna trés vezes com o tamp3o
T1oE1, permitindo, na Wltima, que este entrasse na membrana de gel que contém a
coluna, adicionou-se a sonda, purificada depois de se ter introduzido duas vezes tampéo
T1oE1, na coluna. Os primeiros 400 pl foram descartados e a sonda purificada foi lavada
com os seguintes 500 pl de tampdo. Deste volume, 5 pl de sonda purificada foram
utilizados para a contagem de centelheo e ao restante adicionou-se 50 pl de NaOH 5 M
para desnaturalizar a sonda. Depois de se eliminar os 50 ml da solugiio de pré-

hibridagdo do tubo de hibridagio foi adicionada a sonda purificada e desnaturalizada em
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20 ml de uma nova solugdo de pré-hibridagio pré-aquecida a 65°C. O tubo de
hibridagdo que contém a membrana foi deixada no formo, hibridando com agitagiio a

65°C durante uma noite.

6.6. Contagem de centelheo

Na contagem da actividade da sonda marcada foram empregues 2 ml de liquido
de centelheo (Ecoscint™-A) e 5 pl de sonda purificada. Como controlo negativo foram
utilizados, em vez da sonda, 5 pl de TpE;. A leitura realizou-se no contador de
centelheo (Packard Liquid Scintillation Analyser, Tri-Carb 2900TR).

6.7. Lavagem e fixacio da membrana

Com o objectivo de eliminar o excesso de sonda unida inespecificamente a
membrana, foi realizada uma lavagem ripida com a solugio (tampdo fosfatos 20 mM,
SDS 5%), seguida de duas lavagens com a mesma solugio mas durante 10 minutos a
65°C com agitagdo. Lavou-se também a membrana duas vezes com a solugio (tampdo
fosfatos 20 mM, SDS 1%), durante 10 minutos a 65°C com agitagdo. As lavagens foram

interrompidas quando o sinal radioactivo foi da intensidade desejada.
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6.8. Detecgiio e andlises do resultado da hibridaciao

A imagem da distribuicdo da sonda ligada & membrana foi obtida por fosfo-
imagem (“FLA-5000 de FUJIFILM v3.0°) e por auto-radiografia.

Depois de envolver a membrana numa ldmina de pléstico, esta foi introduzida
numa cassete com a membrana de fosfo-imagem e deixada em repouso durante um
periodo de 7 horas a temperatura ambiente. Transcorrido esse tempo, a membrana foi
lida no aparelho "FLA-5000 de FUJIFILM” e a imagem analisada no programa de
computador “Image Reader FLA-5000 v3.0”. Para a obten¢fo da imagem por auto-
radiografia foi introduzida a membrana numa cassete prevista de ccrdis intensificadores,
com um filme de auto-radiografia (Hyperfilm™MP, Amersham) e manteve-se a —80°C

durante pelo menos um periodo de 48 horas, para ser revelada depois.
6.9. Revelacio da pelicula de auto-radiografia

Para se revelar a pelicula de auto-radiografia, foi introduzida no revelador
(Kodak Al-4) durante 1 minuto, ap6s o que foi lavada em 4gua em igual periodo de
tempo e deixada no liquido fixador (Kodak Al-4) durante 5 minutos. Depois de se lavar

a membrana, passou-se o filme por dgua milli-Q e deixou-se secar.
6.10. Quantificacio dos resultados de hibridagio Northern blot

Os resultados da hibridagdo Northern podem ser desviados pelas diferencas de
RNA total carregado nos pogos dos géis de agarose-formaldeido utilizados em Northern
blot. Para corrigit este possivel erro, tentou-se em primeiro lugar normalizar os
resultados de hibridagdo dos genes em que se observou expressdo diferencial, com uma
sonda de P-actina. Uma vez que a expressdo dos genes “housekeeping” ¢ afectada pela
lactacdo, a sonda de P-actina ndo pode ser utilizada para normalizar o RNA total
carregado. Por isso, no nosso estudo a quantidade de RNA foi normalizada pela banda
de 28S 1RNA visualizada nos géis de agarose-formaldeido e os resultados de hibridagéo
dos genes (sondas) com expressdo diferencial nos trés grupos de animais em estudo

apresentam-s¢ em quantidades normalizadas para esta banda. Para a normalizagdo
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utilizou:se o programa computador Quantity One® (versio 4.4.1).
Para a comparagdo de médias entre os diferentes grupos utilizimos uma prova t-

student, com variagdes iguais para as amostras.
6.11 Sonda p-actina

A sonda de B-actina utilizada em Northem blot para normalizar os resultados foi
obtida apos se realizar uma reacc¢3o de retrotranscrigio (RT) partindo de RNA total de
glandula mamaria de ovelha. Para tal utilizou-se o kit “SuperScript™ First Strand
Synthesis Systeﬁ for RT-PCR, de Invitrogen™.

Seguindo o protocolo do fabricante, combinou-se num eppendorf um volume
final de 10 ul com a seguinte composigio: RNA total (5 pg), primer oligo(dT);y (50
uM); dNTPs (10 mM) e agua tratada com DEPC, até atingir o volume final. Noutro
eppendorf misturaram-se 10 pl, como se indica: tampdo RT 2X, MgCl, (10 mM), DTT
(0,02 mM), RnasaOut™ (40 U) e SupperScript™III RT (200U). Com excepgio do
RNA todos os reactivos utilizados foram fornecidos pelo kit.

Apd6s misturar o contetido dos dois eppendorf incubou-se a 50°C durante 50
minutos ¢ a 85°C durante 5 minutos e colocou-se em gelo. Depois de uma breve
centrifugagfo para recolher a condensacgio adicionou-se 1 pl de RNase H a cada tubo e
incubou-se a 37°C durante 20 minutos. Parte do cDNA assim obtido foi utilizado para a
reacgdo de PCR com os primers de P-actina e o restante foi armazenado a —20°C.

Os primers utilizados foram designados por ACTb-UP (AAGGCCAAC
CGTGAGAAGATGACC) e ACT-DN (TTGAAGGTGGTCTCGTGAATGCCG).

A reacgdo de PCR realizou-se num volume de 20 pl com a seguinte composigio:
RNA (4 pg), ACTb-UP (10 pM), ACT-DN (10 pM), tampdo de PCR 1X, dNTPs (10
mM), MgCl, (50 mM) Taq DNA polimerase (1 unidade- “Biotools™). Como controlo
positive utilizou-se DNA de ovelha e como controlo negative, dgua. O termociclador
executou uma desnaturalizagio a 95°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C
durante 30 segundos, 60°C durante 40 segundos ¢ 72°C durante 40 segundos e, por
ultimo, uma extensdo final a 72°C durante 10 minutos.

Esta sonda também foi purificada segundo descrito no apartado 7.1.4 de material

e métodos.
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Para controlar a especificidade das bandas candidatas em gliandula mamaria fo1
utilizado nos Northern blot RNA proveniente de fibroblastos fetais de ovinos,
gentilmente cedido pelo Instituto de Desenvolvimento Agrério da Universidade de

Ledn.

6.12. Recuperacio da membrana (Stripping)

Finalizada a anélise dos resultados de hibridagdo, a sonda pdde ser retirada da
membrana (stripping), para reutilizagdo. Para a realizagdo do stripping manteve-se em
agitagio a membrana durante 3 minutos com um litro de solugdo SDS (1%) em
ebuligiio. Depois de se repetir a operagdo confirmou-se a eliminagio da radioactividade,
passando o monitor de contaminagio de radioactividade pela membrana.

A membrana foi conservada para posterior utilizagio a —20°C, envolvida numa

lamina de plastico a fim de evitar a sua desidratacio.
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C. GenHunter

Tal como antes se fez referéncia, foi enviado para o laboratorio GenHunter o
RNA total extraido da glandula mamaria de todos os animais em estudo (2.2 de Material
e métodos). Nesse laboratorio foram realizados géis de DD com a combinaciio de 24
primers. Em GenHunter, foram separadas dos géis as bandas candidatas e, depois de
sequenciadas e de, clonadas foram-nos enviadas placas de petri com bactérias
transformadas com o cDNA das bandas candidatas. No laboratorio da ULE obteve-se o
cDNA de interesse, como se descreve a seguir. Também aqui se realizou a comprovagéo
de forma independente 4 expresso diferencial do RNA com a técnica de Northern blot.

Por outro lado, foram-nos nos enviadas as sequéncias das bandas candidatas.

1. Obtengiio do cDNA das bandas candidatas de colénias enviadas por

GenHunter

Do laboratério de GenHunter foram-nos enviadas placas de petri com colénias
de bactérias transformadas com o cDNA das bandas candidatas cortadas dos géis DD.
No laboratério de ULE, escolheram-se ao acaso duas col6nias por cada insercio e
depois, seguindo o protocolo de “PCR-TRAP® Cloning System de GenHunter”,
cultivaram-se as bactérias em 5 ml de LB, dos quais se utilizou um volume de 3 ml para
realizar o protocolo antes descrito (3.4.2.2 de material e métodos) de lise alcalina
(Sambrook ef al., 1989) para obter 0 DNA plasmidico com a insergdo desejada.

Para confirmar se os plasmidos isolados continham o fragmento de DNA da
banda candidata foi realizada uma PCR utilizando os primers presentes no vector € que
nos foram providos pelo laboratoric de GenHunter. Como recomenda o protocolo do
fabricante, foi efectuada a seguinte mistura com o volume final de 20 pl: DNA
plasmidico (1pl), primer rgh directo (0,1 uM), primer rgh reverso (0,1 uM), tampdo de
PCR 1X (10mM Tris-HCL, pH 8,3; 50 mM KCI, 2,5 mM Mg,Cl,, 0,01%e gelatina),
dNTPs (20 uM) e Taq DNA polimerase (1 unidade). O termociclador foi programado
para executar 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 52°C durante 40 segundos e 72°C

durante 1 minuto, para finalizar com uma extensdo final a 72°C durante 7 minutos.
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Depois realizou-se uma separa¢io electroforética do produto amplificado em gel
de agarose a 2%. O marcador de peso molecular também foi utilizado para quantificar a
amostra (EcoLadder I - Ecogen). Foram utilizados posteriormente os produtos de PCR
que apresentaram uma banda do tamanho esperado.

Um cultivo das colonias foi armazenado a -20°C numa solugio de (50%
glicerol/ LB) misturada em partes iguais. O produto das PCR foi armazenado a —20°C

para posterior utilizagdo como sonda de hibridagfo na técnica de Northern blot.

2. Identificagiio das sequéncias (BLAST)

Do laboratério de GenHunter foi enviada a sequéncia das bandas candidatas
detectadas. Com elas se comprovou as identidades, comparando-as com uma base
piblica de dados (NCBI), utilizando uma ferramenta de alinhamentos de sequéncias

como BLASTN, tal como se detalha no apartado 5 de material e métodos.
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V. RESULTADOS

1. Estimativa da concentragio, grau de pureza e integridade do RNA

Embora com uma certa heterogeneidade, a concentragdo do RNA total extraido
da glindula maméria de ovelhas de raga Churra, depois da eliminagdo do DNA
contaminante, foi em média de 1,44 pg/g de tecido.

Uma vez que a estimativa resultante da leitura de absorvéncia (Azeo280) foi
sempre proxima de 1,8, verificou-se que o RNA total depois do tratamento com a
enzima DNase I (RNA total “limpo™) ndo se encontrava contaminado com proteinas.
Além disso, a electroforese em gel de agarose das amostras de RNA total “limpo”
(figura 13), permitiu observar as bandas de rRNA 28S e 18S. Uma vez que as bandas de
rRNA 28S apresentaram aproximadamente o dobro da intensidade das bandas de 18S,

foi confirmada a boa qualidade das amostras.

Figura 13. Integridade do RNA total.

A. Géis de differential display realizados na Universidade de Leén.
Obtencio do ¢cDNA das bandas candidatas, clonagio e sequenciacdo.

Identificacido das sequéncias (BLAST)

Na Universidade de Ledn (ULE), tal como se fez referéncia no capitulo 3 de
material e métodos, realizou-se a técnica de DD partindo de tecido de glandula mamaria
de seis ovelhas de raga Churra, trés de elevado nivel de produgdo lactea e igual nimero
de baixa producdo. Para isso, tal como recomendam alguns autores, realizou-se a

extracgio de RNA total do tbere de todos os animais em triplicado e de forma
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independente. As reacgdes da transcriptase reversa e de PCR necessarias na técnica DD
realizaram-se a partir destas trés extracgdes independentes de RNA. A electroforese das
amostras foi realizada em triplicado.

A andlise das auto-radiografias dos géis de poliacrilamida desnaturalizante
permitiu observar uma média de 58 bandas de cDNA por carril. Com o programa de
computador Quantity One® (versdo 4.4.1) identificaram-se sete bandas candidatas para
a expressio diferencial entre ovelhas de elevada ¢ de baixa produgfo lactea (figura 14).
Todas as bandas observadas parecem manifestar uma regulagdo positiva quando os

animais produzem maior quantidade de leite.

Alta Prod. Baixa Prod.

Figura 14. Gel de DD com bandas candidatas (1 e¢ 2) para a expressdo
diferencial em glandula mamaria de ovelhas de elevada e de baixa producio de leite.

Trés ovelhas de elevada produgéo em triplicado e igual niimero de baixa producio.

A banda candidata 1 (figura 14) observa-se com maior intensidade nos animais
de clevada produgdo, comparativamente com os de baixa produgéo. Esta, tal como as
outras bandas candidatas para a expressdo diferencial, foi extirpada dos géis de DD,
enquanto o cDNA foi precipitado e, depois de reamplificado por PCR, clonado em E.
coli (figura 15). A sequenciagiio dos fragmentos de ¢DNA permitiu conhecer a

sequénciade nucleodtidos e o seu comprimento (tabelas 2 e 3). A banda candidata 1
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apresenta um comprimento de 150 bp, sendo esta uma das menores obtidas na ULE.
Utilizando as sequéncias de nucledtidos das bandas candidatas realizou-se um
alinhamento com a base de sequéncias publicas, utilizando o algoritmo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), para determinar se a sequéncia de nucledtidos das
nossas bandas apresentam homologia com algum gene ou sequéncia previamente
identificados (tabela 2). Desta forma soube-se que a sequéncia da banda candidata 1
(150 bp) ¢ unicamente homologa em 54 bp com o segmento gendmico de 433 kb de
porco (Sus scrofa), que se localiza entre o ndo classico e o classico cluster do gene SLA
classe I. Embora a banda 1 pareca ser uma candidata para a expressdo diferencial na
glandula mamaria de ovelhas de elevada e de baixa produgéo lactea, ndo se realizou a
comprovagio pela técnica de Northern blot, que nos permitiria afirmar que este
segmento se expressa mais no Ubere de ovelhas que produzem maior quantidade de

leite.

Figura 15. Colonias de E. coli com inser¢des de bandas candidatas

Também ¢ possivel visualizar no mesmo gel (figura 14) que a banda candidata 2
apresenta maior intensidade nos animais de elevada produgio, face as outras ovelhas em
estudo, embora seja também possivel visualizd-la com pouca intensidade neste grupo de
animais. Apos a clonagem, a sequenciagdo da banda candidata 2 (150 bp) (tabela 3) e a
realizacio do BLAST (tabela 2) foi observado que um total de 126 bp da nossa banda

apresentou homologia com 129 bp da sequéncia de mRNA que se prevé similar a
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tubulina, B 5, (LOC615087) em vaca (Bos taurus) (tabela 2). Nio se realizou a técnica
de Northern blot, 0o que ndo permitiu confirmar a expressio diferencial desta banda
candidata entre a glandula mamaria de ovelhas de elevada e de baixa produgio de leite.
As bandas candidatas 3 e 4 (figura 16) parecem mais nitidas nas ovelhas de
elevada produgdo, face as de baixa produgdo. No entanto, ¢ importante referir que nio
se observou nas trés réplicas do animal 1, uma vez que no primeiro € no segundo carris
nao se verificou a amplificagdo destas bandas candidatas. A sequenciagdo permitiu
observar que as bandas candidatas sdo complementares uma da outra (tabela 2). O
BLAST destas bandas (295 bp) definiu uma homologia de apenas 24 bp com a
sequéncia de DNA do cromossoma 14 do homem (Homo sapiens) da BAC R-433J8 da
livraria RPCI-11. Também ndo se confirmou a expressdo diferencial das bandas de

cDNA, uma vez que nio se realizou a técnica de Northern blot.

Alta Prod. Baixa Prod.

Figura 16. Gel de DD com bandas (3 e 4) para expressio diferencial em
glandula mamaria de ovelhas de elevada e de baixa producio de leite. Trés ovelhas de

elevada produgio em triplicado e igual nimero de baixa produgio.
As restantes trés bandas candidatas — 5, 6 e 7 — identificadas nas auto-

radiografias dos géis de DD também apresentaram maior intensidade nas ovelhas de

elevada produgdo face as de baixa produgdo. A sequéncia de nucleétidos destas bandas
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pode observar-se na tabela 3. A banda 5 — a mais comprida obtida na ULE (366 bp) —
apresentou uma homologia em 342 bp com 0 mRNA de B-caseina de ovelha, enquanto a
banda 6 (357 bp) foi unicamente homologa com 24 bp da sequéncia completa do clone
RP11-351M16 do cromossoma 10 do homem (tabela 2).

Por seu lado, a banda candidata 7 (342 bp) apresentou homologia com 310 bp do
mRNA do homodominio da proteina IRXA2 (IRX2) do homem (tabela 2). Tal como
antes, ndo se confirmou se estas bandas candidatas se expressam de forma diferencial na
glaindula mamaria das ovelhas que produzem maior quantidade de leite face as que
produzem menor quantidade.

A decisio de ndo confirmar a expressdo diferencial das bandas candidatas
obtidas no laboratério da ULE foi tomada depois da realiza¢do da técnica de Northern
blot com as bandas candidatas obtidas a partir dos géis de DD realizados por
GenHunter, uma vez que (adiantando alguns resultados) ndo se obteve diferencas
significativas de expressdo entre animais dos dois grupos de produgdo de leite (elevada
e baixa).

Uma vez que nos pareceu que os géis de differencial display realizados no
laboratério da ULE apresentaram poucas bandas candidatas para a expressdo diferencial
entre estes dois grupos de animais, decidimos amplificar o grupo incluindo no estudo
trés ovelhas adultas, na fase ndo produtora de leite (secas). Para maior seguranga nos
resultados, optdmos por enviar 0 RNA total extraido da glandula mamaria de todos os

animais para o laboratorio de GenHunter.
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Tabela 2. Bandas candidatas para a expressdo diferencial na glandula maméria
de ovelhas de elevada e de baixa produgio de leite (ULE). Banda candidata (niimero),
comprimento (bp), sequéncia homologa & da nossa banda (BLAST), percentagem de
identidade entre a sequéncia da banda candidata e a homdloga. Localizagdo no

cromossoma da sequéncia homdloga.

Banda Compr. | Sequéncia Homéloga (BLAST) Identid. Localiz.
Candida (bp) (%) Cromos.
ta
clone: BAC 1051H9 do segmento
1 150 gendmico de 433 kb, localizado entre o 54/55
nio clissico e o classico SLA classe 1 (98%)

em Sus scrofa

Previsdo do mRNA similar a tubulina,

2 150 5, variagdo 5 na transcrigdo, 126/129 BTA-23
(LOC615087) em Bos taurus (97%)

3 295 Sequéncia completa da BAC R-433J8 da 24/24 BTA-14
livraria RPCI-11 do cromossoma 14 de {100%)

Homo sapiens

4 lgual 4 anterior (complementar)
OAR-6q22-31
BTA-6q31-33
342/342 HSA-4q21,1
5 366 mRNA de B-caseina de ovelha (100%) hi:ﬁ}ss
(44,91cM)
RNO-14p21
Sequéncia completa do clone RP11-
6 357 351M 16 no cromossoma 10 de Honto 24725 HSA-10
sapiens (96%)
mRNA do homodominio da proteina
7 342 IRXA2 (IRX2) em Homo sapiens 310/320 HSA-5p15,33
(96%) GGA-2
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Tabela 3. Sequéncia de nucledtidos das bandas candidatas (ULE)

Banda
Candidata

Sequéncia de Nucledtidos

1

AAATTTTTTCGAATTCAACAAACAACAAATGCTTATGTAGAGCCTATAGATACTCAGCTAAA
GCTGTAGATGGAAGAGAAGAAAATGACACTTGARAACCGACAGARAATGCARATTCTGAGGG
AGAGGTTAGGGGTCGTGTACAAGCTT

AAGCTTCTCAACGACCCCTTTCCTCTCCCTCAGAATTTGCATTTTCTGCCTCTATCTTGTTT
TTCTTTTTTGGGGGGGATTCTAGAACAGTGCCTGGTACATAATAGGCGNTCAATAAATATTT
GTTGTTTGTTGAAARAARARRAAAGCTT

AAGCTTTGGTCAGAGGAGACAAGAGTTCATGTAATAGTTGAGTAGCCCATAACGTGACCCTA
ACATTTCACTATTACAGGCAATATGAGTACTGCTTCCTCCATGTCTGACGGTTTCACAACAG
TGGGAAACGACAATCCAAAGCCTACAAGAARACGTGTGAAGAGATACCATCTCCCTCAARAG
ACTGGGAAGGACACAACTGACAGCATCTGATCCTTCTCCTCTGAAGGARAAGAACGGCCATGT
CCTGCCCTCAGTCCCACTTARAACCACNGCCTARAAAAAARARGCTT

Sequéncia complementar & anterior

AAGCTTGATTGCCCCCTCCTCACTTTTGAATTGACTGCGACTGGARATATGGCAACTTTTCA
ATCCTTGCATCATGCTACTAAGATAATTTTTAAATGAGTATACATGGAACAARARATGAAAC
TTTATTCCTTTATTTATTTTATGCTTTTTCATCTTAATTTGAATTTGAGTCATAAACCATAT
ACTTTCAARATGTTAATTCAACATTAGCATAAAAGTTCAGTTTTAACTTGGAAATATCATGA
ACATATCAAAATATGTATAAAAATAATTTCTGGAATTGTGATTATTATTTCTTTAAGAATCT
ATTTCCTAACCAGTCATTTCAATAAATTAACCCTTAGGCATAAAAAARARRAGCTT

AAGCTTTTTTTTTTTATCAAGCCCACAGTTACTGGAATAATCCCAATTATCARRACAAGTCC
TATTAGCCCCAATGCCAGACCAAGTACAAAGTTTCCAGCTGTAATAAGGGCAAAGTCCCCAC
CAAAGACTAATAAGGCAACGACACTATATACAACTTTTGCAACGAACCGAAAATCAATATTT
GGTGCTCCTTTACCAGCTAACTGTCTTTGCAAAACCCATGATAGCAGAACAAGCACAAGTCC
AACTATAGCCAGTGGCATCCCAATAGAAGCCATCCCCCAATCTGGCAAGGTATAAAAACACA
TTCCTAATGCCAAGACTAATAAACTAACGGTATAGGCAATCAAGCTT

AAGCTTTTTTTTTTTAGACTAGTTTGTTTTTATTTACAATTTAAGATATARATTAGTARAGA
ATTCTTGTTAAACAACCAACAAAGATTGTATAACCAGCAATGTTCAAATAAARAACCAGGCAG
AATTTATTTACAARAGGTTTAGATTCCATTGCAATACAACTTGCATAAATTACTAGAAGCTT
TATATCATTATAAGAATAAATATCAAATTTGTTTCCACTTCTTAAGTACTCAAGTTCTATAA
TCACGTTTCATTTCTACTGTGTACATCTTTTACAAATAAATTTTACAGTAARATCCTATCACA
CCTATAGAATATATACCGTGGCAATCAAGCTT
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B. Géis de differential display realizados em GenHunter. Obtencio do
¢cDNA das bandas candidatas, a partir de colénias de bactérias
transformadas. Identificacio das sequéncias (BLAST). Confirmacio da

expressio diferencial (Northern Blot)

Tal como antes se referiu, foi enviado

para o laboratorio GenHunter RNA total Nao Lact. Baixa Prod. Alta Prod.
I

. R 1T _
extraido da glandula mamaria dos nove 78 95 #8586 dede e
. ———

animais em estudo. Nesse laboratério foram - - 431t
btliaan an i 2 S

realizados géis de DD e a ULE foi enviada a $

digitalizagdo das auto-radiografias dos géis. fE. !: == - IE29%Y

Nestas digitalizagdes foi possivel contemplar o —— 4

.
uma média de 60 bandas por carril (figura 17). e 5% sase-: mﬂ
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Também se pode observar na figura 17 que L L
todas as amostras foram realizadas em se= 88 TEeEss ===z
duplicado. 56 az 2.2 | j--:zn
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Estes géis permitiram a observagdo _ 1 e
nitida de 21 bandas candidatas para a .
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ovelhas de elevada produgdo de leite, de baixa -
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Figura 17. Gel de DD com bandas candidatas para a expressdo diferencial na
glandula mamaria de ovelhas de elevada produgdo de leite, de baixa produgdo e ndo

lactentes. Trés ovelhas de elevada produgdo em duplicado, igual nimero de baixa

producdo e de ndo-lactentes.
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Tal como se pode observar na figura 18 , a
banda candidata 8 ¢ muito intensa nos animais de
alta produgdo de leite e no animal 4 de baixa
produgdo, reduzindo ligeiramente a intensidade na
ovelha 5 deste grupo de animais e praticamente
ndo se observando na ovelha 6. Nas ovelhas secas
esta banda esta ausente ou visualiza-se com pouca
intensidade comparativamente aos animais de
elevada produgdo de leite. Esta banda de 431 bp
alinha com 289 do mRNA codificado pelo gene da
glicerol-3-fosfato  aciltransferase ~ mitocondrial
(GPAM) de Bos Taurus. O gene da GPAM
localiza-se no cromossoma 26 da vaca, no
cromossoma 10g25,2 no homem, também se
observa no cromossoma 10 de trogloditas (Pan
trogloditas) e se encontra no rato no cromossoma
19 a distancia de 52,0 ¢cM, enquanto na ratazana foi

encontrado no cromossoma 1q55 (tabelas 4 ¢ 5). A

técnica de Northern blot permite determinar a

Resultados
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Figura 18. Gel de DD com
banda candidata (8) para a
expressio  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgdo
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). em

duplicado.

Amostras

expressio diferencial do mRNA de forma semiquantitativa, comparando a densitometria

do sinal da sonda a analisar e a de um controlo que, no nosso estudo, foi a intensidade

da banda de rRNA 28S resultante da coloragdo do gel de agarose-formaldeido. Obteve-

se o sinal da sonda 8 com a técnica de Northern blot nos animais produtores de leite

face aos animais secos (figuras 19 e 20). O sinal foi mais intenso nas ovelhas 1 e 2 de

elevada producdo e no animal 4 de baixa produgdo. A comparagdo da intensidade do

sinal de hibridagio ndo permitiu detectar diferengas significativas entre os dois grupos

produtores de leite. Ndo se observou hibridag@o com o controlo negativo de fibroblastos

fetais de ovelha.
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Alta Produgio Baixa Producio Nio Lactantes Contr. Negativo
| 11 1 1
I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Banda candidata
(8)

Ll L DT T L T g
W e

Glicerol-3-fosfato aciltransferase

mitocondrial (GPAM)

Média-Sonda 8
(a)

100 (a)

80

60

40

b (b)

0 T T d
Alta Prod. Baixa Prod. Nio Lact.

Figura 19. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda (8). Gel de agarose com rRNA. Ovelhas de
elevada produgdo (n=3), baixa produg¢do (n=3) ¢ nido
lactentes (n=3). Controlo negativo com fibroblastos

fetais de ovelha.
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Figura 20. Valores médios (+
erro padrdo) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda 8. A
densidade foi normalizada para a
banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
diferentes

significativamente

p<0,05).



Na figura 21 unicamente se observa a
banda candidata 9 nos animais de elevada
produgdo, e com pouca intensidade no animal 4
do grupo de baixa produgido. A sequéncia da
banda (140 bp) ¢ homologa a 117 bp do genoma
completo da mitocondria de ovelha (Ovis aries),
concretamente a parte da sequéncia que codifica a
subunidade 5 da NADH desidrogenase (tabelas 4
e 5). A comprovagdo da expressdo diferencial da
banda, por Northern blot, permitiu observar que a
subunidade 5 da NADH  desidrogenase
praticamente nd3o se expressa em animais Secos,
mas nio se observa diferengas significativas entre
os animais de elevada e de baixa produgao de leite,
como seria de esperar pela técnica de DD (figuras

22 e 23). A sonda ndo hibridou com fibroblastos

fetais de ovelha utilizados como controlo negativo.

Resultados
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Figura 21. Gel de DD com
banda candidata (9) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.

Mitocondria

Média- sonda 9
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Figura 22. Membrana Northern blot hibridada
com a sonda (9). Gel de agarose com rRNA.

Ovelhas baixa

de elevada produgdo (n=3),
produgdo (n=3) e ndo lactentes (n=3). Controlo

negativo com fibroblastos fetais de ovelha.

Figura 23. Valores médios (+
erro padrao) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda 9. A
densidade foi normalizada para a
banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
significativamente diferentes

p<0,05).
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O gel de DD permite também observar a
banda candidata 10 (figura 24), que se percebe com
nitidez nas ovelhas de elevada produgio de leite e
nos animais 4 e 5 do grupo de baixa produgio. Nos
restantes animais nao se visualiza de forma nitida
esta banda. A banda de 276 bp ¢ homodloga em 247
bp a previsdo do mRNA parcial similar do dominio
de tetramerisagdo 3 do canal de potassio
(LOCS505221) em Bos taurus (tabelas 4 ¢ 5). O

sinal de hibridagdo desta banda candidata, obtido

com a técnica de Northern blot, ¢ débil, mas percebe-

se uma maior intensidade nos animais produtores de

leite, face a ndo produtores, ndo se conseguindo, no

entanto, observar expressdo diferencial entre as

ovelhas de elevada e de baixa produgdo (figuras 25 e

26). Nio foi observado sinal de hibridagio no carri

correspondente ao controlo negativo.

Alta Produgio Baixa Produgdo Nio Lactantes Contr. Negativo
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Figura 24. Gel de DD com
banda candidata (10) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.
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Figura 25. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda (10). Gel de agarose com rRNA. Ovelhas de
elevada produgdo (n=3), baixa produ¢do (n=3) e nio
lactentes (n=3). Controlo negativo com fibroblastos

fetais de ovelha.

148

Figura 26. Valores médios (+
erro padrdo) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda 10.
A densidade foi normalizada para
a banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
significativamente diferentes
p<0,05).



Na figura 27, pode-se analisar com nitidez a
banda 11 nas ovelhas produtoras de leite, parecendo
apresentar menor intensidade no animal 6 de baixa
produgdo. Por seu lado, ndo se observou nas ovelhas
secas. Esta banda, com uma sequéncia de 280 bp,
alinhou com 261 bp do mRNA codificado pelo gene
da caseina-u-slda ovelha (Ovis aries). Este gene foi
localizado no cromossoma 6 da ovelha, no
cromossoma 6q26-33 dos bovinos (Bos taurus) € no
homem (Homo sapiens) no cromossoma 4q21,1. No
porco foi observado no cromossoma 8 e nos ratos
(Mus musculus) no cromossoma 5, a distancia de
44,94 c¢M, enquanto nas ratazanas (Rattus norvegicus)
se observa no cromossoma 14p21 (tabelas 4 ¢ 5). A
técnica de Northern blot confirmou os resultados
obtidos por DD, isto ¢, 0 mRNA do gene da caseina-o-
sl expressa-se na glandula mamaria de ovelhas

produtoras de leite, enquanto n3o se observa em

animais secos nem em fibroblastos fetais (controle

Resultados
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Figura 27. Gel de DD com
banda candidata (11) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras

duplicado.
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negativo) (figuras 28 e 29). Ndo se observou diferengas significativas entre os dois

grupos de ovelhas produtoras de leite.

Alta Produgiio Baixa Produgio Nio Lactantes Contr, Negativo
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Figura 28. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda (11). Gel de agarose com rRNA. Ovelhas de
elevada produgdo (n=3), baixa produgdo (n=3) e ndo
lactentes (n=3). Controlo negativo com fibroblastos

fetais de ovelha.

Figura 29. Valores médios (+
erro padrdao) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda 11.
A densidade foi normalizada para
a banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
significativamente diferentes
p<0,05).
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Resultados

Foi verificada nos animais de elevada
produgdo de leite a presenca da banda candidata 12
(figura 30) de forma nitida ¢ intensa. Também esta
banda se observou a existéncia com a mesma
nitidez ¢ intensidade na ovelha 4, e de forma menos
acentuada no animal 5 do grupo de baixa produgio
de leite. Ndo se descobriu a banda candidata no
animal 6 de baixa produgio, nem nas ovelhas secas.
Esta banda apresenta 291 bp de comprimento e
alinha com 259 bp do mRNA codificado pelo gene

Nio Lact. Baixa Prod. Alta Prod.

I 1 T 1 1
7 %9 4 56 1 23

) 2
Sy 4

da p-caseina. E interessante notar que também antes nos

géis realizados na ULE (banda 5) este gene surgiu como
candidato para a expressdo diferencial entre ovelhas de
elevada e de baixa produgio de leite. O gene da B-caseina
localiza-se no cromossoma 6q22-31 na ovelha (Ovis
aries), na vaca (Bos faurusy e foi encontrado no

cromossoma 6q31-33, no cromossoma 4q21,1 dos

Figura 30. Gel de DD com
banda candidata (12) para a
expressio
glindula mamana de ovelhas
de alta (n=3), baixa producio
de leite (n=3) e nio lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.

diferencial na

humanos (Homo sapiens), no cromossoma 5 4 distincia

de 4491 cM do rato (Mus musculus) e no cromossoma

14p21 da ratazana (Rattus norvegicus), enquanto no porco {(Sus scrofa) foi encontrado

no cromossoma 8 (http://www.informatics.jax.org/} (tabelas 4 ¢ 5). Depois da

purificagdo da banda candidata (figura 31) esta foi
utilizada como sonda para a realizagio da técnica de
Northern blot. Os resultados obtidos com esta
técnica permitiram-nos comprovar que o mRNA da
B-caseina ndo se expressa na glindula mamaria das
ovelhas Churra quando estas ndo produzem leite.
No entanto, o nosso estudo nido nos permitiu
confirmar, como seria de esperar dos géis DD,
diferengas significativas entre animais de elevada e

de baixa produgio de leite (figuras 32 e 33).
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Figura 31. Sonda purificada
para Northern blot.



Resultados

Também ndo se observa expressdo de f-caseina em fibroblastos fetais de ovelha, como

seria de esperar.
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Figura 32. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda (12). Gel de agarose com rRNA. Ovelhas de
elevada produgdo (n=3), baixa produgdo (n=3) e ndo
lactentes (n=3). Controlo negativo com fibroblastos

fetais de ovelha.

Figura 33. Valores médios (+
erro padrdo) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda 12.
A densidade foi normalizada para
a banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
significativamente diferentes

p<0,05).
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Resultados

A banda candidata 13 que se pode observar na
auto-radiografia do gel DD (figura 34) apresentou
grande intensidade em todos os animais do grupo de
elevada produgao e nas amostras duplicadas do animal
4. No entanto, ndo se observou de forma nitida nos
outros animais do grupo de baixa produgio de leite.
Nos animais secos praticamente ndo se vislumbra esta
banda. A banda candidata apresenta 404 bp, que
alinham com (378/381) do mRNA codificado pelo gene
da a-s2-caseina de ovelha (Ovis aries) (tabela 4). Este
gene localiza-se no cromossoma 6 da ovelha, no
cromossoma 6q31 dos bovinos (Bos taurus) € no 4 da
cabra (Capras hircus). No rato (Mus musculus) foi
encontrado no cromossoma 4 a distancia de 44,9 cM,
enquanto na ratazana (Raffus norvegicus) no
cromossoma 14p21 (tabela 4 e 5). Tal como antes,
realizamos a técnica de Northern blot para confirmar os
resultados obtidos por DD, permitindo (figura 35)

constatar que o gene da u-s2-caseina se expressa na

Nio Lact

Baixa Prod. Alta Prod.

f 1
e 8 3

Figura 34. Gel de DD com
banda candidata (13) para a
expressio  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produc¢ido
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.

glandula mamaria de ovelhas produtoras de leite, mas ndo quando os animais estdo

secos. Ndo foi1 observado sinal de hibridagdao da sonda com o controlo (fibroblastos

fetais de ovelha). A intensidade das bandas resultantes de Northern blot nio nos

permitiu observar diferengas significativas no sinal resultante da sonda da a-s2-caseina

entre os animais de elevada e de baixa produgdo de leite (figura 36). Estes resultados

ndo confirmam a diferenga entre os dois grupos (1 e 2), como seria esperado pela

analise do gel de DD.
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Figura 35. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda (13). Gel de agarose com rRNA. Ovelhas de
elevada produgdo (n=3), baixa produgdo (n=3) e ndo
lactentes (n=3). Controlo negativo com fibroblastos

fetais de ovelha.

Figura 36. Valores meédios (+
erro padrdo) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda 13.
A densidade foi normalizada para
a banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
diferentes

significativamente

p<0,05).
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Resultados

Na figura 37, visualiza-se a banda candidata
14 de forma mais intensa nas ovelhas secas, mas
também se pode perceber, embora com menos
intensidade, no animal 6 de baixa produc¢do de leite.
Os 245 bp desta banda candidata sdao homologos a
129 bp a previsio do mRNA similar a familia 9 da
carreira de solutos (transportador de sodio/potassio)
isoforma 4 (LOC536970) em Bos taurus (tabelas 4
e 5). A realizagdo de Northern blot corrobora os
resultados de DD (figuras 38 e 39). Assim, esta € a
unica banda de DD em que se confirmou a
regulagdo positiva dos animais secos, embora se
possa observar, mas nao de forma nitida, um pouco
de expressao no animal 6 de baixa produgdo de
leite. A sonda ndo hibridou com o controlo negativo

(fibroblastos fetais de ovelha).
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Figura 37. Gel de DD com
banda candidata (14) para a
expressio  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3).

duplicado.
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Figura 38. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda (14). Gel de agarose com rRNA. Ovelhas de
elevada produgdo (n=3), baixa produgio (n=3) e ndo
lactentes (n=3). Controlo negativo com fibroblastos

fetais de ovelha.
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Figura 39. Valores médios da
do de
14. A
densidade foi normalizada para a
banda de rRNA 28S. ((a) e (b)
significativamente
p<0,053).
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Resultados

Como antes se referiu, a técnica de Northern blot permite determinar a expressao

diferencial do mRNA de forma semiquantitativa, comparando a densimetria do sinal da

sonda a analisar e a de um controlo que habitualmente ¢ um gene “housekeeping”. No

nosso estudo tentamos utilizar como controlo de carga a hibridagdo com o gene

“housekeeping” B-actina. Mas como se pode observar nas figuras 40 e 41, a intensidade

do sinal obtido por esta sonda ndo é comparavel a concentragio de RNA (bandas de

rRNA 28S e rRNA 18S) observada no gel de agarose-formaldeido. Por essa mesma

razdo, optou-se por utilizar como controlo para normalizar a expressdo diferencial das

sondas utilizadas a banda de rRNA 28S tingidas com brometo de etideo no gel de

agarose.

Alta Producio Baixa Producio Nio Lactantes Contr, Negativo
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Figura 40. Membrana Northern blot hibridada com a
sonda B-actina. Gel de agarose com rRNA. Ovelhas

de elevada produgdo (n=3), baixa produgdo (n=3) e

nido lactentes (n=3). Controlo negativo

fibroblastos fetais de ovelha.

p-actina

Média -B-actina
(b)
250

(a)

Alta Prod. Baixa Prod. Nio Lact.

Figura 41. Valores médios (+
erro padrdo) da densitometria do
sinal de Northern blot, sonda B-
actina. A  densidade  foi
normalizada para a banda de
rRNA 28S5. ((a) e (b)
significativamente diferentes

p<0,05).
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Resultados

No gel de DD (figura 42) pode-se observar
de forma nitida a banda 15 nos animais produtores
de leite, com excep¢do da ovelha 6. Também néo se
pode analisar esta banda nos animais nido produtores
de leite. A banda candidata de 482 bp (com maior
comprimento de todas as bandas candidatas)
alinhou com 353 bp da sequéncia prevista de
mRNA similar a proteina putativa de ligacdo do
acido nucleico (RY-1) (tabelas 4 e 5). No entanto,
ndo foi possivel confirmar a expressdo diferencial
desta sonda com a técnica de Northern blot. Nas duas
vezes que se repetiu a hibridagio em membranas
diferentes ndo foi observado sinal, o que nos leva a
pensar que esta banda é uma falsa positiva originada
pela técnica de DD.

A analise da figura 43 permite visualizar uma
intensa banda candidata 16 nos animais 2 ¢ 3 de
elevada produgio de leite, assim como nos animais 4
e 5 de baixa produgdo. Também se pode observar
esta banda candidata na ovelha 1, mas com baixa
intensidade. Os 197 bp desta banda candidata sdo
homologos ao mRNA do receptor « de estrogénio de
ovelha em 180 bp. Este gene foi localizado no
cromossoma 6q25,1 do homem e no cromossoma
1q12 da ratazana (tabelas 4 e 5). A técnica de
Northern blot ndo permitiu observar qualquer sinal de
hibridagdo, pelo que nido se pode confirmar a
expressao diferencial entre os grupos de ovelhas em

estudo.
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Figura 42. Gel de DD com
banda candidata (15) para a
expressio  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgao
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras

duplicado.

€m

Nio Lact. Baixa Prod. Alta Prod.
|

1T =i
2”8‘25 e

W

>- - oﬂd s+

Figura 43. Gel de DD com
banda candidata (16) para a
expressdao  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgdo
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras

duplicado.
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Unicamente foi observada a banda candidata
17 (figura 44) nos animais secos. Esta banda candidata
de 236 bp ¢ unicamente homodloga com 50 bp da
sequéncia completa do clone RPI11-520M5 no
cromossoma 4 do DNA gendomico dos humanos
(tabelas 4 e 5). Uma vez que Northern blot com esta
sonda foi repetida duas vezes em membranas
diferentes e ndo se obteve hibridagdo, partimos do
principio de que ¢ uma banda falsa positiva, obtida
pela técnica de DD.

A banda candidata que designamos por banda
18 (figura 45) observou-se nitidamente em todos os
animais de elevada producdo de leite. Por seu lado,
dois dos animais de baixa producdo (4 e¢ 5) também
apresentaram esta banda, mas com uma menor
intensidade, enquanto os animais na fase seca ndo a
exibiram. Apos o corte da banda do gel de DD e sua
sequenciagdo, processos que foram realizados por
GenHunter, observou-se que esta apresentava 146 bp.
Utilizando a sequéncia de nucledtidos realizamos um
alinhamento com a base publica de dados de
sequéncias, utilizando o algoritmo BLAST. O
comprimento total da nossa banda candidata 18, dos
quais 97 bp alinham com 108 bp de uma sequéncia
conhecida por RNA de ligagdo da proteina 35A do

homem (Homo sapiens) (tabela 4 e 5). Uma vez que se

observou de forma nitida que a intensidade/presenca
desta banda foi diversa nos trés grupos de animais em
estudo, realizou-se a técnica de Northern blot para

confirmar a expressdo diferencial. Embora se tenha
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Figura 44. Gel de DD com
banda candidata (17) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgido
de leite (n=3) e nido lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.
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Figura 45. Gel de DD com
bandas candidatas (18 e 19)
para a expressdo diferencial
na glandula mamaria de
ovelhas de alta (n=3), baixa
produgdo de leite (n=3) e ndo
lactentes (n=3). Amostras em
duplicado.
157




Resultados

repetido duas vezes a técnica de Northern blot ndo foi possivel observar o sinal nas
auto-radiografias resultantes da exposi¢do das membranas hibridadas com esta sonda.
Uma vez que se repetiu em duas ocasides diferentes o Northern blot com varias
membranas, pensamos que a falta de sinal se devera a nao hibridagdo da sonda. Desta
forma, parece-nos que a banda candidata 18 é o que se pode designar por “falsos
positivos” resultante da técnica de differential display.

Também se pode observar na figura 45 a banda candidata 19, que se visualiza
nos animais do grupo 1, enquanto unicamente se distingue numa das repeti¢des da
ovelha 4 pertencente ao grupo de baixa produgdo. Por seu lado, nio se aprecia em
nenhum membro do grupo de animais secos. Esta banda candidata, com menor
comprimento (133 bp) ¢ homologa em 94 bp a sequéncia de DNA do clone RP11-

124M17 do cromossoma 9 humano (tabelas 4 e 5).

Uma vez que a intensidade da banda candidata ¢ | Nao Lact Baixa Prod. Alta Prod.

- LI | 1 | - |
relativamente pequena comparativamente as outras, ..Ll P 2o %3
optou-se por ndo realizar a técnica de Northern blot, -»3 —_— ==

-

ndo sendo assim possivel confirmar a expressio | o = B Sy p
diferencial. 20

Na figura 46 pode-se visualizar nitidamente a
banda candidata 20 em todos os animais de alta | &=~~~ _ ==~ =
produgdo, mas também se pode ver em duas das

ovelhas de baixa produgdo (4 e 5). Embora de forma -~

pouco nitida, esta banda também foi observada nos
Figura 46 Gel de DD com

banda candidata (20) para a
expressdo  diferencial na

animais secos (7 e 9). A banda candidata (240 bp) é

homdloga unicamente em 24 bp a sequéncia completa

do clone RP11-467CI18 no cromossoma 1 humano
(tabela 4). Uma vez que a diferenca de intensidade entre
os grupos de animais em estudo ndo é muito grande,

ndo realizamos a confirmag¢ao por Northern blot.

158

glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgdo
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3).

duplicado.
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Observou-se a banda candidata 21 (figura 47)
com uma forte intensidade em todos os animais de
elevada produgdo e em dois de baixa produgdo.
Apesar de na ovelha 6 deste tltimo grupo se analizar
de forma nitida, esta apresenta menor intensidade.
Também se pdde apreciar esta banda, embora de
forma menos intensa, nos animais 7 ¢ 9 do grupo de
animais secos, enquanto no animal 8 unicamente se
pode observar com menor nitidez numa das amostras
duplicadas deste animal. Esta banda tem o
comprimento de 155 bp, dos quais unicamente 28
hibridam com a sequéncia completa da 3 BAC -
543P4 do homem (tabelas 4 e 5). Esta banda,
comparativamente a outras, ndo pareceu mostrar no
gel de DD uma diferenga na expressdo de forma
nitida entre os animais de elevada e de baixa
produgdo, para além de parecer igualmente que se
pode expressar em animais secos, pelo que optamos
por ndo seguir a analise com a técnica de Northern
blot.

A banda candidata 22 (figura 48) expressa-se
debilmente nos animais de alta produgdo de leite e
nos animais de baixa produgdo, sendo excepgdo o
animal 6, em que se pode observar nitidamente esta

I

banda. No entanto, € intensa nos animais nao
lactentes. O comprimento da banda candidata ¢ de
203 bp, dos quais unicamente 23 alinham com a
sequéncia completa do clone RP23-462C14 do
cromossoma 9 do rato (Mus musculus) (tabela 4). Nao
se optou pela confirmagdo da expressdo diferencial,

com a realizacdo da técnica de Northern blot, porque
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Figura 47. Gel de DD com
banda candidata (21) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgdo
de leite (n=3) e ndo lactentes

(n=3). Amostras em
duplicado.
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Figura 48. Gel de DD com
banda candidata (22) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgdo
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras

duplicado.
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Resultados

embora esta banda se possa visualizar nos géis de DD
com maior intensidade nos animais secos, também se
pode observar com alguma intensidade nos outros grupos
de animais em estudo.

No gel de DD (figura 49) a banda candidata 23
praticamente ndo se visualiza nos animais de elevada
producdo de leite, mas se encontra nitidamente na ovelha
6 de baixa produgdo assim como em todas as ovelhas
secas. Esta banda de 211 nucleétidos é homologa com 23
bp da sequéncia completa do clone: RP11-700F9 no
cromossoma 11 do DNA genémico do homem (Homo
sapiens) (tabelas 4 e 5). Optdmos por ndo confirmar a
expressado diferencial.

Embora com pouca intensidade, unicamente é
visivel a banda candidata 24 nas ovelhas de elevada
produgio (figura 50). Os 142 bp desta banda candidata sio
homologos em 102 bp a sequéncia completa da BAC
CH240-268P24 de Bos taurus (tabelas 4 e 5). Nao se
optou por comprovar a expressio diferencial com a
técnica de Northern blot, devido a pouca intensidade

desta banda nas ovelhas de alta producio.
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Figura 49. Gel de DD com
banda candidata (23) para a
expressdo  diferencial na
glindula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e ndo lactentes

(n=3). Amostras em

duplicado.
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Figura 50. Gel de DD com
banda candidata (24) para a
expressao  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e nido lactentes
(n=3). Amostras em

duplicado.



O exame da figura 51 permite visualizar a banda
candidata 25 com maior intensidade nos animais de alta
produgdo de leite. Pode-se também divisd-la nos animais
de baixa produgdo, mas € imperceptivel nas ovelhas
secas. A utilizagdio do BLAST permitiu o alinhamento
desta banda (238 bp) com 202 bp do gene da caseina -
S1, alelo F, exdo 1-19, de Capra hircus (tabelas 4 e 5).
Decidimos ndo realizar a técnica de Northern blot para
confirmar a expressdo diferencial desta banda candidata,
uma vez que ja confirmamos que o mRNA da a-sl-
caseina da ovelha (Ovis aries) (banda candidata 25) se
expressa em animais produtores de leite, mas que ndo se
observa diferenca entre as ovelhas de baixa e de elevada
produgdo.

A banda candidata 26 é mais intensa nas ovelhas
de elevada producdo de leite, mas também se pode
perceber nos animais de baixa produgdo (figura 52). Os
241 bp desta banda alinham com 204 bp do mRNA da
proteina ribossoma S25 (OVRPS25) de Ovis aries
(tabelas 4 ¢ 5). Optamos por ndo confirmar a expressao
diferencial desta banda candidata porque ndo ¢ muito

intensa nas ovelhas de elevada producao.

Resultados
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Figura 51. Gel de DD com
banda candidata (25) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgdo

de leite (n=3) e ndo lactentes

(n=3). Amostras em
duplicado.
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Figura 52. Gel de DD com
banda candidata (26) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produg¢do
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3).

duplicado.

Amostras
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Pode-se observar com alguma intensidade a banda
candidata 27 nas ovelhas secas 7 e 8, mas menos
intensamente nas ovelhas produtoras de leite (figura
53). A utilizagdo do BLAST permitiu verificar uma
pequena homologia da nossa banda candidata (355
bp) com o mRNA para lipofilina em C de Homo
sapiens. O gene da lipofilina C foi localizado no
cromossoma 11q13 do homem. Optimos por ndo
realizar a técnica de Northern blot para confirmar a
expressdo diferencial, porque a diferenca de
intensidade da banda candidata entre os grupos de
animais em estudo ndo € muito acentuada.

Surge em todos os animais de alta produgdo a
banda candidata 28, mas também se pode visualizar
nas ovelhas 4 e 5 de baixa produgao (figura 54). Nos
outros animais ndo se observa. Unicamente existe
uma homologia de 23 bp entre a nossa banda (190 bp)
¢ a sequéncia completa da 12 BAC RP11-693]J15 do
homem (tabelas 4 e 5). Uma vez que a intensidade da
banda 28 nos géis de DD ndo é muito forte, nio se

realizou a técnica de Northern blot para confirmar a

expressdo diferencial.
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Figura 53. Gel de DD com
banda candidata (27) para a
expressdo  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa produgio
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.
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Figura 54. Gel de DD com
banda candidata (28) para a
expressio  diferencial na
glandula mamaria de ovelhas
de alta (n=3), baixa producio
de leite (n=3) e ndo lactentes
(n=3). Amostras em
duplicado.




Resultados

Tabela 4. Homologia das bandas candidatas com sequéncias publicas de bases (BLAST).

Banda candidata, comprimento (bp) da banda candidata, homologia de

sequéncia homologa & nossa (BLAST), identidade e localizagdo cromossomica

da sequéncia homologa.

Banda Comprim. Sequéncia Homologa Identidade | Localizagio
Candidata (bp) (BLAST) (%) Cromossoma
BTA-26
8 431 mRNA de glicerol-3-fosfato 289/329* HSA-10q25,2
acetiltransferase da mitocondria (87%) PTR-10
(GPAM) de Bos Taurus MMUC'I\I;; (az i
RNO-1q55
9 140 Genoma completo da mitocondria de 117/117
Ovis aries (100%)
Previsio do mRNA parcial similar
10 276 ao dominio de tetramerisa¢ao 247/257
contendo o canal 3 de potassio (96%)
(LOC505221) em Bos taurus
OAR-6
BTA-6q26-33
1 280 mRNA da caseina a-S1 de Ovis 261/262 HSSASJ(‘:q'él 1
aries (99%) 7
MMU-5 (44,9 cM)
RNO-14p21
0OAR-6q22-31
BTA-6g31-33
259/260 Hsgégﬁ L1
12 291 mRNA da p-caseina de ovelha (99%) MMU-5
(44,91cM)
RNO-14p21
OAR-6
BTA-631
13 404 mRNA da caseina a o-S2 de Ovis 378/381 CHI-4
aries (LOC443383) (99%) MMLL St
RNO-14p21
Previsio do mRNA similar a familia
14 245 da carreira de solutos 9 129/145 HSA-2q12,1
(transportador de sodio/potassio) (88%) MMU-1 (40,5 cM)
isoforma 4 (LOC536970) en Bos RNO-9p21
taurus
PREVISTO: Bos taurus similar a
15 492 proteina putativa de ligagdo ao 4cido 353/364 BTA-11
nucleico (RY-1), variante 1 da (96%),
transcrigdo (LOCS512552), mRNA

*A banda candidata 8 ¢ homodloga em 289 bp de 329 bp (87

acetiltransferase da mitocondria (GPAM) de Bos Taurus

Ij Expressam-se em ovelhas produtoras de leite

=

%

) ao mRNA de glicerol-3-fosfato

Falsos positivos

‘:] Expressam-se em ovelhas nio produtoras de leite D Nio foi confirmada a expressdo diferencial
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Tabela 4. Homologia das bandas candidatas com sequéncias piblicas de bases (BLAST).
Banda candidata, comprimento (bp) da banda candidata, homologia de
sequéncia homologa a nossa (BLAST), identidade e localizagio cromossémica

da sequéncia homologa (continuagio).

Banda Comprim. Sequéncia Homéloga Identidade | Localizacio
Candidata (bp) (BLAST) (%) Cromossoma
16 197 mRNA do receptor a de estrogénio 180/181 HSA-q25,1
em Ovis aries (99%) RNO-1q12
17 236 Sequéncia completa do clone RP11- 50/57 HSA-4
520M35 no cromossoma 4 do DNA (87%)
gendémico de Homo sapiens
18 146 Homo sapiens RNA da proteina 35A 97/108 HSA-8q22,1
(RBM35A) -, (89%) MMU-4
variante 2 da transcrigio mRNA
19 133 Sequéncia de DNA do clone RP11- 94/103 HSA-9
124M17 no cromossoma 9 humano (91%)
20 240 Sequéncia completa do clone RP11- 24/24 HSA-1
467C18 no cromosoma 1 Homo (100%)
sapiens
21 155 Sequéncia completa da 3 BAC - 28/28

543P4 (Roswell Park Cancer Institute (100%)
Human BAC (Library) Homo sapiens

Sequéncia completa do clone RP23- 23/23
22 203 462C14 do cromossoma 9 de Mus (100%) MMU-9
musculus
23 211 Sequéncia completa do clone:RP11- 23/23 HSA-11
700F9 no cromossoma 11 do DNA (100%)

gendmico de Homo sapiens
Sequéncia completa da BAC CH240-
268P24 (Children's Hospital Oakland 102/108
24 142 Research Institute Bovine BAC (94%)
Library (masculino)) Bos taurus

OAR-6
BTA-6q26-33
Gene da caseina a-S1, alelo F, exio 202/219 HSA-4q21,1
25 238 1-19, de Capra hircus (92%) BaL s
3 MMU-5 (44,9
cM)
RNO-14p21
26 241 mRNA da proteina ribossoma S25 204/207 BTA-11q23,3
(OVRPS25) de Ovis aries (98%)
27 355 mRNA para lipofilina C em Homo 51/57 HSA-11q13
sapiens (89%)
Sequéncia completa da 12 BAC
28 190 RP11-693J15 (Roswell Park Cancer 23/23
Institute Human BAC (Library) (100%)

Homo sapiens

D Expressam-se em ovelhas produtoras de leite D Falsos positivos

|:| Expressam-se em ovelhas ndo produtoras de leite |:] Nio foi confirmada a expressio diferencial
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Tabela 5. Sequéncia de nucledtidos das bandas candidatas (GenHunter).

Banda
Candidata

Sequéncia de Nucledtidos

CCCCCGAGTATAATTATTTGATGTACCACTGTTTTAAACCACTCTTTTAGGACTTGAGATTG
GCATCCGGCATTTCAGTTTANACAAAAATGATGGNNTTGARAGARACTTTTGACTTTATTTC
TAAACATCTARAGTTCTGAGATGCCTTGATGCANNGTGTTNAACTGTTTGCCTGTTGNACAN
ACGANATGTTAGATTGTTGTAAAAAGGTTGATTATGANNACCATARAATNNATGGTGTGATGC
TETGAATGAACTGATTTGNAAATGTGGATTGAATTTTACGCCTGTTAATATACTGTAAGAAG
CCCNAGGTGTAGCTTTGTTTTAATAAACCARARAAGTGAATATATTCTTCATGTTT TGTATCT
GTCGTTAAAAGTTCCCTANNTAATTCETTATACRAACACTTCTTGTTTCACTTCACATN

AAGCTTACGCAACCCACTACCTAAAATTTAATTATCCATCARACACATTCARATTCTCTAAC
CTATTAGGATATTATCCTACAATTATACACCGCCTGACCCCCTATATAAACCTAACAATARG
CCARAARRARAARGCTT

10

AAGCTTACCAGGTATTTARTGAGGTGCTATGTTTGTGGARARATATGTAATTCARARACACT
ATTGAATACCACGATTGCTCTETGTAGTACTAAGTCCTTTGGEGATAATTTTAATTGTGGTCAT
TTCCTGATTCTCATTGTTGGAGTACTTAAGTCTTAGCAAGTATCACCAATATTARATGTCAR
AAATCCATTTAAAAACTTTCTTCAARGTTGGAGCAACTGTTTGAACAGATGARATAARAGACA
GTTTTGAGTGCCCAAAAAARARARAGCTT

11

AAGCTTGAGTGCTCTATTGTATTTTAGATTGTGTAACATCCTTAAGTGRAAATTGTCCTAAGA
GCTTGTTACCTAAATTCCAGTAGTATCATGCTGGTATAAAGGCCACTGAGTCAAAGGGRATT
ACAGTCTTCATTAAATTTCTATATGGRAARATGTTTTTAAAGCCTTTGRAATCACCTCTCCTGT
AAGTGCCATCATTTCARATAACTGTGTGCAGTAACTGAGATTTTGTCTTTCTTCTTTTCAAT
AAATTACATTTTAAGGCAAAARAARARAAGTTT

12

ATGCTACNAANNNNCCNTTTTAAATGAGAATACATGGAACAARARATGARACTTTATTCCTT
TATTTATTTTATGCTTTTTCATCTTAATTTGAATTTGAGTCATARACCATATACTTTCARAR
TETTAATTCAACATTAGCATAARAGTTCAGTTTTAACTTGGARATATCATGAACATATCAAAR
ATATGTATAAARATAATTTCTGGAATTGTATTATTATTTCTTTAAGAATCTATTTCCTAACT
AGTCATTTCAATAAATTAACCCTTAGGCAAAAARAAAAANCTT

13

ARGCTTCGACTGTTGATCAGCATCAGARAGCTATGAAGCCATGGACTCAACCTAAGACAAAC
GCTATTCCCTATGTGAGETACCTTTAAGATTTTTGARTTAACTGCTTCTACCTGGTTATGGT
TGGACTGGAAAATCTATCTTCTACAGTTTC TTATCTACCACTTTACTTCATACAACCAGCAT
GTTTGGGGTECGCACATCGATARAGACAAATCCCAGAGTATTTCCTGAATTATTTATACTCTCG
CTGTTAGTTTATATTGAATATACTGGGTTTATATGCTGGTTTCATACAAACTTAGCTGATGA
TTATTTAAARATCCTTTCCCTAATCTTTCTGAGTTACAGARATATTTTTCTTTCCCTCTGGAA
ATAAAATCTCAAGTGCAAAAAANAANNNNCTT

14

AAGCTTACCAGGTGGCACAGTGGTARAGRAATTCACCTGCCAATGCAGGAGACAGAAGAGACA
CTEGTTTGATCCCTGGATCAGGAAGATTCCCTGGACTAGAAGARATGGCAACCCACTCCAGT
ATTCTTGCCTGGAARATTCCATGGTCAGAGGGACCTGATGGCTACAGTCCTTGGGGTAGCAA
AGAGTCGGAGATGACAGCACACACACACGTACTCTATTTCTTCTCAAAAAARAAAGCTT

15

AAGCTTACCAGETCCCCAAGACGACATAGATCCACATCTCCTTCCCCTTCTCGACTGAAAGA
AAGAAGAGATCGAGGAGAAGAAAGAAACAARAGAARCARAGAGCARAGAACGCCAGATAACTG
AGGARGACTTAGAGGGCAARACAGAGGAAGARATAGAAATGATGAAGTTAATGGCGATTTGCC
TCCTTTGACTCCACRAARAGGGARARAGGTEGGATGGCTCTGTACATGCCTATGCCATAAATGT
CTCTCAGAAGAGGAACTATAGGCAGTACATGAATCGARAAGGTGGATTCAACAGACCTTTGG
ATTTCATTGCATGAGCTGAAGTATGAAGAATGATGTTTTTTCCCTCATCTTGTTCAGAAAAR
TGEATTTTTCTATTTAATGTGCATCAAAAACAGGATCAGAGTCCTTCCTCCTTGTAAAGTAA
GAAARATTTTATTTATGATGTATGTAGTTCACTTACCCAGCCTCARARAAAAARAGTT
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Tabela 5. Sequéncia de nucleétidos das bandas candidatas (GenHunter) (continuagio).

Banda
Candidata

Sequéncia de Nucledtidos

16

AAGCTTGTTGTGCACTATGTATTCTTCAGTGTAGAGCTCTTGTTTTTACGGGGARAAGCTCA
AATGCCAAATTGTGTTTGATGGATTAATACGCCAATGCATACTATTATTGATGTGATTCTGT
TTTGTTGCAGCT TTGCTTTGTTTARTGAAACACACTTGTARAACCTCTTTTGCACCTTACAAR
AAAAARADNTT

17

AAGCTTGGAGCTTGGATAGGGATTATACCAAATCTATACATCAATTTGTGGAGTATTGCCAT
TTTAACAATCARATTTTTTAACCCACAAACATGGATATCTTTTCACTTAATTCCTTTCAATG
ATGTTTTITAGTTTTCACTTTTCACTTCCAACTTTTTCAAGATTGTTTTAGCTGTTTATTTT
CATGTGAATTTTAGGAATAGCTTGTGAAGTTCTGCCAAAAARAAARANTT

18

AAGCTTGATTGCCTTAAGATGCTGTTTGCCCAGAGC TCTGAAAGACT TTAAGATAGGCAGTA
ATACTACAATACTACTGAAT I TTTGTAGAATTGTTACATTTGATAATARAACTTGCOTETTG
AATCTCCAAARAARAABRAGCTT

19

AAGCTTGATTGCCCTGTAATAGCTATCGACAGCTTTAGGCATATGTATGTGTTTGGAGACTT
CAGGGATGTATTGTAAGTATTCATTTTGGT TTT TTAAAATCACTGATCTGTCTCTCAAARRR
AAAAAGCTT

20

AAGCTTGAGTGCTGCATATGTATTTAGT TAT TGGATAACGACATCTGTAAATGCCGCTAATA
ATATCATGTACATGTACATATTCATGTGATCAAATTGAGATTTGTATGACTTAACTCACCCA
AGATCACATGCTAGTTGGTGATGGAGCTGGAAT TCARACTTAGACTC TATAARCACTAGAGTC
CTTGTTCATAATCACTATGATATGCTGCCTTTCTTTCTCAAAAARRAAARAGCTT

21

AAGCTTTGGTCAGGAGATGCTTAACCGCTGGACCATCAGGGAAGTCCCTGAAGTAGTCTGAT
TTTGGACTGTGAARATACCATGTGATAGCTAAGGAAAAGACTCTATTAGTTTTCTGTTGCTG
CATAGCAGAATACCCCAAARAAAAARAGCTT

22

AAGCTTAACGAGGAAARCAAAAATATCATGGCCTTARACAGGGTCACACGAAAATACTAACTG
AMACTGARAATGTTGATAAACTGTACTATGTTAATATTAAGAACTTTTTTCAACAAARRACA
CAATTTAARAGATARAACTTTTTAGTAGATTGGAGAARATATTTGCCATAAAATGTATGTCA
CCAAAARAAAARRAGCTT

23

AAGCTTCGGCATATTAATGAGGTACCAAARGCTGCTTTGTAAATCTTTTCATCAGAACTTTT
TATTTCATTCTGGTGAAGTAARAAGTTGCCATGCAGTAACTTATTGTACATACCAAGTCCATT
ATTARAGGAAGARRCARATTTCTCTGTCAGAGTTGGAGATATGTCCAGTCAGCAAATGATAG
AACAATTATACAAAAAAARRAGCTT

24

AAGCTTGGAGCTTCAGCATCAGTGCTTCCAGTGRATATTCAGGACTAATTTCCTTTAGGGETG
GACTGGTTGGATCTCCTTGCAGTTCAAGGGACTCTCAAGAGTCTTCTCCAGCATTAGCACAG
TTCAAAAAAARAARGCTT

25

ARGCTTAGAGGCAGTAACAATGATTCTCTTTCTTTTAGCARATCAAAGCTEGGAAGCAGTTCG
TCAAGTGAGGTATGTCATTTTTATGTTAAT TAAGTATCCCAATTAGAAAATGTTTATGAAAG
TTTGTTGAACCATAAAGTTTACATGTCCCGTAAGETTTCATCGTACAAGGCACTATGTATCT
AATCTATCCTAATTTTAACATACAAGGCTATCAACCCCARARAARRAAGCTT

26

AANNNNNNNGGNNTNNNCNNCTGAGAGACTTGARAATTCGTGETTCCCTGECCAGAGCAGOC
CTTCAGGAACTCCTTAGTAARAGGACTTATTAAACTGGTTTCARAGCACAGAGCTCAAGTGAT
TTACACCAGARAACACCAAGGGTGGAGATGCCCCAGCTGCTGGTGARGATGCATGAACAGETC
CCACCAGCTGTACATTTTGAARRATAARACTTTATTAAATCAAAAAAARRARCTT

27

AAGCTTTTGATCCCACTGTGTCCAAGGATGAATACAGAGCATATCTTARAGATTTCCTCOCAG
ACTGAAARTGAGGGAAATGCTATAGATGAARTTAAAGCAATGTTTTCTCCAGCAGTCARATGA
AACTCTGGCCAATTTCAAACAGATGTTGGAAGTCATGTACAACAGTATATACTGTAAAGCAT
TCTAATTTTCTGCAAGAACTTTGGCTCAGAAATGTCGACTGGCGATGAGTATATACCACARG
CTGTCTGTCTTTTTTGTCTITTAATC TACACACTGCAAGACAATTGTTGARACCTCAAATAC
ATTTTCATTTCAATAAAGTATCTGCATATCAAAAARARAARNCTT

28

ARAGCTTGGCTATGGGATATGGTAAAGAGAAAARAAAAAGTATGAARATATCAATTAAGARACT
CTCTTTATGATGTGCTATTTGTAT I TACAARAGAATTTTTAAGAARAACCTTGAATATTGGTA
ATACTTTTCATCTGCATCATTCTTTGARAAGCATGARATTAAAGGTGTTGTCAAARARARARAR
GCTT
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VL. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A. Géis de differential display realizados na Universidade de Leén.
Obtencio do ¢DNA de bandas candidatas, clonagem e sequenciagdo.
Identificacdio das sequéncias (BLAST).

O comprimento dos primers arbitrarios utilizados na técnica de differential
display foi de 13 bases. Este comprimento estid determinado estatisticamente de tal
forma que cada primer seja capaz de reconhecer 50-100 espécies de cDNA (Liang e
Pardee, 1992; Liang, 1998; Cho et al., 2002; Yang e Liang, 2006; Liang ef al., 2007). A
analise das peliculas de auto-radiografia dos géis de poliacrilamida desnaturalizante
realizados na ULE permitiu observar uma média de 58 bandas de ¢DNA por carril.
Perante estes resultados, podemos afirmar que as condigdes utilizadas no nosso
laboratério permitiram observar nos géis um nimero médio de bandas dentro do
espectavel.

O protocolo seguido no nosso laboratdrio para re-amplificar ¢ para clonar os
fragmentos de DD sugerem a utilizag3o de fragmentos com um comprimento superior a
150 bp como bandas candidatas. No entanto, o tamanho ideal foi estabelecido entre 200
e 600 bp (RNAimage® kit). Os fragmentos das bandas candidatas obtidas na ULE
variam entre 155 ¢ 366 bp. Embora se possa considerar que o tamanho se encontra
dentro do recomendado, um tamanho relativamente pequeno das bandas candidatas
pode resultar num inconveniente inerente d técnica da DD. Isto € devido a que as
pequenas bandas poderiam apresentar dificuldades acrescidas na confirma¢do da
cxpressdo diferencial com a técnica de Morthern blot, j4 que muitas vezes n3o se
observa sinal de hibridacio quando utilizadas como sondas (Yoshikawa et al., 1998;
Lievens et al., 2001; Liang et al., 2007).

No nosso estudo utilizaram-se amostras de todo o tecido da glandula maméria de
ovelha, tal como antes Suchyta et al. (2003) empregaram para averiguar diferencas da
expressio de genes na glandula mamaéria de vacas em distintos periodos da fase de
desenvolvimento.

As bandas candidatas 1, 3, 4 ¢ 6 apresentam uma homologia muito baixa, com

sequéncias de clones contendo sequéncia de DNA genémico do porco (Sus scrofa) e
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livrarias dos cromossomas 14 e¢ 10 humanos (Homo sapiens). A causa desta baixa
homologia com sequéncias previamente conhecidas pode dever-se a que nio foi
sequenciado o genoma completo de muitas espécies animais, entre as quais se encontra
a ovelha (Ovis aries). Por outro lado, também ¢ conveniente assinalar que na
bibliografia consultada foram encontradas evidéncias de contaminagio nas bandas
candidatas cortadas dos géis de DD. Isto pode dever-se a que outras bandas, do mesmo
peso molecular ou similar, migrem em conjunto com os fragmentos de ¢cDNA de
interesse. Neste sentido, resulta 6bvio que a possivel contaminacio diminuiria a
homologia com sequéncias de DNA previamente conhecidas. Isto tomaria pouco
possivel a obtengido do sinal Northern blot quando se utiliza estas bandas como sonda
(Averboukh ef al., 1996; Vogeli-Lange et al., 1996; Zhang et al., 1996; Yoshikawa ef
al., 1998; Dilks et al., 2003; Liang et al., 2007).

A banda candidata 2 é homéloga a0 mRNA similar a tubulina B 5 de vaca (Bos
taurus). Os polipeptidos tubulina P ¢ a formam os microtubos. Estes, por sua vez, estio
implicados numa grande variedade de processos celulares, entre os quais se inclui a
mobilidade celular, o transporte citoplasmatico ¢ a mitose (Tuszynski et al., 2006).
Dadas as suas caracteristicas e implicagdes celulares, seria possivel esperar que, de
algum modo, o gene similar 4 tubulina P se expressasse de forma diferencial na glandula
mamaria de ovelhas de elevada e de baixa produgio de leite. No entanto, a falta de
resultados relativos a outras bandas candidatas que nos permitisse confirmar uma
expressio diferencial entre os dois grupos de animais nfio tornou conveniente continuar
com a confirmagfo da expressio diferencial desta banda.

No nosso estudo, foi observado que as bandas candidatas 3 e 4 sdo
complementares uma da outra, apresentarando baixa homologia com a sequéncia
completa da BAC R-433]8 da livraria RPCI-11 do cromossoma 14 de Homo sapiens. A
complementariedade encontrada pode ter explicagio na ligeira diferenga, na mobilidade
das cadeias complementares de DNA em géis de poliacrilamida desnaturalizada,
parecendo assim duas bandas candidatas diferentes (Liang et al, 1993). Tal como
sucedeu no presente estudo, Liang e colaboradores (1993) enfatizaram que este -
fendmeno € mais frequente em bandas menores de 300 bp (Liang et al., 1993).

Nos géis realizados no nosso laboratério € no de GenHunter foi obtida como

possivel candidata a expressdo diferencial a sequéncia homéloga ao gene da p—caseina
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(bandas 5 ¢ 12). No entanto, a confirmacio pela técnica semiquantitativa da expressdo
diferencial deste gene no tibere de ovelhas de elevada e de baixa produgdo de leite ndo
permitiu confirmar esta diferenca.

A banda candidata 7 obtida nos nossos géis é homoéloga ac mRNA do
homodominio da proteina IRXA2 (IRX2) do homem (Homo sapiens). Os genes dos
homodominios das proteinas IRX exercem uma fung¢do reguladora no desenvolvimento
da estrutura da cabeca, dos olhos, das veias, do coragio e do sistema nervoso dos
embrides (Christoffels et al., 2000; Lebel et al, 2003). Portanto, esta banda
provavelmente poderia ser falsa positiva, isto &, a analise com a técnica de Northern blot
nfio permitiria a observagio de expressdo diferencial ou falharia a detecgdo da sonda
(Luce e Burrows, 1998).

Nio se confirmou a expressdo diferencial em ovelhas de elevada ¢ de baixa
produciio de leite das bandas candidatas obtidas a partir dos géis realizados na ULE. Por
outra parte, alguns dos segmentos candidatos dos géis de GenHunter para a expressao
diferencial dos mesmos animais foram utilizados como sondas na técnica de Northern
blot. Neste caso, incluiram-se ovelhas em fase ndio produtiva. No presente estudo, a
realizacdo desta técnica semiquantitativa nfio permitiu expor diferencas na expressio
entre as ovelhas produtoras de elevada e de baixa quantidade de leite, incluindo, como
ja foi referido, a sonda homdloga ao gene da B-caseina.
| Os resultados observados neste trabalho apresentam homologia com alguns
genes previamente conhecidos, como é caso da f-caseina (banda candidata 5). No
entanto, ndo foi observada homologia alguma das bandas candidatas com regides
codificantes. Isto dever-se-4 as caracteristicas da técnica de DD, uma vez que as bandas
candidatas geralmente correspondem ao extremo 3° do gene, que representa
principalmente a regifo ndo traduzida (Yoshikawa ez al., 1998; Lievens et al., 2001).

Nio obstante, chama a atengio que os resultados obtidos com animais de
elevada e de baixa produgfo no laboratério da ULE e no laboratério de GenHunter, com
excepgio do gene da B-caseina (bandas candidatas 5 e 12), sejam distintos. A causa
desta falta de reprodutividade dos resultados podera dever-se a factores intrinsecos a
técnica de differential display, mas principalmente a factores extrinsecos a técnica, que
variam entre laboratérios. E conveniente assinalar que as amostras de RNA que foram

utilizadas nos dois laboratérios procedem de extracgdes diferentes. Embora as técnicas
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tivessem sido realizadas seguindo as recomendagdes do protocolo, as preparacdes das
reac¢des de RT e de PCR foram realizadas em distintos laboratérios, por pessoas
diferentes. Também foi assinalado que tanto os termocicladores como os tubos de PCR
podem influir de certo modo na reprodutibilidade dos resultados (Vogeli-Lange ef al.,
1996; Zhang et al., 1996; Liang, 1998).

Um dos investigadores que desenvolveu a técnica de DD afirmou que a mesma
pode ser reproduzivel sempre e quando nio existam factores internos ou externos
impeditivos (Liang, 1998). Assim, por exemplo, este autor refere que, partindo da
divisdo de uma quantidade ignal de uma mistura de PCR em cinco tubos de PCR de
parede fina, o padréo de exibigdo de cDNA nos géis é exactamente o mesmo. Mas, por
sua vez, a prepara¢io de cinco reac¢des individuais de forma independente, e devido a_
erros de pipetagem, poderd originar que o padrio de ¢cDNA amplificado nio seja o
mesmo (Liang, 1998). O exemplo assinalado por este autor permite ter uma ideia de
como alguns factores poderiam originar diferengas nos resultados.

Néo deixa de ser surpreendente o facto de que no nosso laboratorio se tenha
obtido poucas bandas candidatas para a expressdo diferencial em tecido da glindula
mamdria de ovelhas de elevada e de baixa produgio de leite. No entanto, é conveniente
assinalar em primeiro lugar que, se existem diferengas na quantidade de leite produzido
entre os animais de alta e de baixa producio, estas podem ndo ser suficientemente
elevadas para evidenciar a expressio diferencial nos resultados obtidos com as técnicas
que foram empregues no presente estudo. Em segundo lugar, Liang (1998) assinalou a
possibilidade de encontrar um maior nimero de fragmentos falsos positivos quando se
comparam amostras do mesmo tecido de diferentes animais, do que quando se
comparam amostras de diferentes tecidos do mesmo animal. Neste sentido, todas as
amostras utilizadas no presente estudo provém do mesmo tecido, o que poderia

contribuir para que as diferengas que caberia esperar niio se houvessem manifestado.
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B. Géis de differential display realizades em GenHunter. Obtengio do
¢DNA das bandas candidatas a partir de colénias de bactérias
transformadas. Identificagio das sequéncias (BLAST). Confirmacio da

expressio diferencial (Northern Blot)

As 60 bandas que se observam em média em cada carril dos géis de DD estio
dentro do esperado pela técnica e pelos resultados obtidos no laboratério da ULE (Liang
e Pardee, 1992; Liang, 1998; Cho et al., 2002; Yang ¢ Liang, 2006; Liang ef al., 2007).

Embora o protocolo de GenHunter recomenda re-amplificar e clonar os
fragmentos de DD com um comprimento superior a 150 bp estabelecido entre 200 e 600
bp — tamanho ideal (RNAimage® kit) —, os 21 fragmentos das bandas candidatas obtidas
por GenHunter apresentam um comprimento varidvel entre os 133 e os 492 bp. Nio
podemos esquecer que bandas pequenas obtidas a partir de géis de DD poderiam
apresentar maiores dificuldades na confirmacdo da expressio diferencial com a técnica
de Northem blot, ja que, quando utilizadas como sondas, falham muitas vezes o sinal de
hibridacdo (Yoshikawa ef al., 1998; Lievens ef al., 2001; Liang et al., 2007).

Foram detectadas 21 bandas candidatas nos géis de DD. Uma vez que nio nos
foi possivel confirmar a express3o diferencial de todas, optdmos por utilizar onze como
sonda de Northern blot para confirmar os resultados obtidos nos géis de DD. Estas
sondas foram escolhidas com base na sua intensidade/presenga ¢ na homologia nos
resultados do BLAST.

Como ja se referiu, estas bandas candidatas foram clonadas e sequenciadas. Foi
confirmada a expressio diferencial em sete bandas candidatas entre os grupos de
ovelhas em estudo (bandas 8, 9, 10, 11, 12, 13 ¢ 14). Com excep¢io de uma das bandas
candidatas (14), todas apresentaram maior expressio nos animais produtores de leite
face a ovelhas secas. As restantes quatro bandas candidatas em que ndo se obteve
confirmag3o mediante a técnica de Northern blot parecem ser falsas positivas (bandas
15,16, 17 e 18).

Os resultados obtidos apds a confirmagdo da banda candidata (8) com a técnica
de Northern blot permitem sugerir que a enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase da
mitocondria (GPAM) se expressa na glindula mamaria de ovelhas lactentes, enquanto

nio ocorre em ovelhas secas ¢ nos fibroblastos fetais utilizados como controlo. Por
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outro lado, no presente estudo nio se observaram diferengas significativas na expressio
de GPAM entre as nossas ovelhas de elevada e de baixa produgio.

E sabido que o periodo de lactagio origina alteragdes no metabolismo de
hidratos de carbonos ¢ dos lipidos em diferentes 6rgios do corpo, incluindo a glindula
mamaria. O objectivo destas alteragdes metabdlicas é proporcionar glucose, acetato e
acidos gordos para a glindula mamaria, com vista a suportar a sintese de leite.

Nos tecidos dos mamiferos pode encontrar-se duas isoformas da enzima
glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) (EC 2.3.1.15), que se codificam por dois
genes independentes (Coleman et al., 2000). As duas isoenzimas identificam-se com
base nas diferengas do seu pH 6ptimo, dos valores de K, da sensibilidade ao calor e
aos reactivos de sulfuidril, da especificidade do substrato para a acil-CoA saturada
como dador de acil e, principalmente, devido a localizagio subcelular. Uma das
isoenzimas localiza-se na membrana externa da mitocondria (glicerol-3-fosfato
aciltransferase da mitocondria (GPAM), enquanto na outra se poderd encontrar no
reticulo endoplasmatico (glicerol-3-fosfato aciltransferase microssomal (GPAT)
(Monroy et al., 1972; Saggerson et al., 1980; Morand et al., 1998; Ericsson ef al., 1997;
Hammond e? al., 2002; Cao et al., 2006).

Existem evidéncias de que a enzima GPAM controla a taxa de incorporagio de
acidos gordos na sintese de triglicéridos (TGA), sendo estes um dos componentes
essenciais do leite. A enzima cataliza o primeiro passo na bio-sintese de triglicéridos por
meio de acilagio do glicerol-3-fosfato na posigdo sn-1 para produzir &cido
lisofosfatidico. Este 4cido, sintetizado na membrana externa da mitocdndria, pode ser
mantido na mitocéndria para ser convertido em cardiolipina ou pode ser transportado
para o reticulo endoplasmatico, onde se localizam as enzimas terminais da sintese de
triglicéridos e a maioria das enzimas para a sintese de glicerofosfolipidos. Desta forma a
GPAM contribui para a sintese “de novo™ de triglicéridos, processo bioldgico em que
também participa a outra isoforma da enzima (Bell € Coleman, 1980; Ericsson ef al.,
1997; Balija ef al., 2000; Hammond et al., 2002; Onorato et al., 2005; Cao ef al., 2006).

O gene da enzima GPAM que, no nosso estudo, permitiu verificar uma
expressdo diferencial na glindula mamaria de ovelhas produtoras de leite face a ndo
produtoras foi localizado no cromossoma 10q25,2 do homem (Homo sapiens), no

cromossoma 10 do chimpanzé (Pan troglodytes) € no cromossoma 1q55 de ratazana
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(Rattus norvegicus). Em rato (Mus musculus) encontra-se no cromossoma 19 a distincia
de 52,0 cM e foi observado no cromossoma 26 da vaca (Bos faurus) € no cromossoma
16 no porco (Sus scrofa). No entanto, ainda nfo foi identificado no genoma da ovelha
(Ovis aries) (Welch et al, 1998; Roy et al, 2002; Tomas et al., 2003;
http://www.informatics .jax.org/).

O grupo de Roy et al. (2006) estudou a estrutura genética € uma transcrigio
alternativa da GPAM nos bovinos, dado que a localizagdo do GPAM se encontra numa
regiio do cromossoma onde surgem diferentes Quantitative Trait Loci (QTLs) que
afectam a produgio de leite, de gordura e de proteina. Estes autores afirmam, também,
baseando-se na localizacio QTL, que o gene que codifica para a GPAM poderia ser
considerado como bom-candidato para os caracteres referidos.

A GPAM foi purificada ¢ o seu cDNA clonado, o que permitiu melhorar o
conhecimento da enzima. Sabe-se que é um proteina de 827 aminodcidos e que a
comparagio da sua sequéncia com a de outras aciltransferases evidencia quatro regides
de forte homologia que contém a sequéncia-assinatura das glicero-lipidos
aciltransferases (Hammond ef al., 2002; Coleman e Lee, 2004).

Estudos realizados parecem indicar que a GPAM ¢ regulada pela nutrigio
(alimentag¢io ¢ jejum) e por hormonas (insulina ¢ factor de crescimento epidermal), de
tal forma que a regulacio hormonal da GPAT se realiza provavelmente a nivel da
transcrigdo. Também se observou em diferentes estudos a possivel existéncia de outros
mecanismos de regulagdo, como a fosforilagdo ou a desfosforilagéo, que podem afectar
a actividade desta enzima (Sul e Wang, 1998; Welch er al., 1998; Dircks et al., 1999;
Onorato e Haldar, 2002; Hammond et al., 2002; Roy et al., 2000).

E importante recordar que os acidos gordos nos triglicéridos do leite provém da
circulagdo sanguinea ¢ da sintese “de novo” na glindula mamaria. Em vacas leiteiras,
uma dieta rica em hidratos de carbono facilmente fermentiveis e pobre em fibras
origina uma diminuigio na gordura do leite, proveniente das duas fontes. Em animais
alimentados com esta dieta, a quantidade de mRNA proveniente dos genes implicados
na sintese de gordura ma glindula mamaria, como a GPAT, foi afectada de maneira
consistente com a redugio da gordura do leite (Peterson et al., 2003). Nos tecidos em
que se observa a presenga das duas isoformas da GPAT parece eXistir uma associagio

entre o aumento da sintese de triglicéridos e da actividade destas enzimas GPAT. No
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entanto, observa-se frequentemente um acréscimo mais significativo da forma GPAT
microsomal (Sul ¢ Wang, 1998; Coleman et al., 2000).

Com o objectivo de determinar os mecanismos pelos quais a alimentagio com
4cidos linoleico conjugados (CLA), trams-10 e cis-12 CLA reduzem a sintese de
gordura do leite em vacas leiteiras, foi realizada uma experiéncia pela qual foram
introduzidas no abomaso infusSes com estes dcidos. Foi possivel observar que depois de
cinco dias de infusdo com os CLA ocorreu uma redugiio da expressio de mRNA das
enzimas essenciais para a sintese de gordura do leite na glandula mamdria, observando-
se uma diminuicdo de 42% nas GPAT. Os CLA reduzem a sintese de gordura no leite
por duas vias de sintese, mas afectam mais a proveniente da sintese “de novo”. Os
dados ressaltam uma forte coordenagiio desta regulagdo, embora ainda ndo tenham sido
revelados para o mundo da ciéncia (Baumgard et al., 2002).

O desenvolvimento da sintese de acidos gordos pela glandula mamaria na
proximidade do parto € uma parte integral da lactogéneses e as hormonas necessdrias
para a sintese de acidos gordos parecem ser as mesmas para a lactogéneses e para a
lactagdo em geral. Diferentes estudos demonstraram a necessidade de uma combinagéo
de insulina, glucocorticéides e prolactina para permitir a sintese de 4icidos gordos na
ratazana, no rato, no coelho, na cabra, na vaca ¢ em biifalo de 4gua (Mayer, 1978;
Skarda et al., 1978; Collier et al., 1977; Bhatia et al., 1979; Vernon et al., 1983).

O estudo realizado por Vernon et al. (1987) teve como objectivo determinar o
efeito da lactagdo na actividade de véarias enzimas, entre as quais se encontram as duas
isoformas da GPAT, em diversos tecidos ovinos, sendo um deles o parénquima
mamadrio de¢ ovelhas. No estudo observou-se que a actividade desta enzima durante a
lactagdo ¢ tdo elevada que faz parecer pequenas as alteragdes verificadas nos tecidos
adiposo peri-renal ¢ subcutineo, musculo esquelético, figado e cértex do rim. Estes
autores observaram que as ovelhas por eles estudadas provavelmente utilizariam esta
enzima com uma eficiéncia de 50 a 60%, dado que mediram uma taxa de secrecdo de
gordura no leite de aproximadamente 250 g/dia. Este ritmo de secregfio corresponde a
uma taxa de esterificagdo dos 4cidos gordos de 700 a 900 mol/minuto por ovelha, dos
quais dois tergos provém da esterificagdo pela enzima GPAT na glandula mamaria. Da
actividade total da GPAT medida na glindula mamiria, foi estimado que

aproximadamente 18% correspondeu 4 GPAM e a restante a outra isoforma.
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Os nossos resultados parecem indicar que na glindula maméria de ovelhas
adultas na fase seca ndo se expressa o gene da GPAM, de forma que possa ser detectada
pela técnica de Northern blot. No trabalho realizado por Vernon ef al. (1987), ndo se
estudou a actividade da GPAT na glandula mamaria em ovelhas néo lactentes, mas ¢ de
supor que quando a glandula mamaéria ndo produz leite os niveis desta enzima sejam
baixos. Desta forma, os nossos resultados estdo de acordo com a bibliografia
consultada.

Por outro lado, quando utilizada a técnica semiquantitativa de Northern blot néo
foram observadas diferencas significativas entre as nossas ovelhas de elevada ¢ de baixa
produgio, podendo isto dever-se ao baixo niimero de animais em estudo por grupo
(n=3), mas também A relativamente pequena diferenga na quantidade de leite produzido
pelos animais de elevada ¢ de baixa produgio. Além disso, a técnica de Northern blot
pode nio ser a mais indicada para detectar pequenas diferengas entre os grupos de
animais em estudo.

A analise do gel obtido por DD pareceu indicar uma diferenca de expressdo do
RNA mitocondrial, concretamente na regido codificante da subunidade 5 da NADH
desidrogenase (banda 9), na glindula mamaria de ovelhas de maior produgdo de leite
face aos restantes grupos de animais em estudo. No entanto, os dados obtidos
empregando Northern blot ndo confirmaram estes resultados, uma vez que se verificou a
expressdo em todos os animais produtores de leite. A técnica Northern blot permitiu
observar que este gene se expressa na glandula mamaria de ovelhas lactentes e que,
embora de uma forma muito escassa, se observa a sua expressdo na glindula mamaria
de ovelhas secas, ndo expressando em fibroblastos fetais.

Os resultados de Northern blot estdo de acordo com o esperado porque, como
antes se assinalou, devido a influéncia hormonal durante a transi¢do para a lactagio, tem
lugar um grande crescimento e desenvolvimento dos tecidos da glindula mamaéria.
Desta forma, a populacdo de células alveolares que emerge depois da diferenciacdo
apresenta uma elevada capacidade para o metabolisme oxidative. O aumento do
metabolismo oxidativo que € necessario para cobrir a vasta necessidade de energia da
lactagiio é obviamente devido ao aumento da fungio mitocondrial. Estes estados de
desenvolvimento sdo, portanto, periodos activos de replicagio ¢ de expansdo das

mitocdndrias, observando-se um grande aumento da actividade enzimatica (Rosano ¢
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Jones, 1976a; Dreels e Baumrucker, 1982; Akers, 2002).

Também outros autores como Suchyta er al., 2003 compararam a expressio de
genes na glandula mamdéria de bovinos em periodo lactente e ndo lactente obtendo
também diferengas em genes que regulam o metabolismo energético. Idénticos
resultados foram obtidos em estudos com ratas (Rudolph et al., 2003; Clarkson et af.,
2004; Stein ef al., 2004; Nakamura et al., 2006; Ron et al., 2007).

No periodo entre a gestagio e a lactagdo existe um aumento da quantidade da
membrana interna da mitocéndria (vérias enzimas essenciais) ¢ de material da matriz
(ciclo de Krebs, transporte de electres ¢ fosforilagdo oxidativa). Estas alteracdes que se
produzem na estrutura da mitocondria tém origem na resposta 4 maior necessidade de
energia da lactacdo (Rosano e Jones, 1976a). Acompanhando 0 aumento da actividade
da membrana interna das mitocdndrias existe um aumento equivalente no total de
proteina. Este facto deve-se ndio s6 ao aumento selectivo das enzimas individualmente,
mas também a um desenvolvimento geral da mitocéndria (Tobon e Salazar, 1975;
Rosano ¢ Jones, 1976b; Akers, 2002).

O controlo genético da mitocondria € levado a cabo tanto pelo DNA nuclear
como pelo mitocondrial (mtDNA), que em conjunto contribuem para a estrutura ¢ para
o funcionamento deste organelo (Tzagoloff, 1982; Weiss, 1991). A auséncia de
recombinagdo € a sua suposta heranga materna converte o DNA mitocondrial num bom
candidato para os estudos de filogenia materna. As variabilidades nas contribnigdes
gencticas para as enzimas das mitocondrias sdo susceptiveis de originar alteragbes na
funcéo respiratoria, o que, consequentemente, poderia produzir diferencas na eficiéncia
da sintese de energia (Lindberg et al., 1989).

O genoma completo da mitocdndria da ovelha (Ovis aries) é constituido por 16
620 bp de DNA circular. A sequéncia de mitocdndria detectada por DD (117 bp) que se
expressa de forma diferencial entre os animais em estudo é 100% complementar da
parte da sequéncia que codifica a subunidade 5 do NADH desidrogenase (11756..13576
bp, comprimento 606 bp} (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST).

A mitocondria promove a oxidagio do NADH e do FADH,, produzidos nas
reac¢des de glicdlise, do ciclo de Krebs, de B-oxidagdo e de oxidagdio de alguns
aminoacidos. A transferéncia de electrdes do NADH e do FADH para o O, realiza-se

numa sequéncia de reacgdes de oxigenagdo num processo designado por cadeia

176



Discussio dos Resultados

respiratoria ou cadeia transportadora de electres. Esta cadeia consiste numa série de
transportadores de electrdes que operam de forma sequencial, formadas por proteinas
integrais da membrana associadas a grupos prostéticos capazes de aceitar ou doar
electrdes. Os electrdes passam através dessa cadeia de um nivel de energia mais alto
para um nivel de energia mais baixo o que permite libertar energia suficiente para
sintetizar ATP a partir do ADP ¢ do P; por meio da fosforilagdo oxidativa (Weiss, 1991;
Berg et al., 2002).

Os varios componentes da cadeia transportadora de electrdes localizam-se na
membrana interna da mitocondria por onde os electrdes provenientes do NADH e do
FADH, flem para o oxigénio molecular. Existem vérios transportadores de electrdes
que funcionam em complexos multienzimaticos, sendo o primeiro o complexo NADH
desidrogenase (E.C. 1.6.5.3). Este, também designado por NADH coenzima Q
reductase, & o complexo 1 da cadeia mitocondrial de transferéncia de electrdes, que
cataliza a transferéncia de electrdes do NADH para a coenzima Q (CoQ):

2NADH + CoQ (oxidada) + 2H" > 2NAD" + CoQH; (reduzida)

A NADH desidrogenase constitui o maior complexo respiratorio, de tal forma
que a enzima nos mamiferos contém 45 subunidades proteicas separadas, das quais sete
sdo codificadas pelo genoma da mitocéndria (Weiss, 1991; Berg et al., 2002; Lazarou et
al., 2007).

A NADH desidrogenase apresenta uma estrutura em forma de “L” com o brago
horizontal dentro da membrana € o brago vertical projectado na matriz (Berg et al.,
2002).

A reacgiio catalizada por esta enzima envolve varios passos intermedidrios que
ainda ndo foram completamente esclarecidos. Esta enzima promove a transferéncia de
dois electrdes do NADH para o grupo prostético da flavina mononucleotideo (FMN)
dando origem 2 forma reduzida da FMNH,. Os electres sdo depois transferidos da
FMNH, para uma série de centros ferro-enxofre (FeS) que constituem o segundo grupo
prostético da enzima NADH desidrogenase. Os centros podem consistir de dois a quatro
stomos de ferro complexado com igual nimero de ides sulfeto (2Fe-2S ou 4Fe-4S),
mediando a transferéncia de um electrdio. Os electrdes do grupo ferro-enxofie sdo entdo
transferidos para a coenzima Q. Como resultado da transferéncia de dois electrdes do

NADH para a coenzima Q (ubiquinona) através da NADH desidrogenase origina a
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transferéncia de quatro protdes da matriz mitocondrial para o espago intermembranar.
Os restantes transportadores de electrdes designam-se por succinato-coenzima Q
oxidorreductase (complexo II), coenzima Q- citocromo ¢ oxidorreductase (complexo
111} e citocromo ¢ oxidase (complexo IV) (Berg et al., 2002).

Embora, na bibliografia consultada nfo se tenha encontrado referéncias directas
a um aumento da actividlade da NADH desidrogenase subunidade 5 (cDNA
mitocondrial) na glindula maméria de animais lactentes, foi referido que na glandula
mamaria de animais lactentes ocorre um aumento do nimero ¢ da actividade das
mitocondrias, j4 que estas sdo a “méquina produtora” de energia bioldgica. De esta
forma ndo € surpreendente que os resultados obtidos utilizando a técnica de Northern
blot permitam observar diferengas de hibridacio significativas entre ovelhas produtoras
de leite e ndo produtoras, quando foi utilizada como sonda partc da sequéncia
codificante da NADH desidrogenase subunidade 5 (cDNA mitocondrial).

No nosso estudo, néo se observou uma diferenga estatisticamente significativa
na expressido de NADH desidrogenase subunidade 5 em ovelhas de elevada e de baixa
produciio de leite. Esta falta de diferencas poderia ser devida, em parte, a0 pequeno
numero de animais em estudo por grupo (n=3). Por outra parte, é conveniente assinalar
que a diferenca entre a quantidade de leite produzida pelos animais considerados como
de elevada e de baixa produgfio é relativamente pequena, o que poderia contribuir em
certa medida para que a expressio diferencial ndo se tenha evidenciado da forma
esperada. Também a técnica de Northern blot utilizada para a confirmagio &
considerada uma técnica semiquantitativa e talvez nfio permita averiguar pequenas
diferencas na expressdo de genes, como poderia ocorrer no nosso estudo.

Os nossos resultados parecem indicar a probabilidade da existéncia da
expressdo, embora pouco intensa, de uma sequéncia de mRNA parcial similar ao
dominio de tetramerizacio 3 do canal de potissio (banda 10) quando as ovelhas
produzem leite. Os canais de potassio sfo proteinas integradas na membrana plasmatica
da maioria das células em todas as formas celulares (Shealy ef al., 2003).

A glandula mamdria € essencialmente um epitélio de secrecfio que transporta de
forma vectorial uma grande quantidade de solutos, tais como lactose, Na', K* e CI,
assim como outros compostos, como as proteinas de leite e gorduras (Shennan e Gow,

2000). Nos bovinos, a secregdo do K*, Na' e CI' determina aproximadamente 40% da
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forca impulsora, sendo a restante determinada pela lactose. Os ides monovalentes ¢ a
lactose sdo segregados no lumen da glindula mamaéria principalmente por meio de
vesiculas. Dado que a membrana apical das células epiteliais contém canais de K', Na*
e CI', provavelmente de tipo ndo selectivo, é possivel que exista um contacto directo
entre os ides monovalentes dentro das células epiteliais e o fluido armazenado no limen
da glindula. Foi observado que os canais de iGes presentes na membrana apical das
células epiteliais mamadrias exibem também fungdes de regulagdo na secregio de leite,
dado que se demonstrou que a inibigdo destes canais reduz a secrecio de lactose € de
ides monovalentes no limen da glindula, originando uma diminui¢io do volume de
leite (Silanikove ef al., 2000).

Os processos de captagio de substratos e de sintese de determinados
componentes do leite, assim como a secre¢do dos mesmos podem originar alteragdes no
volume celular. As células necessitam de manter o volume dentro de determinados
limites para sobreviver. O fluxo de K* pode ajudar na regulagio do metabolismo da
glandula mamaria, devido a que a sintese de proteinas do leite estd sob o controlo do
estado de hidratacdo celular (Shennan ¢ Thomson, 2004). Os resultados observados por
Shennan e Gow (2000) em tecidos de glindula mamaria de ratas lactentes permitem
chegar A suposigdo da existéncia de canais de potassio activados pelo volume. O fluxo
de potassio activado pelo volume desenvolve uma fungiio central na regulacio do
volume celular da glandula mamaria. A sintese de proteinas na glindula mamdria esta
afectada pelo estado de hidratagdo. Desta forma, a tumefacgio ou a desidratagio celular
aumentam e diminuem, respectivamente, a sintese de proteinas. Neste mesmo sentido, o
controle de outros processos metabdlicos como a sintese de gordura e de glucogénio séo
também sensiveis ao estado de hidratagiio celular. O volume celular parece também
afectar a secre¢do de hormonas, a proliferacio celular, os processos de apoteose € a
migragdo celular (Shennan e Thomson, 2004).

Os nossos resultados parecem estar de acordo com o observado na bibliografia
(Shennan e Gow, 2000, Silanikove et al., 2000; Shennan ¢ Thomson, 2004), dado que
também se verificou que os canais de potassio poderiam, de alguma maneira, regular o
volume celular da glindula mamdria em lactacdo e, em menor extensio, também
parﬁcipar na secregdo de leite.

Como antes referiu, a glandula mamaria desenvolve-se em diversos periodos,
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que vio desde o embriondrio 4 puberdade, A gestagdo e A lactacdo, sofrendo uma
regressdo durante a lactagdo. Neste estado, a progenitora produz leite, sendo este a fonte
principal de nutrigdo para o recém-nascido, fornecendo-lhe proteinas, minerais, hidratos
de carbono, acidos gordos, factores de crescimento, moduladores imunolégicos, etc..
Embora se tenham identificado caseinas em todos os mamiferos, nos eutheriam
constituem o maior grupo de protcinas do leite, indo até aos 75% no caso dos
ruminantes (Rijnkels, 2002; S@rensen et al., 2003; Choi et al., 2004).

Estudos com microarrays de DNA realizados na glindula mamaria de ratas
permitiram observar que no periodo da lactagio se expressam predominantemente os
genes que codificam proteinas do leite, aumentando a expressdo durante a gestagdo
(Lemkin et al., 2000; Rudolph ef al., 2003).

Os nossos resultados pareceram indicar uma expressdo diferencial nas caseinas
(@-82, B ¢ a-S1) (bandas 11, 12 ¢ 13), entre a glandula maméria de ovelhas que
produzem leite, face a ndo produtoras. Tal facto parece confirmado pela técnica de
Northern blot, mas ndo pareceu indicar diferengas significativas entre animais de
elevada e de baixa produgio.

Também no estudo realizado por Suchyta e al., 2003 em que foi comparada a
expressdo de genes da glandula mamaria de vacas em periodo lactente e ndo lactente
obtém tal como nods diferencas na expressdo dos genes das proteinas do leite. As
caseinas (c-sl- e p) encontram-se entre as que apresentam uma maior expressio em
animais lactentes comparativamente com nfo lactentes (Suchyta ef al., 2003). No
entanto, segundo o estudo de Park ef al., (2007) o leite de ovelha apresenta em média
maior concentragio das caseinas (c-s2- € f) mas também da caseina (a-s1).

No leite dos ruminantes, as caseinas interactuam com o fosfato de calcio,
formando grandes particulas coldides designadas por micelas. Estes complexos de
micelas tornam possivel manter uma concentragdo de fosfato de calcio muito elevada no
leite, de forma a prover aos recém-nascidos este elemento essencial para a
mineralizagio dos tecidos calcificados que estdo em rapido crescimento. As micelas do
leite de ovelha, tal como as do leite de cabra apresentam uma mineratizacio média mais
elevada do que as do leite de vaca (S@rensen ef al., 2003; Park et al., 2007). Também se
pensa que as micelas de caseina exercem uma fungdo bioldgica vital ao proteger a

glindula mamaria contra a calcificagdo, uma vez que sequestram uma concentragio
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elevada de fosfato de calcio (Little e Holt, 2004). As caseinas podem-se dividir em dois
grupos, consoante a sua solubilidade em cdlcio. Assim, trés caseinas (B, o-S1 e «-S2)
ndo sdo soliveis em célcio, enquanto a k-caseina ¢ solivel em calcio (Farrell er al.,
2003; Park ef al., 2007).

Nas tltimas décadas tem-se determinado as sequéncias de DNA gendmico ¢ de
c¢DNA dos genes de caseinas de muitas espécies. Foi observado, dependendo da espécie,
trés a quatro genes relacionados entre si na forma de evolug@o. Estes genes sio também
designados por caseinas sensiveis ao célcio: a a-sl-caseina (CSN1SI o Csna), a B
(CSN2 o Csnb), a u-s2 (CSN2S2, A ¢ B, o Csng e Csnd) ¢ o gene da x-caseina (CSN3
ou Cnsk), que lhes est4 fisica e funcionalmente ligado (Rijnkels, 2002).

Nas ovelhas, nos bovinos e nas cabras (artiodéactilos) ndo se encontra a a-s2-
caseinaA, apresentando trés genes antes assinalados para a codificacdo das caseinas.

Por seu lado, o homem, o coelho, o rato ¢ a ratazana apresentam os quatro genes,
uma vez que além dos genes que existem nos animais do grupo anterior também se
distingue a presenca da caseina a-s2A (Rijnkels, 2002).

O gene da u-sl-caseina localiza-se no cromossoma 4q21,1 do homem (Homo
sapiens). No rato (Mus musculus) encontra-se no 5 a distdncia de 44,9 cM, no
cromossoma 14p21 da ratazana (Rattus norvegicus), enquanto no porco (Sus scrofa) foi
localizado no cromossoma 8. Este gene foi detectado no cromossoma 6g26-33 da vaca
(Bos taurus), e também no cromossoma 6 da ovelha (Ovis aries). Neste animal o gene
apresenta 18 exdes, 0 mRNA tem o comprimento de 1 110 bp ¢ a proteina 206
aminoacidos (Ferranti er al., 1995; Ceriotti et al., 2004; http://www.informatics
Jjax.org/).

Foi determinada a localizagiic da B-caseina no cromossoma 4q21,1 dos humanos
(Homo sapiens), no cromossoma 5 & distincia de 44,91 cM do rato (Mus musculus) e no
cromossoma 14p21 da ratazana (Rattus norvegicus), enquanto no porco (Sus scrofa) foi
encontrado no cromossoma 8. Na vaca (Bos raurus) este gene foi encontrado no
cromossoma 6q31-33 e por seu lado foi também localizado no cromossoma 6 no brago
q 4 distincia de 22-31 ¢M na ovelha (Ovis aries). Nesta espécie, tal como na maior parte
dos animais estudados, o gene da P-caseina apresenta nove exdes (Rijnkels, 2002,
http://www.informatics.jax.org/).

Por seu lado, a u-s2-caseinaA localiza-se no cromossoma 4q21,1 do homem
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(Homo sapiens) e no rato (Mus musculus) a variante csnd ortologa 3 w-s2-caseinaB foi
descoberta no cromossoma 5 4 distdncia de 44,94 cM, ¢ na ratazana (Rattus norvegicus)
no cromossoma 14p21. Nos artiodictilos que unicamente apresentam o gene u-s2B,
como a vaca (Bos taurus), foi encontrado no cromossoma 6q31, enquanto na cabra
(Capra hircus) no 4 e em ovelhas (Ovis aries) no 6. Sabe-se que o gene da a-s2-
cascinaB  contém, na ovelha, 18 exdes (Groemen et al, 1993;
http://www.informatics.jax.org/).

Foi sugerida na ovelha Churra a existéncia de um QTL no telémero do
cromossoma 6 préximo da regido dos genes que codificam as caseinas. Duas familias
com diferentes fungBes sdo segregadas nesta regido — uma para a percentagem da
proteina e outra para a produgdo de leite. Tal como o descrito nos bovinos, a primeira
familia de segregagio origina a diluigdo da concentragfio do leite (Georges et al., 1995;
Spelman ef al., 1996; Barillet et al., 2005). Pelo contririo, a segunda demonstra um
efeito pleitropico na produgio de leite e de proteina, como é referido por Kiihn ef al.
(1999), noutro cromossoma de bovinos (Barillet et al., 2005).

O cluster dos genes das caseinas encontra-se numa regiio de 250 a 350 kb,
dependendo da espécie, sendo muito rico em AT (menos de 37% de GC) e apresentando
um contetdo de repeticdes abaixo da média (Rijnkels, 2002). A organizagio e a
orientagdo dos genes nos clusters em todas as espécies estudadas até A data permitem
observar que ¢ altamente conservada (Pauloin ef al., 2002).

A conservagdo observada nos genes ortélogos da caseina ocorre principalmente
nas regides 5° e 3 UTRs, no sinal peptidico ¢ nos maiores sitios de fosforilagio (P-
sites). Em todos os genes das caseinas o primeiro exdo codifica a regifo 5’UTR
(Mercier e Vilotte, 1993; Rijnkels, 2002).

O facto de actualmente todos os mamiferos apresentarem caseinas sensiveis ao
calcio e caseinas do tipo 1, indica que o gene ancestral emergiu antes da radiagio dos
mamiferes (hd mais de 300 milhdes de anos). Existem teorias segundo as quais as
caseinas sensiveis ao célcio evoluiram a partir de um gene ancestral por duplicagio de
ex0es. O gene ancestral terd contido ou recrutado os exdes que codificam os elementos
necessarios para a secregdo da proteina, para que esta possa ser fonte de nutrientes ¢ de
minerais (Jones et al., 1985; Rijnkels, 2002).

Dos genes de caseina sensiveis ao calcio, a estrutura da B-caseina é a mais
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conservada entre ortdlogos. Em contraste com os genes de o-sl-caseina ¢ de o-s2-
caseina, o da CSN2 ndo parece ter sofrido grandes duplicagbes ou outras
reorganizages, sendo unicamente observadas algumas modificagBes nos nucledtidos.
Uma das razdes para a elevada conservagio da estrutura da fB-caseina poderé ficar a
dever-se 4 orientagio deste gene, que € oposta 3 das outras caseinas sensiveis ao calcio,
e a todos os genes da regifio. Por isso pensa-se que o gene da P-caseina ¢ o que poderd
ser mais parecido com o gene ancestral das caseinas (Rijnkels, 2002).

As duplicagdes que originaram o gene da o-sl-casefna ocorreram antes da
duplicagiio que deu origem aos genes da o-s2-caseina. O facto de os genes da a-s2-
caseina apresentarem duplicagdes internas mais reconheciveis indica uma origem mais
recente ¢ também suportam uma relagio mais proxima entre estes genes ¢ o da [-
caseina (Bonsing e Mackinlay, 1987; Rijnkels, 2002).

O alinhamento do gene da -sl-caseina em todas as espécies estudadas permitiu
observar uma grande homologia no nivel de organizacdo dos genes, sendo praticamente
idénticos o nimero e o tamanho dos exdes. As variagbes no mRNA e na proteina
devem-se principalmentc a0 fenomeno de maturagio (splicing) alternativo, a
duplicagBes ¢ a insergdes/delecgdes além da substituigdo de nucledtidos (Rijnkels, 2002;
Moioli et al., 2007).

A maduraciio de exdes ¢ um fendmeno comum nos genes das caseinas. Nos
ruminantes foi observado no gene da a-sl-caseina o fenémeno de delecgfio alternativa
de ndo alelos. Também existem estudos que permitem distinguir variantes deste gene
resultantes da maduragfo alternativa dos exdes 9-11 em cabra e em ovelha (Leroux et
al., 1992; Ferranti et al., 1997).

A anilise comparativa do cluster de caseinas em rato, em ratazana ¢ no homem
permitiu identificar os genes u-s2 muma posi¢do conservada entre espécies, enquanto o
cluster de bovinos unicamente permitiu observar um tinico genc. Um dos dois genes de
caseina no homem, a-s2-caseinaA, demonstrou homologia com o gene de caseina y dos
roedores ¢ com o gene da u-s2-caseinaA do coelho. O outro gene, u-s2-caseinaA, ¢
ortélogo com o gene de caseina & em roedores e com o gene da a-s2-caseinaA de coelho
(Rijnkels, 2002; http://www.informatics.jax.org/).

O alinhamento dos exdes dos genes da a-s2-caseina de humanos, de bovinos ¢

de roedores indica que a estrutura estd bem conservada, nio obstante a duplicagio dos
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genes. A presenca da maioria dos exdes em todas as espécies estudadas ¢ indicativo de
que a duplicacdo do gene ancestral da a-s2-caseina ocorreu antes da radiacio dos
artiodactilos e dos ruminantes. Esta teoria é apoiada pela anilise filogenética do cDNA
dos genes de u-s2-caseina em humano, rato, ratazana, coclho, bovino, porco ¢ camelo
{(Rijnkels, 2002).

A presenca de um unico gene nos artiodactilos (¢ provavelmente noutras
espécies) aumenta a pressdo selectiva para a utilizagdo da maioria dos exdes do gene da
u-s2-caseina, enquanto a duplicagdo de genes (primatas, roedores e coelhos) torna
possivel a diversidade, provavelmente exercendo fungdes diferentes. Foi sugerido que a
duplicagiio de genes ¢ de exdes, combinada com a maduraggo alternativa, poders ser o
principal caminho para a diversificagdo funcional na evolugdo (Kondrashov e Koonin,
2001).

Como antes se fez referéncia, durante o ciclo de vida de um mamifero a glandula
mamaria desenvolve-se em fases diferentes. O estado de lactagdo caracteriza-se pela
expressdc de proteinas do leite, sendo que a maioria sfio caseinas. Tanto o
desenvolvimento da glindula mamdria como a lactagio estio regulados por varias
hormonas, como hormonas peptidicas, esterdides e modeladores de crescimento. A
prolactina, os glucocorticdides ¢ a insulina exercem uma fungdo principal na
acumulagdio do mRNA das proteinas do leite (Juergens ef al., 1965; Rosen et al., 1999;
Gallego et al., 2001; Choi et al., 2004).

A hormona peptidica prolactina segregada pela hipofise, para além de exercer
uma ac¢do na diferenciagio morfolégica ¢ bioquimica das células epiteliais, regula a
sintese de protefnas de leite durante a lactagdo (Groner, 2002). O mecanismo principal
pelo qual a prolactina activa a transcrigdo dos genes responsaveis pela sintese de
proteinas do leite utiliza uma rota biolégica que se activa pela dimerizagéio do receptor
(PrIR), assim como a activagdo da proteina tirosina-quinase Jak2 (Janus activeted
kinasa 2) e a fosforilagio deslocam para o niicleo o sinal de tradugio € o activador de
transcrigdo 5 (Stat5), que se liga especificamente com o promotor dos genes-alvo, como
¢ caso do gene da B-caseina (Groner, 2002; Choi ef al., 2004; Zoubiane et al., 2004).

Embora o mecanismo principal de activagio da prolactina seja o de PrIR-Jak2-
Stat5, também existem outros factores de transcri¢ao, como o C/EBP, o NF, 0 YYI e

outros ainda menos estudados (Groner, 2002).
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O Stat5, embora nfio se expresse exclusivamente na glindula maména, foi pela
primeira vez identificado neste tecido como uma proteina capaz de se ligar ao DNA.
Foram identificados dois clusters de genes Stat5 — o Stat5a e o Stat5bh —, que apresentam
uma homologia de 90% e que provavelmente surgiram por duplicagdo de genes
(Groner, 2002). Existem publicagdes em que se pode ler que o Stat5a € essencial para a
diferenciagdo celular induzida pela prolactina e para a expressdo das proteinas do leite
(Yamashita er al., 2001). Mas parece também existir uma relagiio entre a localizagéo
nuclear do Sta5h nas células epiteliais mamaérias em lactagio e a presenga de mRNA de
genes que codificam proteinas durante a lactagdo e o inicio da involugio (Molenaar ef
al., 2000).

Na sinalizagdo dos glucocorticdides ocorre a ligagio destes aos receptores GR,
resultando no recrutamento de elementos de resposta (GRE) que modulam a transcrigdo
dos genes-alvo (Wittlin ez al., 2003).

Embora a prolactina e as hormonas glucocorticoides exercam as rotas bioldgicas
de forma independente, nas células epiteliais mamérias a expressdo dos genes das
proteinas do leite necessita tanto dos glucocorticéides como da prolactina. Foi
recentemente demonstrado que o Stat5 € o GR interactuam entre si, influenciando a
transcricido tanto de forma sinérgica como para a fazer regredir (Cella ef al. 1998;
Stoecklin ef al., 1999; Wittlin et al., 2003). O Stat5 ¢ o receptor de glucocorticéides
cooperam na transcrigio do promotor do gene da [3-caseina ¢ de outras proteinas do leite
(Groner, 2002; Kingsley-Kallesen ef al., 2002).

No caso da P-caseina, foi demostrado que o GR actua como activador da
transcricdo para o Stat5, aumentando e prolongando o ligamento ao DNA do Stat5,
promovendo o dominio de activa¢do da transcriggo e facilitando a interacgéo com outros
factores de transcricio e com moléculas co-reguladoras (Kingsley-Kallesen e al.,
2002). Os lugares de ligagio de DNA também parecem ser importantes para a
cooperagio do GR e do Stat5. Mutagdes no lugar de ligagio do Stat5 ao promotor
proximo de B-caseina inibem a transcri¢do de genes induzidos por glucocorticdides ¢
PRL-R (Kingsley-Kallesen et al., 2002).

Existe a hipotese de que o Stat5 seja utilizado como um ponto comum nas rotas
bioldgicas de sinalizacio de virios estimulos extracelulares depois de estes terem

traducdo intracelular. Pensa-se que o Stat5 podera representar parte de uma rota comum
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pela qual diferentes sinais extracelulares sdo traduzidos nas células mamarias (Yang et
al., 2000a).

Desde 1965, tem-se conhecimento de que a prolactina actua de forma sinérgica
com a insulina e com a hidrocortisona, induzindo a sintese de caseinas em explantes
mamarios (Juergens ef al., 1965). Mas mais tarde foi publicado que a prolactina, a
hidrocortisona € a insulina sdo necessirias para a maxima acumulacio de mRNA
codificado pelo gene de B-caseina em roedores e em ruminantes, e que a hidrocortisona,
por si 86, ndo ¢ capaz de induzir a sintese de mRNA em culturas de células de glandula
mamdria ou em vivo (Devinoy et al., 1978; Chomczynski et al., 1984; Matusik ¢ Rosen,
1980; Topper ¢ Freeman 1980; McFadden ef al., 1989; Yang et al., 2000a).

A prolactina, em associagdo com a insulina e com a hidrocortisona, regula a taxa
de transcrigdo e a estabilidade do mRNA da B-caseina em culturas de células de
glindula mamaria (Yang ef al., 2000a).

O estudo de células de glandula mamaria (ir vitre) demonstrou que a hormona
do crescimento (GH) funciona de forma semelhante 3 prolactina, aumentando os niveis
de mRNA codificado pelo gene de B-caseina. Embora sejam necessarios mais estudos,
existe a hipétese de que a GH medeie os aumentos do nivel de mRNA das caseinas por
meio da regulagio da degradagio do mRNA, assim como se pensa que esta hormona
previne a involugio da glindula maméria (Yang er al, 2000a). Também parece
provavel que os niveis de mRNA de B-caseina estejam sob a influéncia do ambiente
local nos quartos do Ubere dos bovinos, uma vez que foi observadoe que a actividade de
Stat5 varia localmente, em resposta a diferentes frequéncias de ordenha (Yang et al.,
2000b).

Existem evidéncias de que alguns genes que se expressam na lactagdo poderio
ser também regulados a nivel da transcrigdo. Especula-se que a sintese destas proteinas
estd regulada pela estabilidade do mRNA, como & caso das caseinas, em que a
estabilidade do mRNA se deve a um aumento da cauda de poli(A). Foi descoberto que a
cauda de poli{A) do mRNA codificado pelos genes da B e 8-caseina de ratas é mais
pequena quando cessa a amamentagio, mas que aumenta quando esta ¢ novamente
permitida (Choi et al., 2004). |

Existe o conhecimento de que a hormona oxicitocina ajuda & ejecgio do leite por

meio da contracgdo de células mioepiteliais. Mas existem evidéncias de que a
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oxicitocina, além desta fun¢fo, acelera a transferéncia intracelular de caseinas que sdo
expulsas no leite (Lollivier et af., 2006).

A adesdio da prolactina a receptores transmembranares na matriz extracelular
(ECM) modula a rota biolégica de sinalizagio desta hormona, regulando assim a
transcri¢do e a diferenciagio das proteinas do leite (Zoubiane ef al., 2004).

Embora nio esteja de todo compreendido o mecanismo de “conversacdo™ entre
os receptores transmembranares na matriz extracelular e a resposta da prolactina, sabe-
se que implicam os receptores da membrana plasmatica tradutores dos sinais da ECM a
estrutura do citoesqueleto, designados por integrinas. Estas apresentam a capacidade de
influenciar os processos celulares de forma directa por meio de enzimas de sinalizagdo
e, indirectamente, por intermédio do citoesqueleto constituido por actina (Zoubiane ef
al., 2004).

Os microfilamentos de actina e os microtubos so responsaveis pela arquitectura
do citoesqueleto. Esta ¢ organizada de forma diferencial em células mamarias capazes
de expressar genes das proteinas da leite comparativamente com aquelas que nio séo
aptas para responder a prolactina. Isto sugere que o citoesqueleto pode contribuir para a
sinalizagio da prolactina e, portanto, para a diferenciagio celular (Zoubiane et al.,
2004).

Também existem varios estudos que indicam a importancia do citoesqueleto na
manutengio de um nivel estdvel de proteinas do leite em células mamarias (Blum e
Wicha, 1988; Seely e Aggeler, 1991). A ruptura do citoesqueleto inibe a sintese da [3-
caseina, o que faz realgar a necessidade de um citoesqueleto intacto para a sintese de
mRNA e de proteina B-caseina, sendo por tanto essencial para a diferenciacio completa
da glindula mamaria (Zoubiane ef al., 2004).

Foi descoberto que a auséncia da expressio de genes de proteinas do leite que
ocorrem depois da rotura dos microfilamentos de actina € devida a uma inibi¢do da
actividade do Stat5, ja que os microfilamentos estio envolvidos na sinalizagdo mediada
que vai desde o PrIR-Jak2 ao Stat5. Assim se conclui que o citoesqueleto esta de
alguma forma implicado no controlo da transcri¢do e dependente de ligacdo a factores
de activacio (Zoubiane ef al., 2004).

Por seu lado, também foi demonstrado que os microtubos sdo necessarios para a

AY

sintese de P-caseina e, portanto, para a diferenciagio do epitélio mamario. Estes sdo
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necessarios para a manutengio dos niveis de receptores da prolactina (Zoubiane ef al.,
2004).

Foi observado em coelhos que a matriz extracelular (ECM) parece regular a
expressdo do gene da u-sl-caseina por meio da modificacio local de estrutura da
cromatina, de forma independente do Stat5 e das proteinas de ligacio aumentadoras
(enhancer binding proteins) (Jolivet et al., 2005).

Parece assim, que a expressdo de proteinas, como as caseinas do leite, é
dependente de muitos factores, mas resumidamente parece ser a hormona prolactina e
tudo o que se relaciona com a sua rota biolGgica o que mais influencia a sua expressio.
Também foi observado que os glucocorticéides, a insulina e, de forma menos nitida, a
hormona do crescimento € a oxitocina parecem influenciar a produgéo destas proteinas
necessarias ao desenvolvimento da descendéncia.

Por alguma razio, que nio podemos apontar com seguranga, nic foram
observadas diferengas significativas na expressio dos genes das caseinas dependentes
de célcio entre ovelhas de raga Churra de elevada e de baixa produgio de leite. Embora
ndo tenham sido encontrados na bibliografia estudos parecidos com o nosso, de forma a
poder comparar os resultados, este facto poderd dever-se 3 técnica de Northern blot,
que, tal como ja se referiu, ¢ semiquantitativa, mas também podera ser resultante do
facto de ndo existirem grandes diferengas na produgio de leite entre os dois grupos de
animais produtores e/ou ao baixo niimero de ‘animais em estudo por grupo (n=3).
Recentemente, Barillet ez al. (2005) e Barillet (2007) sugeriram que o estudo do
polimorfismo genético relacionado com as caseinas do leite ndo ¢, duma forma geral,
recomendado nos esquemas de seleccio das ovelhas leiteiras porque ainda niio foi
possivel estabelecer uma relagio com as propriedades tecnolégicas do leite ou com os
caracteres de produgio do leite.

A banda candidata 14 visualiza-se de forma mais intensa nas ovelhas secas, mas
também se pode perceber, embora com menos intensidade, no animal 6 de baixa
produgéo de leite. Os 245 bp desta banda candidata sio homélogos a 129 bp a previsdo
do mRNA similar & familia de carreira de solutos 9 (transportador de sédio/potéssio)
isoforma 4 (LOC536970) em Bos taurus. A realizagdo de Northern blot corrobora os
resultados de DD. Assim, esta € a tinica banda de- DD em que se confirmou a regulagio

positiva dos animais secos, embora se possa observar, mas nio de forma nitida, um
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pouco de expressdo no animal 6 de baixa produgéo de leite.

Os transportadores de sodio/hidrogénio (NHE) sdo proteinas integrantes das
membranas celulares existentes na maioria, se nio em todos, os organismos vivos. Nos
mamiferos estes transportadores actuam como mediadores, promovendo a entrada na
célula de Na* extracelular e fazendo sair o H' (1Na:1H). Estas proteinas sdo importantes
na regulagio de numerosos processos fisiologicos, que vdo desde o conirolo do pH
intracelular ¢ do volume celular ao transporte de electrolitos transepitelial, & iniciagdo
do crescimento e a diferenciagio celular em resposta a factores de crescimento ¢
mitogénicos. A actividade dos NHE também facilita o progresso de outros eventos
como a adesdo, a migragdo € a proliferacdo celular (Pizzonia ef al., 1998; Xu ef al,,
2001; Orlowski e Grinstein, 2004, 2007; Slepkov et al., 2007).

Até agora identificaram-se no genoma humano nove genes NHE (NHEI1-2, 3,
4,... 9) distintos e varios pseudogenes. Os loci destes genes designaram-se por Slc9al,
Slc9a2, Slc9a3, Slc9ad, ... Slc9a9, respectivamente (Pathak et al., 1996; de Silva et al.,
2003; Orlowski e Grinstein, 2004). Estas isoformas expressam-se de maneira especifica
em cada tecido ou célula e localizam-se em diferentes membranas (superficie celular ou
nas endomembranas dos organelos), implicando-os numa variedade de fungdes
especializadas e essenciais (Orlowski e Grinstein, 2004, 2007).

De todos os transportadores de sédio/potassio, o NHE1, foi o primeiro a ser
descrito (Sardet er al., 1989) ¢ é considerado como uma isoforma “housekeeping”.
Quanto aos restantes, pensa-se que a distribui¢do ¢ mais restrita (Anderie ef al., 1998,
Barr ef al., 1998; Bond et al., 1998; Chambrey ef al., 2001). O mRNA do NHE4
expressa-se em niveis elevados no estdmago, em niveis médios no célon e no intestino
delgado e em niveis baixos no fitero, no miisculo esquelético, no cérebro ¢ no rim
(Wang et al., 1993; Pizzonia ef al., 1998; Collins ef al., 1998; Chambrey e al., 2001;
Hill et al., 2002; Wang et al., 2003; Orlowski e Grinstein, 2004; Gawenis ef al., 2005).
Também foi descrita a expressio do NHE4 no péncreas de ratazana (Anderie et al,
1998; Roussa et al., 2001) e no ouvido interno (Bond ez al., 1998).

No entanto, ndo surge na bibliografia consultada qualquer referéncia a expressio
do NHE4 na glandula maméria, existindo unicamente referéncia a activagdo da
expressio do NHE1 em associacdo com determinados cancros da mama, para além de

se ter observado a expressdo deste gene em células epiteliais mamarias (Sjaastad et al.,
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1993; Paradiso et al., 2004). Sio, assim necessarios mais estudos que confirmem se o
segmento de cDNA que identificamos ¢ de facto o gene que codifica o NHE4. Se assim
for, serd preciso aclarar o significado biolégico da expressio do NHE4 na glindula
mamaria em animais nfo lactentes ¢ porque ndo se observa a sua expressdo em ovelhas
produtoras de leite.

A observagio do gel de DD faz supor que 0 mRNA codificado pela proteina
putativa de ligagdo do 4cido nucleico (RY-1) (banda 15) se expressa em animais
produtores de leite ¢ ndo em animais em fase nfio produtiva. A anilise BLAST
determinou que a sequéncia da nossa banda candidata (492 bp) é homoéloga em 353 bp
de 364 bp (96%) com uma sequéncia similar a0 mRNA da proteina putativa de ligacdo
do acido nucleico (RY-1). No entanto, o NCBI informa que esta sequéncia de mRNA
foi determinada a partir de andlise por computador, utilizando um método de previsio,
ndo se conhecendo a sua fungdo bioldgica, uma vez que foi calculada a partir de uma
EST.

Embora, como ja se referiu, nfio se tenha conhecimento da fungio biologica
desta proteina, a sua visualizacio nitida nos géis de DD em animais produtores de leite
face a animais na fase ndo produtiva, fez com que com que se optasse por realizar a
técnica de Northern blot, a fim de confirmar os resultados obtidos por DD. No entanto,
ndo foi observada hibridagfio desta sonda (banda 15) nas membranas preparadas para a
realizagio do Northern blot, o que faz supor que esta banda é uma falsa positiva obtida
por DD.

Os resultados obtidos no gel de DD fazem supor que receptor o de estrogénio de
ovelha (banda 16) se expressa de forma diferente nos animais produtores de leite, face a
animais nfo produtores. Devido 4 grande intensidade da banda na marioria dos animais
produtores de leite face a ndo produtores e uma vez que ¢ homéloga ao receptor de
estrogénio o (ERa), pareceu-nos interessante confirmar a expressio diferencial. No
entanto, ndo foi possivel confirmar a expressdo diferencial com a técnica de Northern
blot, o que nos parece indicar que a banda candidata é uma falsa positiva obtida com a
técnica de DD.

Num estudo realizado em tecido mamario de bovinos, verificou-se uma elevada

quantidade de mRNA do ERo durante o periodo nio lactente, observando-se uma
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diminuigio do nivel deste na fase de lactagio (Schams ef a/., 2003). Tendo também em
conta que os estrogénios sdo em parte responsaveis pelo crescimento das células
epiteliais mamarias, estando inclusivamente implicados na iniciacio da lactagdo no
periodo anterior ao parto, parece-nos menos plausivel que os niveis de mRNA do
receptor de estrogénio o, sejam mais elevados nos tecidos de glandula mamaria quando
esta produz leite, tal como nos parece indicar os resultados de DD (Tucker, 2000,
Kaskous ef al., 2003a,b; Faulds ef al., 2004; Svennersten-Sjaunja e Olsson, 2005; Li et
al., 2006).

No gel de DD unicamente foi observada a banda candidata 17 nos animais nio
lactentes. A banda com 236 bp é homologa unicamente em 50 bp com a sequéncia
completa do clone RP11-520M5 no cromossoma 4 do DNA genoémico dos humanos,
cuja funglio biolégica se desconhece. Decidimos comprovar a expressdo diferenciat
desta banda com Northern blot. Uma vez que se repetiu duas vezes em membranas
diferentes a hibridagio Norther blot com esta sonda e que ndo foram obtidos resultados
de hibridagdio, partimos do principio que esta ¢ uma banda falsa positiva, obtida pela
técnica de DD.

O gel de DD parece indicar que a sequéncia conhecida por RNA de ligagdo da
proteina 35A do Homo sapiens (banda 18) se expressa em ovelhas produtoras de leite,
com maior incidéncia nas de elevada produgdo, mas nio em adultas enquanto nio
produzem leite. A bibliografia consultada indica que as proteinas de ligagdo ao RNA
(RPB) parecem ser importantes na regulagio da expressdo de genes. Sabe-se que estfio
implicadas no processo de maturacio do mRNA e nos mecanismos de regulagio que
ocorrem depois da transcri¢io (St. Johnston, 1995). Para isso, ligam-se de forma
reversivel ao RNA, através de sitios de ligagio especifica altamente conservados na
sequéncia de aminoacidos designada por “RNA —recognition motifs” (RRM). Devido a
presenca dos RRM, os genes que codificam os RBP séo conhecidos comoe RNA-binding
motif (RBM) e estio distribuidos por todo o genoma (Salicioni ef al., 2000; Martinez-
Arribas et al., 2006).

Uma vez que a intensidade da banda ¢ nitida nos animais de elevada producio
de leite, um pouco menos intensa nos animais de baixa produgio e que ndo se observa
em ovelhas na fase nfio produtora de leite, além de a fungfio bioldgica das RBM ser bem

conhecida, decidimos cormroborar estes resultados com a técnica semiquantitativa de
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Northern blot.

No entanto, embora se tenha repetido duas vezes a técnica de Northern blot, ndo
fo1 possivel observar o sinal nas auto-radiografias resultantes da exposi¢io das
membranas hibridadas com esta sonda. Uma vez que foi repetido em duas ocasides
diferentes 0 Northern blot com membranas diversas, pensamos que a falta de sinal se
devera a ndo hibridagio da sonda. Embora a banda candidata 18 pareca ser o que se
designa por “falso positivo™ resultante da técnica de differential display, também &
possivel que, devido ao tamanho pequeno da sonda (146 bp), esta nio tenha hibridado
aquando da realizagdo de Northern blot.

O Northern blot € a técnica mais utilizada para analisar a expressdo de mRNA,
permitindo determinar a expressdo diferencial do mRNA de forma semiquantitativa,
comparando a densitometria do sinal da sonda a analisar ¢ a de um controlo que
costuma ser um gene “housekeeping”. Recebem o nome de genes “housekeeping”
aqueles que se expressam em todos os tecidos, que se conservam ao largo da evolugio e
que de uma maneira geral estdo presentes em fungdes metabélicas basicas das células,
de tal forma que sdo responsaveis pelo ciclo celular (Foss et al., 1994). A utilizagdo de
um correcto estandar interno € muito importante para a analise quantitativa do RNA
(Leeuw ef al., 1989).

Embora se pretenda que o controlo interno de RNA apresente uma expressio
constante ao largo das condigdes fisiologicas e experimentais, a expressio destes
estandares internos muitas vezes & alterada, pelo que ndo € possivel a sua utilizagio em
muitos estudos rotineiros.

Os genes “housekeeping” mais importantes sio aquelos que codificam para a B-
actina, o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH ou G3PDH), ¢ o RNA
ribossomico (TRNA). Em menor medida, também foram utilizadas a albumina ¢ as o e
p-tubulina. Mais recentemente, identificaram-se outros genes, denominados em Inglés
como “maintenance genes” (Warrington et al., 2000).

E importante recordar que o maior problema para a quantificagdio da expressio
do RNA, tanto no presente estudo como noutros de Northern blot, provém da
quantidade de RNA total carregado nos géis de agarose-formaldeido que foram
utilizados para a realizagio das membranas.

Para tentar colmatar este problema, no presente estudo utilizou-se como controlo
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interno a hibridacdo da sonda do gene “housekeeping” B-actina com as amostras de
RNA total dos animais em estudo. A proteina -actina € essencial para a estrutura ¢ para
a cinética do citoesqueleto, de tal forma que 0 mRNA se expressa numa abundéncia
moderada na maioria das células (Bustin, 2000).

Nas membranas em que se utilizou esta sonda aprecia-se uma maior intensidade
de hibridagiio no controlo de fibroblastos fetais, seguido, por esta ordem, pelo grupo de
animais secos, de baixa produgio e de elevada producdo de leite. Por outro lado, a
observagio das bandas de RNA 28S e 18S tingidas por brometo de etideo nos géis de
agarose-formaldeido indica a presenga de uma ligeiramente maior quantidade de
amostra nos pogos correspondentes aos das ovethas de elevada e de baixa produgfo,
face aos animais secos e aos de fibroblastos fetais. Este contraste de resultados parece
indicar que a utilizagio do gene “housekeeping” P-actina pode ndo ser um bom
controlo.

Embora seja possivel encontrar publicagBes de Northern blot em que este gene ¢
utilizado como controlo interno na gliandula mamaria (Seol et al., 2005), a maiona das
investigagdes realizadas em mamiferos durante a fase de produgdo de leite, face a
animais noutros estados, termina por obter resultados idénticos aos nossos.

Em 2007, Bionaz e Loor, recolheram biopsias da gldndula mamadria de vacas em
diferentes estados de produgdo a fim de estudar a expressio de nove genes, para avaliar
a capacidade desses genes como controlo interno neste tecido ao longo da lactagéo.
Estes autores observaram que devido ac aumento gradual na concentragio de RNA na
glandula maméria durante a lactagdo, todos os genes estudados (incluindo 0 GAPD ¢ o
B-actina) sofrem um efeito de diluigio e concluiram que a expressio dos genes UXT,
RPS9 e RPS15 podem ser utilizados come controlos internos durante a lactagéo.

No estudo realizado por Gavin ¢ McMahon (1992) em glindula mamaria de
ratas gestantes e lactentes, com o objectivo de controlar as variagbes na carga das
amostras de RNA, as membranas de Northern blot foram hibridadas com o gene de B-
actina. Muito embora esta sonda ndo tenha revelado os resultados esperados, constatou-
se uma diminuicio na intensidade € niveis muito baixos durante a lactagio. Resultados
idénticos foram obtidos com a sonda para o gene GAPDH, enzima fundamental na
glicogénese, desempenhando um papel importante no metabolismo energético (Tatton et

al., 2000). Estes autores observaram igualmente que o RNA total tingido com brometo
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de ectideo revela a presenca de quantidades aproximadamente equivalentes de RNA
presentes em todos os carris.

Também Reinhardt e Horst (1999), num estudo sobre a glandula mamaria de
ratas gestantes e lactentes, afirmam que todos os Northern blot foram normalizados para
a expressdo da a-actina, observando-se que a intensidade das bandas resultantes da
hibridagfo desta sonda parece mais intensa quando os animais se encontram gestantes.
Os autores justificam que estes resultados se devem a um grande aumento da sintese de
RNA pela glandula mamiria em lactagio, de tal forma que mRNA especificos, tais
como as actinas, parecem declinar mas permanecem sem se alterar ou até podem
aumentar ligeiramente.

O trabalho de Huang ¢ Ip (2001) também permitiu observar que a expressio do
gene GAPDH ndo € constante durante o desenvolvimento normal da glindula mamaria,
ocorrendo uma diminuigio durante a gestagio e a lactaglio, facto que, como antes
fizeram referéncia outros autores (Marquis ef al., 1995), se atribui ao efeito de diluicdo
dos genes de proteinas do leite. Este facto nio impediu de quantificar os resultados da
expressdo dos genes em estudo, face 8 GAPDH que foi utilizada como controlo de carga
e da integridade do RNA.

Os grupos de investigagio de Yarus et af. (1997), de DeSantiago ez al. (1998),
de Lemkin ef al. (2000), de Burke er al. (2003) e de Bong et al. (2004) estudaram a
glindula mamaria de ratas em distintas fases produtivas e utilizaram brometo de etideo
que permitiu a visualizagio das bandas de RNA 28S ¢ 18S para normalizar os
resultados obtidos pela técnica de Northern blot.

Assim, seguindo o exemplo dos trabalhos dos autores anteriormente
mencionados, também nés decidimos utilizar como controlo de carga a banda de RNA
ribossdmica 28S visivel nos géis de agarose-formaldeido. Posteriormente foram
normalizados os resultados da intensidade de hibridagdo das sondas utilizadas para a
banda RNA 288S.

Devemos referir que existem estudos realizados com o objectivo de quantificar a
expressdo de diferentes genes na glindula mamaria de animais lactentes face a animais
noutros estados, empregando a técnica de Northern blot. Naqueles estudos também
foram utilizadas como controlo as bandas de RNA ribossémico (18S e 28S), mas

visualizadas na membrana de nylon tingida com azul de metileno depois da
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transferéncia do RNA total do gel de agarose-formaldeido (French er al. 1996;
Broadhurst ¢ Wheeler, 2001). Nio obstante, estes autores utilizaram membranas de
nylon ndo carregadas, o que torna possivel a sua coloragio; no entanto, as membranas
por nds utilizadas (carregadas positivamente) ndo permitiram esta alternativa.

Quira opgio descrita em estudos com objectivo idéntico ao anterior € a
utilizagiio na técnica de Northern blot de sondas especificas para hibridar com o RNA
ribossémico (Cassy et al., 2000). Embora esta parecesse ser a opgio mais correcta para
o nosso estudo, obrigaria 4 realizagio de mais hibridagdes nas membranas de nylon.
Neste sentido, é conveniente assinalar que algumas membranas no processo de
confirmagio da expressdo diferencial dos genes em estudo sofreram bastantes
hibridagdes e lavagens (stripping), processos que deterioram a qualidade das
membranas, 0 que nio permitiu a realizag3o de mais hibridagdes.

A pequena banda candidata de 133 bp é homologa (94 / 103 bp) ao DNA do
clone RP11-124M17 do cromossoma 9 humano (banda 19). Embora de forma pouca
intensa, observa-se no gel de DD unicamente nos animais de elevada produgio de leite.
Uma vez que ndo sabemos o significado biolégico desté clone, nem se observa uma
intensidade forte da banda candidata nas ovelhas de clevada produgio de leite e que a
confirmagdo da expressdo diferencial com bandas (sondas) pequenas (menores de 150
bp) muitas vezes falham o sinal de hibridagdo Norhern blot, optdmes por ndo confirmar
a expressio diferencial desta banda candidata (Yoshikawa et al., 1998; Lievens ef al,,
2001).

A banda candidata 20 observa-se no gel DD mais nitidamente nos animais que
produzem maior quantidade de leite, mas também se pode visualizar nas ovelhas de
baixa producdo e, embora de forma pouca intensa, nos animais nio lactentes. Esta banda
de 240 bp apresentou unicamente 24 bp de homologia com a sequéncia completa do
clone RP11-467C18 no cromossoma 1 humano, sobre o qual ndo se conhece mais
informagdo do que a fornecida pelo seu proprio nome. Uma vez que a diferenca de
intensidade entre os grupos de animais em estudo n3o é muito grande, nfo realizimos a
confirmagdo por Northern blot.

A banda candidata 21 de 155 bp visualiza-se mais intensamente nas ovelhas
lactentes, embora também se possa visualizar nos animais secos. Apresenta uma

homologia de apenas 28 bp com a sequéncia completa da 3 BAC -543P4 do homem, da
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qual ndo sabemos a sua fungdo bioldgica. Por essa razdo nio realizamos a técnica de
Northern blot, que nos iria permitir confirmar a expressio diferencial.

Uma banda de 203 bp (banda 22) com uma homologia de unicamente 23 bp com
a sequéncia completa do clone RP23-462C14 do cromossoma 9 do rato (Mus musculus)
observou-se no gel DD, e mais nitidamente nas ovelhas que nio produzem leite, face a
animais lactentes. Uma vez que nfo foi possivel confirmar a expressio diferencial de
todas as bandas candidatas obtidas por DD, optimos por nfo a utilizar como sonda em
Northern blot, dado que também se pode visualizar com alguma intensidade nos outros
grupos de animais em estudo ¢ que os resultados do anilise BLAST ndo sdo
concludentes.

No gel de DD pode-se visualizar a banda candidata 23 nas ovelhas nfio lactentes
¢ num animal de baixa produgdo de leite. Esta banda de 211 bp unicamente hibrida com
23 bp de sequéncia completa do clone: RP11-700F9 no cromossoma 11 do DNA
gendmico do homem (Homo sapiens). Ndo se optou por confirmar a expressdo
diferencial desta banda candidata, porque nfo parece exclusiva dos animais na fase nio
lactente, observando-se com a mesma intensidade numa das ovelhas lactentes.

Embora com pouca intensidade, unicamente € visivel a banda 24 nas ovelhas de
elevada produggo. Esta banda com 142 bp apresenta uma homologia de 102 bp com a
sequéncia completa da BAC CH240-268P24 de Bos taurus. Uma vez que nio podiamos
realizar a confirmacdio da expressio diferencial de todas as bandas candidatas, optamos
por ndo realizar o Northern blot com esta sonda.

A banda candidata 25 observa-se no gel DD nos animais produtores de leite,
embora com maior intensidade nas ovelhas de elevada producdo. Esta banda &
homologa ao gene da caseina a-S1, alelo F, exdo 1-19, de Capra hircus (tabla 3 e 4).
Néo decidimos realizar a técnica de Northern blot para confirmar a expressio
diferencial desta banda candidata, uma vez que ja tinhamos confirmado que o mRNA da
caseina-a-s1 da ovelha (Ovis aries) (banda candidata 13) se expressa em animais
produtores de leite, mas que nfio se observa diferengas entre as ovelhas de baixa e de
elevada produgio.

O gel de DD parece indicar que a proteina ribossoma S25 (OVRPS25) de Ovis
aries (banda 26) se expressa nos animais de alta produgio de leite, um pouco menos nos

animais de baixa produgfio e praticamente nZo se detecta no periodo em que as ovelhas
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nio produzem leite. Embora se saiba que os ribossomas sio constituidos por quatro
moléculas de RNA e 80 proteinas {entre as quais a $25) e que sio responsaveis pela
sintese de proteinas, nfo existiu, no entanto, a disponibilidade de confirmar a expresséo
diferencial de todas as bandas candidatas obtidas pela técnica de DD (Imai et al., 1994;
Karsi et al., 2002). Optou-se por ndo realizar a técnica de Northern blot com esta banda,
uma vez que a diferenca de expressdo entre os diversos grupos € menos intensa do que
as outras bandas em que se decidiu confirmar a expressdo.

No gel de DD a banda candidata 27 observa-se com maior intensidade em duas
das trés ovelhas na fase ndo produtiva de leite, mas pode-se observar, embora com
menor intensidade, nos animais produtores de leite. Esta banda de 355 bp apresenta uma
pequena homologia (51/57 bp) com o mRNA para lipofilina C do homem (Homo
sapiens). Desconhece-se a fun¢do da lipofilina C, também conhecida por mamoglobina
B, lacriglobina ou secretoglobina 2A1, que se expressa na glindula mamadria entre
outros tecidos. Por seu turno, hi pouca diferenca de intensidade desta banda entre os
grupos de animais em estudo e, como jé se referiu, a baixa homologia com a lipofilina C
fez-nos optar por ndo realizar a comprovagio da expressio diferencial (Xiao ef al.,
2005; Stoeckelhuber et al., 20006).

Embora seja visivel em todos os animais de alta produgio a banda candidata,
também se pode visualizar a banda candidata 28 em dois animais de baixa producdo.
Esta banda de 190 bp apresenta uma homologia de unicamente 23 bp com a sequéncia
completa da 12 BAC RP11-693J15 do homem. Desta sequéncia nio se tem qualquer
conhecimento da sua fungfio biolégica. Uma vez que a intensidade da banda 28 nos géis
de DD n#o ¢ muito forte ndo se realizou a técnica de Northern blot para confirmar a

expressao diferencial.
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VII. CONCLUSOES

1. Neste estudo nio foi possivel comprovar diferengas significativas na
expressdo de genes na glindula maméria de ovelhas de raga Churra de elevada e de

baixa producdo de leite.

2. Verificou-se uma maior proporgio de genes que s¢ expressam nas células
mamarias de ovelhas quando estas produzem leite do que quando nio estio no periodo

de lactagdo.

3. Observou-se um aumento na expressio de genes que codificam proteinas do
leite (caseinas) e dos genes relacionados com a actividade metabdlica (glicerol-3-fosfato
aciltransferase mitocondrial e mitocondria) na glandula mamadria, quando os animais
produzem leite. Pareceu também existir um ligeiro aumento da expressdo dos genes que
codificam o canal de potissio da membrana celular das células da glindula mamaria,

quando produzem leite.

4. O mRNA expressado mais intensamente em animais nio produtores de leite

pode estar relacionado com a familia de carreira de solutos.
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