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RESUMO

RANGEL, A. M. Polimorfismo nos Genes IGF-1 e NF1-C2 e sua Associacdo com
Caracteristicas Produtivas em Caprinos Leiteiros. 40p. Dissertacdo (Mestrado em
Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2015.

Diversos processos fisioldgicos e metabdlicos tém a participacdo do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1). Durante os processos de crescimento mamario e gravidez,
este fator atua na acdo local de horménios esterdides, do horménio do crescimento e da
prolactina, os principais reguladores da diferenciagdo. Além disso, é um fator necessario para
o0 desenvolvimento do I6bulo-alveolar da glandula mamaria. O NF1-C2 é o gene que codifica
o fator de transcricdo nuclear 1-C2, o qual media a acdo da prolactina na glandula mamaria e
desempenha um papel importante na ativacdo de varios genes especificos desta glandula,
participando tanto do seu estabelecimento como na protecdo contra tumores durante a
proliferacdo. Sendo assim, objetivamos com o presente estudo avaliar se as variagdes
encontradas nos genes IGF-1 e NF1-C2 de caprinos das ragas Xinjiang e Nanjiang cashmere
(IGF-1) e Xinong Saanen Guanzhong

Xinjiang cashmere branca (NF1-C2) estdo presentes em uma populagdo experimental de
caprinos das racas Saanen e Alpina, relacionando-as com a producdo de leite, duracdo da
lactacdo, contagem de células somaticas e teor de constituintes do leite (proteina, gordura,
lactose e extrato seco total), e detectar marcadores moleculares que possam ser utilizados na
selecdo e melhoramento animal. Foi utilizado um rebanho de cabras (Capra hircus), em idade
reprodutiva, composto por animais das racas Saanen e Alpina, sendo considerada uma Unica
populagéo, genotipadas para os polimorfismos dos genes IGF-1 e NF1-C2. O sangue coletado
da circulacdo periférica (aproximadamente 10 mL) foi utilizado para a extracdo de DNA
gendmico através das células sanguineas brancas e a amplificacdo dos fragmentos foi feita por
intermédio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os fragmentos amplificados foram
avaliados pelo polimorfismo no tamanho do fragmento de restricio (PCR-RFLP),
identificados por intermédio de eletroforese em gel de poliacrilamida 5%, corado com nitrato
de prata. Os produtos de PCR apresentaram tamanho aproximado conforme esperado, 363 pb
(IGF-1) e 233 pb (NF1-C2), com um total de 168 e 197 animais avaliados, respectivamente.
No intron 4 do gene IGF-1 o polimorfismo de base Unica (SNP) referente a transversdo G>C
na posicdo 5752 foi identificado por meio da endonuclease Haelll, porém o alelo A teve uma
frequéncia muita baixa (0,09), e ndo houve associacdo significativa com nenhuma das
caracteristicas produtivas avaliadas (P>0,05). Logo, seu uso como marcador para estas
caracteristicas ndo é recomendado. No gene NF1-C2, o SNP localizado no éxon 5 (G>A), na
posicdo 44654 da sequéncia de nucleotideos, foi identificado através do uso da enzima de
restricdo BstNI, os alelos A e G tiveram as frequéncias de 0,43 e 0,57, respectivamente. Foi
encontrada associacao deste polimorfismo com a porcentagem de proteina do leite (P<0,01),
com o gendtipo AA associado ao maior teor do que o GG, enguanto o genoétipo heterozigoto
ndo diferiu dos homozigotos. Assim, este polimorfismo pode auxiliar na selecdo de animais
que produzam um leite com maior conteudo proteico.

Palavras-chaves: Alpina, producéo de leite, RFLP, Saanen.
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ABSTRACT

RANGEL, A. M. Polymorphism in IGF-1 and NF1-C2 genes and their association with
productive traits in Dairy Goats. 40p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia). Instituto de
Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Several physiological and metabolic processes have the participation of the growth factor
insulin-like 1 (IGF-1). During the breast enlargement process and pregnancy, this factor
works in the local action of steroid hormones, growth hormone and prolactin, the primary
regulators of differentiation. Besides is required for the development of mammary gland
lobuloalveolar. The NF1-C2 is the gene encoding the nuclear transcription factor 1-C2, which
mediates the action of prolactin in the mammary gland and plays an important role in the
activation of several specific genes of this gland, participating both from its establishment as
protect against tumors during proliferation. Therefore, we aim with this study: evaluate the
variations found in IGF-1 and NF1-C2 genes in breeds of dairy goats cashmere Xinjiang and
Nanjiang (IGF-1) and white cashmere Xinong Saanen Guanzhong Xinjiang (NF1-C2) are
present in an experimental population of goats of Saanen and Alpine, relating them to milk
production , lactation period, somatic cell count and milk constituents content (fat, protein,
lactose, and total solids) and detect molecular markers that may be used in animal breeding
and selection. A herd of goats (Capra hircus) in reproductive age, composed of animals of
Saanen and Alpine breeds, considered as a single population, genotyped for polymorphisms
of IGF-1 and NF1-C2 genes was used. The collected blood of peripheral circulation
(approximately 10 mL) was used for genomic DNA extraction through the white blood cells
and the amplification of the fragments was carried out by polymerase chain reaction (PCR).
The amplified fragments were assessed for polymorphism by restriction fragment length
(PCR-RFLP), identified via polyacrylamide gel electrophoresis 5%, stained with silver
nitrate. PCR products showed approximate size as expected, 363 bp (IGF-1) and 233 bp
(NF1-C2), with a total of 168 and 197 evaluated animals, respectively. In intron 4 of IGF-1,
the single base polymorphism gene (SNP) refers to transversion G>C in position 5752 was
identified by Haelll endonuclease, but allele A had a very low frequency (0.09) and there was
no significant association with neither of the productive characteristics (P>0.05). Therefore,
its use as a marker for these traits is not recommended. In NF1-C2 gene, the SNP located in
exon 5 (G>A), in position 44654 of the nucleotide sequence, was identified by BstNI
restriction enzyme and frequencies of A and G alleles are 0.43 and 0.57, respectively. It was
found association of this polymorphism with the percentage of milk protein (P <0.01), with
AA genotype associated to greater content of protein than GG, while the heterozygous
genotype did not differ from homozygotes. Therefore, this polymorphism may help select
animals that produce milk with higher protein content.

Key-words: Alpine, milk production, RFLP, Saanen.
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1 INTRODUCAO

Uma das principais aplicagdes da genética molecular ao melhoramento animal consiste
em identificar e mapear os genes que interferem na expressdo de caracteristicas quantitativas
de importancia econdmica, visando melhorar a compreensdo do controle genético dessas
caracteristicas complexas.

Fatores como a composicdo genética, o ambiente nutricional favordvel e praticas
adequadas de gestdo afetam amplamente a producéo e composicéao do leite, classificando estas
como caracteristicas com influéncia das interagdes entre o gendtipo e ambiente. Avangos para
importantes caracteristicas econdmicas em varias espécies de animais domeésticos tém sido
atingidas através do desempenho fenotipico e da sele¢do quantitativa. No entanto, a eficiéncia
da selecdo tradicional nas populacGes tem sido baixa para caracteristicas com correlacao
genética desfavoravel, como por exemplo, a producdo e o teor de proteina do leite
(SCHWERIN et al., 1995).

Desenvolvimentos recentes na biologia molecular e estatistica permitiram identificar e
utilizar a variacdo do genoma e a participacdo de genes no melhoramento genético dos
animais, de forma complementar a selecéo tradicional (KIPLAGAT et al., 2012).

Um dos métodos utilizados com a finalidade de identificacdo de polimorfismos
genéticos associados a variacdo fenotipica em caracteristicas quantitativas € o do Gene
Candidato (SCHWERIN et al., 1995; HU et al., 2009). Dentro dela, existem duas categorias
principais com utilizacdo no melhoramento genético, a do tipo | se refere ao estudo da relagéo
entre polimorfismos em genes relacionados a proteinas-chave envolvidas no desenvolvimento
ou fisiologia de caracteristicas de interesse no desempenho animal, ou seja, polimorfismos
determinantes de variacdo fenotipica (ANDERSSON, 2001); e a do tipo I, se refere a genes
com efeitos em caracteristicas detectadas estatisticamente, baseados em sequéncias
polimorficas de DNA que se encontram no mesmo cromossomo de um gene de efeito
quantitativo (MONTALDO; MEZA-HERRERA, 1998).

Entre os genes que podem ser estudados quanto a sua associagdo com caracteristicas
de importancia econdmica em caprinos leiteiros pode-se citar o IGF-1 e o NF1-C2, que
codificam o fator de crescimento semelhante a insulina 1 e o fator de transcrigdo nuclear 1-
C2, respectivamente.

O IGF-1 pertence a uma familia de fatores de crescimento constituindo um sistema
envolvido no eixo somatotrofico, que regula processos de crescimento e metabolismo,
participando da embriogénse a reproducdo (BAXTER, 1985; FROESCH et al., 1985). Em
relacdo ao desenvolvimento mamario, atua com os hormdnios esteroides, horménio do
crescimento e prolactina (HYNES; WATSON, 2010). Com isso, a diversidade de suas
funcdes e relatos de polimorfismos encontrados no gene que codifica este fator (LIU et al.,
2010; ZHANG et al.,2008) sdo alguns dos aspectos que podem contribuir para pesquisas
voltadas a producdo animal, em especial a informagdes sobre a variabilidade genética em
caprinos e sua associagao com caracteristicas produtivas.

O fator de transcricdo nuclear 1 é uma proteina nuclear necesséria para a iniciagdo
eficiente da replicagdo de DNA e também atua ativando ou inativando a transcricdo (INOUE
et al., 1990). Na glandula mamaria, desempenha um papel na ativagdo de promotores de genes
da proteina do leite durante a lactacdo (FURLONG et al., 1996). Dentre eles, pode-se citar
dois genes com expressdo quase exclusiva na glandula mamaéria, o WAP, que codifica a
principal proteina acida do soro do leite, e 0 gene CEL, que codifica a enzima carboxil éster
lipase, uma proteina que facilita a absorcéo de gordura (BURDON et al., 1991).



Logo, propomos este trabalho com base na hipotese de que os polimorfismos
identificados nos genes IGF-1 e NF1-C2 estdo presentes em um rebanho experimental de
caprinos leiteiros das racas Saanen e Alpina e apresentam associacdo com a producéo de leite,
duracdo da lactacdo, contagem de células somaticas e produgdo e composicdo dos
constituintes do leite, podendo assim ser utilizados como marcadores moleculares para estas
caracteristicas em caprinos leiteiros.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGF-1)
2.1.1 IGF-1 e suas funcoes

Um sistema complexo envolvendo a coordenacédo regulada de uma grande diversidade
de vias neuroendocrinas com papel central do eixo somatotréfico governa o processo de
crescimento pds-natal e metabolismo dos mamiferos. Os genes que fazem parte desse eixo sao
diretamente responsaveis pelo crescimento, sobretudo através dos hormdnios que agem sobre
0s 0ss0s e musculos mediados pelos fatores de crescimento, sendo um deles o fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (SELLIER, 2000).

O IGF-1 estimula processos, como a proliferacdo de células, o crescimento do
esqueleto e a sintese de proteinas. Devido a isso, é um fator de crescimento essencial que
participa de processos desde a embriogénese, diferenciacdo celular, desenvolvimento fetal,
crescimento, regulacdo do metabolismo e reproducdo. (BAXTER, 1985; FROESCH et al.,
1985).

Os IGFs sdo proteinas mediadoras chave dos efeitos do hormdnio do crescimento
(GH), liberadas a partir do figado apds estimulagdo pelo mesmo para controlar o
desenvolvimento e crescimento normal (MORIYAMA et al., 2000). Em particular, pode ser
considerado um gene candidato para caracteristicas de crescimento devido ao seu papel bem
estabelecido no sistema de regulacdo do GH (DUAN, 1997).

O histérico da nomenclatura dos IGFs (IGF-1 e IGF-2) iniciou-se com a sua
identificacdo por Salmon e Daughaday (1956; 1957) e nomeados de fatores de sulfatacéo,
pela sua capacidade de incorporar sulfato em cartilagem de rato in vitro. Também eram
conhecidos como fatores de atividade nédo supressora semelhante a insulina (NSILA) 1 e 11, do
inglés Non-Suppressible Insulin-Like Activity (FROESCH et al., 1963). Posteriormente, esses
termos foram substituidos por Somatomedina (DAUGHADAY, 1972) e por ultimo,
renomeados de IGF- 1 e 2, devido a sua semelhanga estrutural com a insulina e acdo na
promocdo do crescimento (RINDERKNECHT; HUMBEL, 1976).

A familia desses fatores de crescimento constitui um sistema de componentes bem
conservados que modulam sua a¢do biologica, incluindo dois ligantes de IGF (IGF-1 e IGF-
2), receptores de IGF (IGF-1R e IGF-2R), através dos quais exercem seus efeitos na
superficie das células, proteinas de ligacdo de alta afinidade (IGFBP-1 a 6), reguladoras da
interacdo dos IGFs com seus receptores (DUAN, 1997) e proteases IGFBP (HWA et al.,
1999). Além destes, outro grupo de proteinas de ligacdo de baixa afinidade, conhecidas como
proteinas relacionadas a IGFBP (IGFBP-RPs), pertence a familia IGF. A insulina, o receptor
de insulina bem como um receptor hibrido insulina/IGF também sdo considerados membros
dessa familia por sua semelhanca na estrutura e cascata de sinalizacdo intracelular
(MONGET; MARTIN, 1997; JUUL, 2003).

Receptores celulares de IGF compreendem um dos componentes do sistema de
regulacdo de IGF circulatorios, e se assemelham ao receptor de insulina. O receptor de tipo 1
do IGF (IGF-1R) pode ligar-se a insulina, IGF-1, ou IGF-2, embora a afinidade para a
insulina seja 100 vezes menor do que para IGF-1. A presenca de IGF-1R pode conferir
propriedades especiais a célula por poder evitar a morte celular programada (apoptose)
(ROSEN, 1999).



As IGFBPs de elevada afinidade sdo encontradas na circulacdo e em fluidos
extracelulares e regulam a cinética do IGF e interacdo com o receptor a nivel tecidual, mas
possui também efeitos independentes do IGF, indicando que ndo sdo simples proteinas de
transporte (HWA et al., 1999; LEROITH, et al.,, 2001). Controlam a agdo dos IGFs
aumentando a sua meia-vida na circulacdo, mediante o controle da disponibilidade para a
ligacdo ao receptor. Assim, o aumento da concentracdo de IGFs livres na superficie da célula
permite que se liguem e ativem o receptor de IGF, de modo que possa exercer seus efeitos
mitogénicos e metabdlicos. Portanto, a protedlise dos IGFBPs modula diretamente o primeiro
passo na sinalizacdo do receptor de IGF e indiretamente modula a sobrevivéncia da célula,
através dos processos de mitogénese e diferenciagdo (BUNN; FOWLKES, 2003).

O figado ¢ o principal local de producdo dos niveis circulantes dos IGFs, embora, a
maioria dos tecidos seja capaz de produzir IGF e IGFBP. Devido & homologia estrutural e
funcional do IGF-1 com a insulina, é sugerida sua participacdo na homeostase da glicose,
tanto com efeitos benéficos devido a reducdo da glicemia e acBes de sensibilizacdo da
insulina, assim como no desenvolvimento de canceres, aterosclerose e diabetes tipo 2
(FRYSTYK, 2004).

Em relacdo as concentracGes de IGF-1 circulante no sangue, cerca de 75% do IGF-1 é
complexado com a proteina IGFBP-3 e uma subunidade do &cido-labil (ALS), em um
complexo ternario de 150 a 200 kDa, enquanto que o restante se liga a IGFBPs de massa
molecular inferior. Apenas uma pequena fracdo (<1%) de IGF existe de forma livre no sangue
(MOHAN; KESAVAN, 2012).

Embora ambos os IGFs sejam mitogénicos, o IGF-2 é muito mais ativo durante a vida
pré-natal que o IGF-1. Por outro lado, O IGF-1 é o principal regulador do crescimento linear
(ROSEN, 1999).

Sobre a estrutura, os peptideos maduros de IGF-1 e IGF-2 consistem dos dominios A e
B que sdo homdlogos as cadeias A e B da insulina. Porém, ao contrario dela ndo séo clivados,
permanecendo ligados no peptideo maduro pelo dominio C anédlogo ao da insulina. O IGF-1 e
IGF-2 contém um dominio D adicional curto que ndo se encontra em insulina. Seus pro-
hormdnios contém um peptideo E C-terminal que é clivado no aparelho de Golgi durante a
secrecdo. Os precursores consistem de um peptideo sinal, uma proteina madura e um dominio
E, que é removido apds a traducdo (DAUGHADAY; ROTWEIN, 1989). Na figura 1 é
mostrada a representacao de sua estrutura inicial e apds processamento (MORIYAMA et al.,
2000).

Pré proteina IGF

IGF maduro

Figura 1. Representacdo esquematica da pré proteina IGF e IGF maduro. O peptideo sinal e
dominio E sdo removidos proteoliticamente para obtencdo do IGF maduro (Adaptado de
MORIYAMA et al., 2000).



As acbes biologicas do IGF-1 comecam pela interacdo com o seu receptor de
superficie celular, o qual ¢ ativado por ligacdo especifica com a proteina tirosina quinase com
semelhancas estruturais e funcionais ao receptor da insulina. O IGF-1 também se liga ao
receptor de insulina, mas a afinidade entre eles é cerca de um centésimo em relagéo ao IGF-1
e o receptor de IGF-1. As sequéncias de aminoacidos sdo altamente homdlogas entre
humanos, bovinos e caprinos. Apenas 0 aminoécido 67 no IGF-1 maduro é diferente (treonina
em cabra e alanina em bovinos e humanos). Essa conservacdo na estrutura pode ser
funcionalmente vantajosa para a interagdo com outros fatores (MIKAWA et al., 1995).

O IGF-1 é um polipeptideo de peso molecular de 7,5 kDa constituido por 70
aminoacidos (DAUGHADAY; ROTWEIN, 1989) e altamente conservado em vertebrados,
embora o comprimento e estrutura génica entre as espécies é variavel (REYNA et al., 2010).
Em seres humanos, porcos, cabras, ratos e galinhas, a sequéncia de nucleotideos do IGF-1 é
de cerca de 70-90 kb (KAJIMOTO; ROTWEIN, 1991). A expressdo do IGF-1 em ratos €
menor no periodo pré-natal e aumenta durante a puberdade e a idade adulta, momento em que
a producdo hepatica torna-se um dos principais contribuintes para o0s niveis circulantes
(LEROITH et al., 2003).

O gene IGF-1 caprino é codificado por um unico gene, localizado no cromossomo 5,
consistindo de seis éxons, incluindo trés éxons lideres (1W, 1 e 2), e 0 3 e 4 codificam 0
peptideo IGF-1 maduro. Esses éxons que expressam sequéncias lideres codificam uma
proteina de enderecamento que geralmente sdo proteinas de exportacdo da célula, e a
sequéncia de inicio da traducdo. Na figura 2 é mostrada esta organizacdo (MIKAWA et al.,
1995). Sendo altamente conservado entre as espécies de mamiferos, os transcritos derivados
dos éxons 1 e 2 sdo processados alternadamente com o éxon 3 gerando duas espécies de
MRNA, classe 1 (formado pelos éxons 1 e 3) e classe 2 (éxons 2 e 3) e séo regulados por
promotores distintos (SZEWCZUK et al., 2011).
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Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura e organizacdo génica do IGF-1 em
caprinos. Os éxons estdo representados por caixas, sendo as regides de codificacdo indicadas
por caixas escuras. Os introns e regides flanqueadoras estdo representados por linhas
(Adaptado de MIKAWA et al., 1995).

A expressdo do gene IGF-1 é regulada fisiologicamente e pelo desenvolvimento,
sendo controlada pela transcricdo e modificagdes pos-traducionais. Peptideos distintos de
IGF-1 podem surgir através da utilizacdo de diferentes promotores, splicing alternativo,
processamento proteolitico e eventos de glicosilacdo (CHRISTOPOULOS et al., 2015). Entéo
é provavel que ndo tenha os mesmos efeitos nas diferentes fases do crescimento. Plath-Gabler
et al. (2001), avaliaram a expressdo temporal do IGF-1 e IGF-2, seus receptores e proteinas de
ligagdo e o receptor do GH em relagdo a participacdo do IGF no desenvolvimento mamario e
lactacdo, nas fases de mamogénese, lactogénese, galactopoiese e involucdo da glandula
mamaria de bovinos. Este fato revela que a localizagdo de IGF-1 paracrino e autdcrino €
importante para a remodelacdo da glandula mamaria bovina durante essas etapas.



Os IGFs atuam na regulacdo da formacao dos 0ssos e diversos reguladores sistémicos
e locais mediam seus efeitos, em parte pela modulagdo da producdo de IGF-1. Um dos
exemplos sdo os efeitos diretos do GH sobre o 0sso, em grande parte mediada através da
regulacéo da expresséo local de IGF-1, assim como seu efeito sobre o nimero de osteoblastos,
in vitro e in vivo, sugerindo que o IGF-1 é de fato o principal regulador da acdo do GH e que
seus efeitos sdo mediados através da produgdo de IGF-1 no figado e 0sso. Outros estudos
mostram que o IGF-1 também é necessario para a formacdo dos ossos, mediado por outros
horménios e fatores de crescimento locais, como por exemplo, o hormdnio da tireoide (TH),
horménio da paratireoide (PTH), o fator de crescimento fibroblastico 2, fator de crescimento
transformante-p1, ¢ interleucina-1 (MOHAN; KESAVAN, 2012).

O IGF-1 também é conhecido por desempenhar um importante papel em varios
aspectos do crescimento e desenvolvimento muscular, com efeitos na hipertrofia das células
musculares e aumento do diametro da fibra muscular (DAVIS; SIMMEN, 1997).

De acordo com Pollak et al. (2004) esse papel da sinalizagdo do IGF-1 no controle das
taxas de renovacdo celular despertou a atencdo para regulacdo tanto do envelhecimento
quanto de neoplasias, porque ao mesmo tempo que a sinalizagcdo estimula a proliferacéo e
prolonga a sobrevivéncia de células em cultura de tecidos, também acelera o envelhecimento
em todo o organismo. Varios modelos de sistemas forneceram evidéncias de que a
proliferacdo e metastase de células cancerosas sao aumentadas pela ativacdo do receptor do
IGF-1.

A producdo de leite, bem como outras caracteristicas bioldgicas, por exemplo,
crescimento ou reproducdo, comportamento e resisténcia a determinadas doencas, possuem
uma heranca complexa, ou seja, sdo controladas por mdaltiplos genes e influenciadas por
fatores ambientais. Investigacdes a respeito de polimorfismos dentro de genes que afetam
essas caracteristicas e pertencem ao eixo somatotropico sdo frequentemente escolhidas pela
sua importancia bioldgica sobre as caracteristicas quantitativas de interesse (SZEWCZUK et
al., 2011).

A reproducdo, principalmente relacionada a fecundidade, é outro exemplo de
caracteristica economicamente importante na producdo animal, sendo a taxa de ovulacdo um
dos determinantes da eficiéncia reprodutiva. Como o desenvolvimento dos foliculos antrais
primordiais na fase inicial ndo é dependente de gonadotrofinas e mecanismos que regem o
inicio de crescimento dos foliculos primordiais ndo sdo completamente conhecidos o papel
dos fatores de crescimento produzidos no ovario durante a foliculogénese tem sido pesquisado
em mamiferos (XIANG-DONG et al., 2014; ZI et al., 2013).

Acredita-se que o0 aparecimento da capacidade reprodutiva na puberdade e o controle
da funcéo reprodutora ao longo da vida adulta séo efeitos mediados, em parte pela ativacdo do
hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo IGF-1, que é sintetizado perifericamente e
centralmente, mas interacdes do IGF-1 com GnRH in vivo ndo sdo completamente conhecidas.
O hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) é o modulador chave do sistema reprodutivo,
que regula diretamente a liberagdo do hormoénio luteinizante (LH) e horménio foliculo
estimulante (FSH). Durante a puberdade de fémeas de mamiferos, os niveis plasmaticos de
IGF-1 aumentam no momento em que o estradiol circulante também esta em maiores niveis,
regulando positivamente niveis plasmaticos de IGF-1 e a densidade do receptor do IGF-1 no
hipotdlamo, aumentando assim a sensibilidade ao hipotdlamo. Durante o envelhecimento, as
concentragOes plasmaticas de IGF-1 diminui, assim como os niveis de GnRH e LH liberados
(MILLER; GORE, 2001).



2.1.2 IGF-1 e a glandula mamaria

Na lactacéo, o papel do IGF-1 esta relacionado ao aumento da producédo de leite em
unidade de tempo e aumento da sustentabilidade da lactacdo em animais em lactagdo. Com a
infusdo arterial de IGF-1 na glandula mamaria houve aumento da producédo de leite, além de
ser demonstrado que o IGF-1 reduziu a perda por apoptose de células epiteliais mamarias
durante a fase apds a lactacdo, colocando o IGF-1 como um potente inibidor da morte celular
programada (LIN et al., 2012).

No processo de desenvolvimento e crescimento normal, o eixo IGF/IGF1R tem um
papel essencial desde o desenvolvimento do botdo embrionério, através da sinalizagdo em
interacdes mesenquimais necessarias para a morfogénese mamaria. No desenvolvimento pos-
natal da glandula, o IGF-1 é produzido em células estromais e epiteliais, e na sua auséncia ndo
ocorre o desenvolvimento correto mostrando potencial de crescimento limitado. Durante os
processos de crescimento mamario e gravidez, em que hormdnios esterdides, horménio do
crescimento (GH) e prolactina sdo os principais reguladores da diferenciacdo, os fatores da
familia IGF-1 e outros tém funces especificas, atuando como efetor local desses hormdnios,
sendo necessario ainda para o desenvolvimento do lobulo-alveolar da glandula mamaria
(HYNES; WATSON, 2010).

Os membros da familia IGF sdo agentes mitogénicos diretos, que estimulam a sintese
de DNA em culturas de células epiteliais maméarias, sugerindo que a unidade para o
desenvolvimento mamario durante a gravidez vem do controle de fatores de crescimento, e no
caso do IGF, através da modulacdo das proteinas de ligagcdo, sendo o modo autdcrino ou
paracrino de acdo, ou seja, a sintese do fator de crescimento local, mais provaveis e
importantes que as concentracgdes sistémicas de fator de crescimento (FORSYTH, 1996).

De acordo com Christopoulos et al. (2015) o IGF-1 se liga ao seu receptor cognato,
IGF-1R, desencadeando uma cascata de sinalizacdo que conduz a eventos anti-apoptéticos.
Apesar de ndo ser ainda inteiramente elucidado, o papel do sistema de IGF-1 é apontado
como importante no desenvolvimento do cancer de mama, em sua progressdo e metastase, por
ser 0 ponto de convergéncia para as principais vias de sinalizacdo implicadas no crescimento.
Além disso, outras descobertas demonstram que células epiteliais normais de ratos continuam
a proliferam em meio isento de soro, em resposta ao IGF-1, sugerindo que o sistema de IGF-1
desempenha um papel importante na funcdo e manutencdo da glandula mamaria.

A partir do fato de a proteina de ligacdo 3 do IGF se ligar aos IGFs com elevada
afinidade e expressdo espécie-especifica dentro da glandula mamaria e por isso ser dificil a
determinacdo dos papéis bioldgicos desta proteina de ligacdo durante a lactacdo, Flint et al.
(2000) propde um papel para a IGFBP-5 na glandula mamaria envolvendo a iniciacdo de
apoptose induzida por sequestro do IGF-1. Esta proteina de ligagdo mantém a sua alta
afinidade para o IGF-1, presente em concentracdes extremamente elevadas em comparacéo
com o fator de crescimento. Sendo provavel que a IGFBP-5 seja capaz de impedir a interacao
de IGF-1 com seu receptor nas células epiteliais que sintetizam leite. Além disso, IGFBP- 5
interage com as,-caseina e essa interacdo implica na regulacdo da ativacdo do plasminogénio
na glandula maméria. Assim IGFBP-5 desempenha um papel chave na coordenagdo dos
processos de morte celular e remodelacéo de tecidos.

2.1.3 Polimorfismos no gene IGF-1

Zhang et al. (2008) identificaram uma transversédo de nucleotideos de G para C no
intron 4 do gene IGF-I (de 558 pb a 608 pb), na posicdo 589 da sequéncia (nimero de acesso
D26118) em cabras Nanjinag Huang. O alelo C foi definido como o nuclettideo com a
mutacdo G — C, e o alelo G como o sem esta mutagao, resultando numa alteragao de leucina
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(Leu) a valina (Val) no aminoacido 41 do peptideo sinal. Dois alelos e trés gendtipos foram
observados em um grupo de 592 cabras. A frequéncia genotipica foi de 35,8, 37,5 e 26,7%
para GG, GC e CC, respectivamente. As frequéncias dos alelos G e C foram de 54,6% e
45,4%, respectivamente. A distribuicdo das frequéncias dos alelos e dos genotipos apresentou
desvios significativos (P<0,01) do equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando que o locus esta
sob pressdo de selecdo nesta populacdo. As diferencas entre essas frequéncias s&o
possivelmente devido a fertilizacdo artificial e selecdo a longo prazo em direcdo a elevada
taxa de crescimento. Os resultados mostraram que as cabras com genétipo CC tiveram maior
peso ao nascer (BW), peso aos seis meses (W6), peso aos 12 meses (W12), crescimento aos
dois meses (G2), comprimento corpdéreo aos seis meses (L6), altura aos seis meses (H6),
altura aos 12 meses (H12) e crescimento aos 12 meses (G12) do que aquelas com o gendtipo
de GC, e as cabras GC maior peso aos 12 meses, altura aos seis meses, altura aos 12 meses e
crescimento aos 12 meses do que aquelas com o gendétipo GG (P<0,05), o que demonstra um
efeito de dominancia do alelo C sobre o alelo G para peso ao nascimento, peso aos seis meses
e peso aos 12 meses, indicando que os animais com gendtipo CC tém maior taxa de
crescimento apds o desmame.

No trabalho de Bonakdar et al. (2010) os alelos A e B do gene IGF-lI foram
identificados com base na amplificacdo de um fragmento de 249 pb localizado na regiéo
reguladora do gene, seguido de digestdo com a enzima de restricdo SnaBl. Foi estimada a
frequéncia dos alelos e dos gendtipo em 250 vacas da raca Holandesa de quatro rebanhos
diferentes, aléem da associacdo com a producdo de leite (para 305 dias de lactacdo) e
componentes do leite (producdo e percentual de proteina e gordura). Os gendtipos AA e AB
foram os mais (0,583-0,661) e menos (0,083-0,192) frequentes nos rebanhos,
respectivamente; a frequéncia do genotipo BB variou de 0,201 a 0,333. A frequéncia do alelo
A variou de 0,375 a 0,495, enquanto que a do alelo B variou de 0,504 a 0,625, sendo o alelo
dominante. Os autores verificaram que o0 genétipo AB foi superior ao AA e BB para a
percentagem de gordura e proteina do leite, podendo ser selecionado para ganhos genéticos
nestas caracteristicas.

Sharma et al. (2013) fizeram um estudo sobre a diversidade de SNPs no gene IGF-1
em caprinos para a identificacdo de SNPs e estruturacdo genética em racas de caprinos
indianos. Um total de 80 amostras pertencentes a nove ragas de caprinos indianos, incluindo
trés racas de grande porte (Jamunapari, Beetal e Jakhrana); trés racas de medio porte (Sirohi,
Barbari, e Osmanabadi) e trés racas de pequeno porte (Preto Bengala, Changthangi, e Gaddi),
foram coletadas para a identificacdo e analise da diversidade de SNPs. A anélise da sequéncia
das nove racas de cabras estudadas revelou um total de 18 SNPs, dentre eles, um SNP na
regido 5° UTR, nove SNPs em regido codificadora e os oito restantes na regido intronica.
Todas as alteracfes de nucleodtidos foram consideradas sindnimas. A frequéncia do alelo
principal para os 18 SNPs segregantes variou de 0,88 a 0,99. A média observada de
heterozigose foi encontrada sendo méaxima (0,074) em Sirohi, Beetal, Osmanabadi e Gadi, ao
passo que foi encontrada minima (0,019) em cabras da raga Preto Bengala, enquanto que nas
restantes foi intermediaria em termos de heterozigosidade. Os polimorfismos encontrados
podem ser utilizados tanto em estudos da diversidade entre as ragas como na descoberta de
associacfes com caracteristicas de importancia econdmica.

Supakorn and Pralomkarn (2013) selecionaram o gene IGF-1 como gene candidato
para caracteristicas de crescimento em uma populacdo de cabras na Tailandia. As
caracteristicas avaliadas foram o peso ao nascimento (BW) e peso a desmama (WW) . O
DNA de 171 amostras de animais das racas Boer (B), nativa tailandesa (TN), Anglo-Nubiana
(AN) e Saanen (SA) foram isolados. Seis gendtipos (AA, AC , BB, BC, CC e DD) foram
encontrados, com o AA tendo as maiores frequéncias genotipicas. Os homozigotos BB, CC e
DD tiveram as mais baixas frequéncias genotipicas. O genotipo CC apresentou maior BW e
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WW que os outros (P<0,05). Com base nos resultados, este gene pode ser explorado como
candidato para a selec¢do por marcadores moleculares em cabras apos sua verificacdo e
validacdo em um namero maior de animais e em outras racas.

2.2 O Fator de Transcri¢ao Nuclear 1-C2 (NF1-C2)
2.2.1 Fatores de transcricao

A importancia dos fatores de transcricdo para a expressdo génica esta relacionada ao
processo de transcricdo, em que uma molécula de RNA € produzida a partir do DNA, sendo
posteriormente convertida em uma proteina. Ou seja, se a informacdo genética de cada
individuo contida no DNA determina as correspondentes caracteristicas através das proteinas
produzidas a partir do seu respectivo RNA, esse processo de producdo do mesmo é essencial
para todas as etapas seguintes, no caso de eucariotos. Assim, a transcri¢do se torna um ponto
chave na regulacdo da expressdo dos genes, tanto em células particulares de um tecido ou em
resposta a um sinal especifico (LATCHMAN, 2002).

Os fatores de transcricdo sdo necessarios para ligar-se ao DNA e influenciar a taxa de
transcri¢do, positivamente ou negativamente, regulando com isso a expressdo dos genes em
resposta a estimulos especificos e/ou em tipos celulares especificos. Por consequéncia, devem
ter sua atividade rigorosamente regulada para se tornarem ativos apropriadamente, garantindo
gue os genes sejam ativados no momento e local corretos. Dois mecanismos basicos pelos
quais a acao de fatores de transcricdo pode ser regulada envolvem o controle da sintese do
fator de transcricdo de modo que ela é feita apenas quando necessario, ou alternativamente,
regulando a atividade do fator de modo que a proteina pré-existente torna-se ativada, quando
necessario (DARNELL, 1982; LATCHMAN, 2004).

Considerando ainda o papel fundamental da estrutura da cromatina, das sequéncias de
DNA e da RNA polimerase no processo de transcrigdo e regulacdo, o aspecto restante diz
respeito aos fatores de transcricdo que ligam-se a sequéncias especificas da molécula de DNA
expostas por modificagdes na estrutura da cromatina e entdo alteram a transcri¢do atraves da
interacdo direta ou indireta com a RNA polimerase. Para desempenhar esta funcéo, os fatores
de transcricdo devem possuir determinadas caracteristicas que os permitem modular a
expressao génica. A primeira delas, para muitos destes fatores, é a habilidade de ligar-se a
uma sequéncia de DNA de maneira especifica e, a partir da ligacdo, interagir com outros
fatores ou com a RNA polimerase a fim de influenciar a transcricdo tanto positiva quanto
negativamente (LATCHMAN, 2004).

O processo da transcricdo dos genes pela RNA polimerase Il € realizado através da
acao conjunta de trés classes de fatores proteicos. Uma classe compreende fatores gerais de
transcricdo necessarios para a montagem ordenada de um complexo ativo de pré-iniciacdo. A
maquinaria basal envolve também a participacdo de fatores regulatérios especificos,
normalmente caracterizados pela existéncia de dominios de ativacdo de ligagdo ao DNA. A
terceira classe de fatores funciona como proteinas coativadoras mediando interagdes entre
fatores de transcricdo gerais e especificos (WENZELIDES et al., 1996).

Os fatores de transcricdo possuem uma organizacdo modular tipica que consiste em
dois dominios funcionalmente distintos referentes a sequéncia especifica de ligacdo ao DNA e
de transcricdo. Os primeiros sdo frequentemente encontrados adjacentes as regides necessarias
para a oligomerizacdo de proteinas, sendo na maioria dos casos necessarios para 0
reconhecimento de DNA e apresentam configuragdes estruturais altamente ordenadas e bem
definidas. Em contraste, os dominios responsaveis pela transcricdo podem ndo possuir tal
organizacdo estabelecida e a hipotese é de que tornam-se estruturados somente por meio da
interacdo com fatores de transcri¢do basais (ROULET et al., 1995). Os dominios de ativacdo
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tém sido agrupados em trés classes, dependendo da sua composicdo de aminoacidos: cido,
rico em glutamina ou rico em prolina (CHAUDHRY et al., 1998).

Apesar de muitos trabalhos destacarem as proteinas de ligacdo especificas ao DNA
que coordenam a transcricdo em células eucaridticas, existem evidéncias de que as mesmas
também participam de processos como o inicio da replicacdo do DNA, além da integracéo,
recombinacdo e transposicdo. E por meio da anélise detalhada dessas proteinas versateis, o
estudo da potencial relacdo de regulacdo de mecanismos variados vem sendo mais esclarecida
(MERMOD et al., 1989).

2.2.2 A familia do fator nuclear 1 (NF1)

Os fatores de transcricdo da familia de proteinas do fator nuclear 1 (NF1) sdo um
exemplo tipico de organizacdo modular. Foi inicialmente identificado por Nagata et al. (1982)
como uma proteina nuclear que se liga a origem de replicacdo do adenovirus para a iniciagdo
eficiente da replicacdo de DNA in vitro e posteriormente sitios vinculados ao NF1 foram
identificados em outros promotores virais e celulares, conforme revisado por Inoue et al.
(1990), ativando ou inativando a transcricdo, e também atuando sinergicamente com
moduladores da transcrigdo em humanos e leveduras.

Em adenovirus, o estimulo a iniciacdo da replicacdo do DNA pelo fator nuclear 1
(NF1) ocorre por meio de uma proteina inicial em que um residuo de dCMP (do inglés
‘deoxycytidine monophosphate deaminase activity’), uma deaminase desoxicitidina
monofosfato é acoplada a regido terminal dessa proteina precursora e o alongamento
subsequente ocorre atraves de um mecanismo de deslocamento em cadeia (DEKKER et al.,
1996).

Essa familia de proteinas representa um grupo especifico de sequéncias de ligacao ao
DNA que reconhecem sequéncias de consenso 5'- TTGGC(Ns)GCCAA-3'. Diversas classes
de cDNA que codificam o NF1 foram isoladas de humanos, rato, hamster e porco,
demonstradas serem necessarias para a correta expressdo de varios genes (NAGATA et al.,
1983; GOYAL et al., 1990).

Segundo Jones et al. (1987) e Santoro et al. (1988), o NF1 é provavelmente idéntico ao
fator de transcri¢do de ligacdo a CCAAT, uma proteina envolvida na expressdo de diversos
genes. A partir dessa semelhanca identificada, as proteinas NF1 foram também reconhecidas
como fator de transcricdo CCAAT, entretanto por se ligarem a apenas um pequeno grupo
dessas sequéncias e devido aos primeiros cDNA terem sidos clonados de genes NF1-C, a
familia pode ser chamada de NF1/CTF e os fatores de transcricdo e proteinas NF1-C,
referidos como CTFs (DORN et al., 1987). Foi confirmado apds outros estudos em varios
organismos que essa proteina vista como Unica, pertencia a uma familia de multiplos fatores
de transcricao.

O dominio de ligagdo ao DNA das proteinas NF1 ndo mostra semelhanca ébvia a
qualquer sequéncia das classes conhecidas de dominios de ligacdo ao DNA, tais como dedos
de zinco, ziper de leucina ou hélice-alfa-hélice. Um suposto segmento a-helicoidal mediando
0 contato ao DNA foi identificado por Santoro et al. (1988).

Com base na composicdo de aminoacidos, estdo agrupadas na classe de ativadores
ricos em prolina (CHAUDHRY et al., 1998). Tem sido demonstrado que 0os mecanismos de
acao dos dominios de ativacdo acidos e ricos em prolina sdo fundamentalmente semelhantes
em organismos eucarioticos desde leveduras até seres humanos, embora 0s mecanismos
exatos atraves dos quais diferentes tipos de dominios de ativacao estimulam a transcricdo nao
sejam conhecidos (WENZELIDES et al., 1996).

Em vertebrados, a familia NF1 consiste em quatro membros, denominados NF1-A,
NF1-B, NF1-C, e NF1-X, que variam em tamanho de ~30-100 kilodaltons (kDa), cada um
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codificado por um gene diferente e altamente conservados desde frango até humanos. Cada
um deles possui diferentes isoformas geradas por splicing alternativo, que corresponde a uma
variacdo de produtos dos genes gerada por processamento alternativo do transcrito primario
do RNAmM (GOYAL et al., 1990; RUPP et al., 1990). A figura 3 mostra a estrutura geral do
gene comparando com a de cada isoforma e seus splicing alternativos (GRONOSTAJSKI et
al., 2000).
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Figura 3. Dominios e splicing alternativo dos genes NF1 em vertebrados. A primeira linha
ilustra caracteristicas gerais e as demais os produtos de splicing alternativo dos quatro genes
NF1 em vertebrados. A estrutura geral de codificagdo é composta por 11 éxons (caixas) com o
dominio de ligacdo ao DNA e a dimerizacdo da regido N-terminal codificado
predominantemente pelo éxon 2 (caixa cinza). Dentro do segundo éxon estdo quatro residuos
de cisteina conservados (rotulados de C) necessarios para uma regulacao da ligacdo ao DNA,
o de redox de ligacdo, um dominio de base alfa helicoidal (basic helix) e 0 dominio de ligacao
da polimerase (Ad Pol binding). Os nimeros acima da linha sdo nimeros aproximados de
residuos e 0s que estdo abaixo da linha sdo numeros dos éxons. As regides C-terminal de cada
dominios (Transativacdo e repressao) codificam proteinas especializadas, incluindo o dominio
de transativacdo rica em prolina (Proline-rich). Para cada gene, os maiores cDNAs existentes
contém 11 éxons, e isoformas de splicing alternativo sdo mostradas por colchetes abaixo de
cada gene com seus nomes abaixo. Primeiros éxons alternativos sdo apresentados por caixas
ou linhas conectadas ao segundo éxon. Os nomes dos primeiros éxons denotam conservacao
das regibes de codificacdo, éxonsla (8-10 aa), 1b (32-47 aa) e 1c (1 aa). (Adaptado de
Gronostajski et al., 2000).

De acordo com Chaudhry et al. (1998) os quatro diferentes genes NF1 em vertebrados,
a expressdo diferencial durante o desenvolvimento e a expressdao regulada dos genes
dependentes de NF1 em varios 6rgdos, como cérebro, musculo, pulmao, figado, dentre outros
tecidos, confirmam as diferentes propriedades de modulagdo da transcricdo das proteinas
NF1.
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A formacdo de heterodimeros indica a formacdo de dimeros de NF1 estaveis na
auséncia de DNA, permitindo elevado grau de controle dos sitios de ligacdo e acrescenta, ao
lado da diversidade genética e splicing alternativo, outro nivel de diversidade a esta familia de
proteinas, gerada também por modificaces em nivel pds-transcricional de regulacdo da
estabilidade do RNAmM e pos-traducionais, por fosforilacdo ou glicosilacdo, o que aumenta o
namero de proteinas de ligacdo ao DNA (KRUSE; SIPPEL et al., 1994; FURLONG et al.,
1996).

Em sua maioria, o splicing alternativo cria proteinas NF1 de tal maneira que os fatores
de transcricdo resultantes apresentam especificidade de ligacdo ao DNA conservada, mas
estruturas do dominio de ativacio alteradas (GRUNDER et al., 2003).

Os polipeptideos NF1 conttm um dominio N-terminal conservado de
aproximadamente 220 aminoacidos, onde ocorre a ligagdo ao DNA tanto como homo e
heterodimeros, através de um dominio de ligacdo que contém quatro cisteinas essenciais a
iniciacdo da transcrigéo e reconhecem o local consenso de ligagdo com semelhante afinidade.
A distingdo € feita pela variacdo existente nos dominios C-terminal, que supostamente
codificam dominios de modulacdo de transcritos distintos. (ROULET et al., 1995;
CHAUDHRY et al., 1998).

Em cada um dos genes NF1, o dominio de ligagdo ao DNA N-terminal é codificado
principalmente por um unico éxon (o éxon 2). Os genes NF1-C e NF1-X parecem ser 0s
membros mais estreitamente relacionados tanto pela comparacdo da sequéncia dos quatro
genes da familia, quanto pelas regides de localizacdo no cromossomo em humanos (QIAN et
al., 1995). Embora a via de duplicacdo dos genes que geraram a familia NF1 seja
desconhecida, estes dados de co-expressao (em conjunto com a co-localizacdo no genoma)
podem indicar que o NF1-C e NF1-X foram gerados por uma duplicagdo relativamente
recente durante a evolucdo dos vertebrados (CHAUDHRY et al., 1997).

Na hipétese de Griunder et al. (2002) os resultados da analise de splicing alternativo e
mapeamento dos genes NF1 no genoma de rato e humano, os quatro genes NF1 de
vertebrados resultam de uma duplicacdo de um dnico segmento genémico contendo dois
genes intermediarios ao NF1, em vez de duas duplicacbes independentes de dois genes
separados por um unico ancestral. E assim, os genes NF1-A e NF1-C, e NF1-B e NF1-X
assemelhem-se uns aos outros em grau de splicing alternativo para a duplicacdo filogenética
de um segmento de DNA intermediario, contendo dois diferentes genes NF1 localizados
préximos.

As interacdes entre 0 dominio C-terminal rico em prolina de uma isoforma humana
NF1-C e componentes da maquinaria de transcricdo basal sugerem que este dominio de
transativacdo de NF1-C pode funcionar por meio de refor¢o no recrutamento de componentes
da transcricdo para promotores que contenham sitios de ligacdo para o NF1, aumentando
assim a taxa de transcricdo. Esses sitios de ligacdo para proteinas NF1 estdo presentes em
genes expressos em tecidos multiplos e em genes expressos exclusivamente em cérebro,
musculo, figado, glandula mamaria e outros tipos de células diferenciadas (CHAUDHRY et
al., 1997).

A primeira base molecular das propriedades de ativacdo do produto do gene NF1-C
(NF1-C/CTF1) é a presenca de uma regido homoéloga ao dominio C-terminal da RNA
polimerase Il (do inglés CTD ‘C-terminal domain’) e o fato desta regido interagir fisicamente
com componentes da maquinaria de transcricdo basal. Essa interagcdo tem sido proposta como
atuante no aumento da taxa de transcri¢do pelo recrutamento de proteinas de transcrigdo para
promotores contendo sitios de ligacdo NF1 (ALTMANN et al, 1994; KIM; ROEDER, 1994).

No entanto, as proteinas NF1-B e NF1-X isoladas por Chaudhry et al. (1997) podem
ativar a transcricdo, apesar de ndo conterem uma repeticdo semelhante ao dominio CTD.
Estes dados indicam que dominios adicionais das proteinas NF1 podem participar de
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interacdes de modo a promover a ativacdo da transcricdo no lugar da repeticdo CTD, com
aparentes diferencas no potencial de ativacdo entre os produtos dos genes NF1, indicando que
0 tipo de modulagdo especifica da transcricdo pelas proteinas NF1 pode desempenhar um
papel importante no desenvolvimento de mamiferos.

Segundo Steele-Perkins et al. (2003) alteracdes nos genes NF1-C resultam em graves
defeitos no desenvolvimento dentério. Ratos deficientes tiveram principalmente a formacéao
da raiz afetada, e que sem os cuidados de criacdo adequados pode levar a morte do animal.
Sendo assim, a falta de regulagdo de qualquer um dos genes NF1 traz fen6tipos especificos de
desenvolvimento, evidenciando que cada um tém suas funcdes Unicas para o desenvolvimento
dos organismos.

As regides dos polipeptideos NF1-C (NF1-C1l, NF1-C2, NF1-C5 e NF1-C7)
necessarios para ligagdo ao DNA, dimerizagdo e replicacdo localizadas na regido N-terminal,
assim como a estrutura de ativacdo da transcricdo das proteinas sdo mostrados na figura 4
(CHIKHIRZHINA et al., 2008). Destaca-se também a conservacao da regido N-terminal entre
as isoformas representadas, enquanto que a parte C-terminal, onde se localiza a regido
responsavel pela transcricdo, € divergente entre as mesmas.
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Figura 4. (a) Esquema da organizacdo e estrutura dos polipeptideos NF1-C, com a posi¢édo de
alguns aminoacidos e residuos de aminoacidos codificados, indicados por niUmeros na parte
inferior; (b) Comparacdo da estrutura e organizacdo dos dominios de algumas das variantes de
NF1-C (NF1-C1, NF1-C2, NF1-C5 e NF1-C7). Adaptado de Chikhirzhina et al. (2008).

Wenzelides et al. (1996) compara a atividade de transcricdo de um dos membros da
familia NF1/CTF, o CTF-5 com as proteinas CTF-1, CTF-2 e CTF-7. CTF-1 representa o
produto de 70 kb do gene NF1/CTF, composto por 11 exons. Contém um dominio N-terminal
de ligacdo ao DNA e o dominio de dimerizacdo, bem como o dominio de transativacdo rica
em prolina localizado no C-terminal. O derivado CTF-2 ndo tem o éxon 9 como resultado de
splicing alternativo. A remocédo deste éxon cria uma rescisdo dentro do éxon 10. CTF-7 ndo
tem o éxon 7, 8 e 9. No entanto, o processo de splicing néo altera o enquadramento de leitura
para 0s éxons 10 e 11. O CTF-5 carece dos éxons 9 e 10 e, portanto, este ndo inclui a regido
rica em prolina inteira e nem o motivo CTD relacionado, demonstrados como essenciais para
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a transcricdo de CTF-1. Na figura 4 também estdo representadas as estruturas dessas quatro
formas da familia NF1/CTF, caracterizando cada uma delas. Neste mesmo trabalho, foi
concluido que diferentes derivados das proteinas CTF exibem um amplo espectro de atividade
de transativacdo, sendo que o membro CTF-5 ativa a transcricdo em Saccharomyces
cerevisiae em maior grau do que as outras formas de CTF analisados. Isto sugere que varias
proteinas derivadas de variantes CTF de processamento natural, ativam a transcricdo em
diferentes graus e que o potencial para a obtencao de fatores com diferentes atividades a partir
do mesmo gene adiciona uma nova dimensao aos mecanismos existentes para a modulacao da
expressédo do gene.

A proteina de ligacdo ao fator de crescimento semelhante & insulina 5 (IGFBP-5) é
expressa em muitos tipos celulares, possuindo uma alta afinidade especifica para a matriz
0ssea, sendo a mais abundante IGFBP armazenada no 0sso. Ela é expressa em osteoblastos e
seus precursores, estimula a proliferacdo e protege da apoptose in vitro. Neste estudo de
Pérez-Casellas et al. (2009) verificou-se que a transcricdio de IGFBP-5 é modulada
diferencialmente em células osteoblasticas humanas por membros da familia de fatores de
transcricdo NF1 através da ligacdo ao elemento consenso na regido promotora, 0 que sugere
que estas proteinas tém um potencial papel na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos. Todos os quatro genes NF1 foram expressos em culturas de osteoblastos
humanos e os vetores de expressdo mostraram que NF1-B foi o mais ativo em estimular a
transcrigdo e NF1-X o menos ativo enquanto NF1-A e NF1-C foram inibidores. O que sugere
que os genes da familia NF1 sdo reguladores importantes da expressao das proteinas IGFBP-5
em osteoblastos humanos e, assim, na modulacéo das funcbes de IGFBP-5 no 0sso, mediando
a ativacao ou repressdo da transcricdo de IGFBP-5.

Alguns genes de proteinas do leite ttm sido amplamente estudados como modelo para
compreender estagios especificos do desenvolvimento e expressdao de genes na glandula
mamaria, por demonstrarem desempenhar um papel em células especificas e com funcéo de
regulacdo de expressao de outros genes. Dentre eles, varios fatores de transcri¢cdo, hormonios
peptidicos e esteroides, mostram a influéncia na expressdo de genes da proteina do leite
(FURLONG et al., 1996).

Na glandula mamaria, membros da familia NF1 desempenham um papel critico na
ativacdo de promotores de genes da proteina do leite durante a lactacdo, e a atividade de
ligacdo ao DNA de algumas formas de NF1 se mostra dependente da matriz extracelular em
células epiteliais mamarias (FURLONG et al., 1996).

Exemplos importantes sdo genes especificos da glandula mamaria, tais como o WAP,
que codifica a principal proteina acida do soro do leite (do inglés ‘whey acidic protein’) e é
expressa quase exclusivamente na glandula mamaria (BURDON et al., 1991). O gene CEL,
que codifica a enzima carboxil éster lipase (do inglés ‘carboxyl ester lipase’), uma lipase na
qgual a glandula mamaria e péancreas constituem o0s principais tecidos para sua sintese e
secrecdo, e 0s genes que codificam a B-lactoglobulina e B 1,4-galactosiltransferase.

A atividade da enzima carboxil ester lipase esta associada ao fato da capacidade do
recém-nascido para digerir lipidos do leite ser menor durante os primeiros meses de vida.
Assim, uma proteina que facilita a absorcdo compensatéria de gordura é necessaria. A enzima
CEL é sugerido para desempenhar um papel importante durante o desenvolvimento precoce
de criancas e nos adultos, facilitando a absor¢do de gordura, ndo s para a producdo de uma
atividade lipolitica mais elevada, mas também por ser qualitativamente diferente de lipase
pancreatica (LIDMER et al, 1995).

A regulagdo destes genes de proteinas do leite tem sido extensivamente estudada em
células epiteliais mamarias, levando a identificacdo de importantes elementos que sdo
necessarios para a regulacdo dos mesmos, como os fatores e ativadores de transcri¢cdo, sendo
um deles o fator nuclear 1 (NF1) (KANNIUS-JANSON et al., 1998).
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De acordo com Mukhopadhyay et al. (2001) a expressdo do gene WAP na glandula
mamaria de ratos aumenta no meio da gestacdo, € mais elevada durante a lactacdo e diminui
rapidamente no inicio da involucdo. Neste estudo, isoformas NF1 especificas (NF1-A4, NF1-
B2 e NF1-X1) foram clonadas a partir de RNAm isolados a partir do segundo dia de lactacdo
com o objetivo de investigar o papel destas isoformas especificas na regulacdo da expressdo
do gene WAP, sendo demonstrada cooperatividade transcricional entre os trés fatores
nucleares de transcricdo da proteina WAP. Além disso, a especificidade ao DNA de ligacédo
das trés isoformas NF1 especificas parece ser correlacionada com a sua capacidade de ativar a
transcricao do gene WAP.

Diferentes membros da familia NF1 podem ser expressos em linhagens celulares
distintas, como em células epiteliais e fibroblastos, indicado através de extratos nucleares
obtidos desses dois tipos por APT et al. (1994), em que trés diferentes formas de splicing do
NF1-C, o CTF-1, CTF-2 e CTF-3 apresentaram perfis de ligacdo ao DNA semelhantes nas
células epiteliais, sugerindo predominio da expressdo das mesmas em células epiteliais.

2.2.3 O fator nuclear 1-C2 e a producao de leite

A morfogénese da glandula maméria é um processo complexo que ocorre em fases
especificas durante o desenvolvimento pds-natal, passando por repetidos ciclos de
desenvolvimento e regressdéo no animal adulto, sendo regulado, em grande parte, por
estimulos hormonais, tais como o estrogénio, progesterona e prolactina. Pesquisas recentes
tém elucidado o mecanismo de regulacdo hormonal da glandula e as vias de sinalizacéo
envolvidas, mas pouco se sabe sobre os fatores de transcricdo especificos que séo alvos dos
hormdnios e que afetam o desenvolvimento, regulando a transcricdo génica (JOHANSSON et
al., 2005).

Segundo Murtagh et al. (2003) a familia dos genes NF1 exercem fungdes importantes
durante o ciclo de desenvolvimento da glandula mamaria, como esta glandula é um 6rgéo com
desenvolvimento predominantemente pds-natal, seus estagios de crescimento e diferenciacédo
para a lactacdo seguido de remodelacdo associada a involugdo fornecem a oportunidade de
desvendar um pouco sobre o envolvimento desses fatores para a complexa expressdo de genes
especificos em tecidos como o desta glandula.

A quantidade de proteinas NF1-C em células epiteliais mamarias ndo é regulada a
nivel transcricional, uma vez que foram encontrados altos niveis de transcritos NF1-C
também em fases em que ndo foi detectada qualquer proteina NF1-C, sugerindo uma
regulacdo pos-transcricional (KANNIUS-JANSON et al., 2002). A proteina NF1-C2 varia
durante o desenvolvimento da glandula mamaria até a gravidez, sendo fortemente induzida no
13° dia da gravidez, e mantida até o inicio da lactagao.

A isoforma NF1 especifica NF1-C2 foi identificada como um importante regulador
transcricional do gene p53 na glandula mamaria de rato na metade da gestagdo. A proteina
supressora de tumor denominada p53 desempenha um papel importante na prevencdo do
desenvolvimento do cancer, prendendo ou matando células tumorais potenciais. A
importancia da p53 no epitélio mamaério foi evidenciada pela associac¢éo da alta frequéncia de
mutacdes e expressdo alterada do gene p53 com a ocorréncia de tumores na mama (COLES et
al., 1992, WISEMAN; WERB, 2002 ).

A mutacao funcional no local de ligacdo do NF1 ao promotor do gene p53 de rato
resultou numa reducdo da expressdo do gene para menos de 30% em células epiteliais
mamarias (JOHANSSON et al., 2003).0 mecanismo dessa supressdo € desconhecido, no
entanto, a sobre-expressdo de NF1 induz varias alteracbes morfoldgicas, incluindo o aumento
da adesdo celular e achatamento da monocamada de células, o que pode ser necessario para a
supressdao (CHAUDHRY et al., 1997).
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Além disso, o fato do NF1-C2 regular outros genes, como CEL e WAP, sugere um
papel mais amplo deste fator, participando tanto do estabelecimento de uma glandula
funcional, como na protecdo da glandula contra tumores durante a fase proliferativa.

Os genes WAP e CEL sao induzidos aproximadamente a0 mesmo tempo durante o
desenvolvimento da glandula mamaria e de acordo com Kannius-Janson et al. (2002) a
ligacdo do NF1-C2 na regido promotora do gene CEL aumentou no 13° dia de gestacéo,
sugerindo assim, que existe uma ligacdo entre a inducdo desses genes e 0 NF1-C2 na
gestacéo.

Outro papel do NF1 seria na regulacdo da transcricdo de um gene associado a
involucdo mamaria, 0 TRPM2 (do inglés ‘Transient Receptor Potential Cation Channel M2").
O aumento da expressdo deste gene apresentou relagdo com involucgdo da glandula maméaria e
a apoptose de uma série de diferentes tipos celulares de ratos (MURTAGH et al., 2003).

Johansson et al. (2005) demonstrou que a prolactina desempenha um papel importante
no nivel basal de proteinas NF1-C2 nos nucleos epiteliais mamarios, pois ao tratar uma
cultura de células epiteliais mamarias com prolactina por 15 min, o nivel de proteinas NF1-C2
nos nucleos foi aumentado. O curto tempo de tratamento sugere um efeito direto da prolactina
sobre os niveis de NF1-C2. Outro achado interessante neste trabalho foi a acentuada
diminuicdo dos niveis de proteinas NF1-C2 em células epiteliais diferenciadas no periodo de
lactacdo. A razdo para isto € atualmente desconhecida. O que se especula é que o fator NF1-
C2 tenha um papel importante no estabelecimento da glandula maméria funcional e, portanto,
ndo € mais necessario nas células secretoras diferenciadas, sugerindo que o NF1-C2 é
importante para a iniciagdo e ndo na manutencdo da expressdo dos genes das proteinas do
leite. Outro mecanismo pelo qual NF1-C2 poderia iniciar a expressado € através da abertura da
cromatina para aumentar a acessibilidade para outros fatores, ndo podendo com isso, excluir a
possibilidade de que outros membros da familia NF1 estariam envolvidos na regulacdo desses
genes em lactacéo.

Sob a gestacdo, o fator NF1-C2 fornece um estimulo mitogénico, enquanto que em
lactacdo tem propriedades de manutencdo. Embora os niveis de proteina NF1-C2 tenham
diminuido em lactac&o, a producdo de RNAm pareceram inalterados. Assim, esta redugdo nos
niveis de proteina, mas ndo nos niveis de mMRNA sugere que a NF1-C2 é regulada pds-
transcricionalmente. De acordo com os autores, estes resultados estdo de acordo com a
hipbtese de que o apesar do gene NF1-C2 exercer um papel importante na ativacdo de genes
relacionados com a producdo de leite, os niveis da proteina NF1-C2 sdo reduzidos durante o
periodo de lactacdo (JOHANSSON et al., 2005).

Wang et al. (2011) identificaram um polimorfismo de PCR-RFLP EcoRIl (SNP G/A)
no gene NF1-C2 em cabras de trés racas chinesas, Xinong Saanen, Guanzhong e Xinjiang
cashmere branca, e avaliaram a associa¢do deste polimorfismo com a producéo de leite em
diferentes estagios da lactacdo para uma delas, a raca Xinong Saanen. Foram encontrados 0s
genotipos AA, AG e GG, com as frequéncias genotipicas de 0,422, 0,056 e 0,522 para a
Xinong Saanen (n=249); 0,402, 0,206 e 0,392 para a Guanzhong (n=408) e 0,176, 0 (nula) e
0,824 para a Xinjiang cashmere branca (n=119), respectivamente. Apesar de ndo ser
constatada associacdo significativa com a producdo de leite (P>0,05), foi observado que na
terceira lactacdo o gendtipo GG tendeu a uma associagdo com maior producéo de leite, em
comparacao ao gendtipo AA (P = 0,07).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Composicao da Amostra e Extragéo do DNA Gendmico

Foi utilizado um rebanho de cabras (Capra hircus), em idade reprodutiva, composto
por animais das racas Saanen e Alpina, sendo considerada uma unica populacéo, alojadas no
setor de caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa-MG (UFV).

As cabras foram mantidas em baias coletivas, em sistema de confinamento (free
stalls), com piso de cama e livre acesso a agua, sal mineral e solario, e alimentados com
silagem de milho, feno de capim Tifton-85 (Cynodon sp.), de acordo com a disponibilidade, e
mistura concentrada, a base de fuba de milho, farelo de trigo e farelo de soja, fornecida duas
vezes ao dia, formuladas para atender as exigéncias de animais em lactacdo de acordo com o
AFRC (1993).

O monitoramento da producdo e da composicdo do leite faz parte de procedimentos
rotineiros realizados neste rebanho. Desta forma, a partir do parto, as cabras sdo monitoradas
individualmente uma vez por semana para a mensuracdo da producdo de leite no dia do
controle e amostras individuais de leite sdo coletadas uma vez ao més. Estas coletas séo
realizadas simultaneamente as ordenhas da manha e da tarde, em vasilhame contendo o
conservante Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol). Posteriormente as amostras sdo
encaminhadas ao Laboratorio de Qualidade do Leite da UFV para quantificacdo da contagem
de células somaticas e dos teores de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.

Para a genotipagem desses animais, foram coletados aproximadamente 10 mL de
sangue em tubos de vacuntainer estéreis contendo EDTA 8% (4cido etilenodiamino tetra-
acético). Os tubos contendo sangue coletado foram deixados em repouso, coletando-se a fase
intermediaria, onde se depositam os leucdcitos. Esta camada foi transferida para tubos estéreis
para o posterior isolamento do DNA.

Para o isolamento de DNA foi utilizado 100 uL de leucdcitos de cada amostra e
acrescidos 500 pL do tampéo a base de brometo hexadeciltrimetilamonio 2% (CTAB 2%) em
tubo de 2mL, seguindo o protocolo descrito por Lodhi et al. (1994) e modificado por Soares
et al. (2009). Foram genotipados 168 animais para o gene IGF-1 e 197 para o NF1-C2.

3.2 Reagéo em Cadeia da Polimerase e Eletroforese

A amplificagdo dos fragmentos de interesse foi realizada por intermédio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR — do inglés Polymerase Chain Reaction). Para a execucao desta
técnica referente ao gene IGF-1, nos tubos de reacdo foram adicionados: 200 nM de cada
primer (Tabela 1), 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), 50 mM de KCI, 20 mM
de Tris-HCI, 1,5 mM de MgCl, uma unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen), e
aproximadamente 100 ng de DNA gendémico, em um volume final de 20 puL. O programa do
termociclador Applied Biosystems® ProFlex™ PCR System consistiu em um passo inicial de
desnaturacdo a 94°C durante 5 min, 35 ciclos de 94°C por 40s para a desnaturagéo das fitas,
anelamento dos primers a 56°C por 35s, extensdo da fita pela Tag a 72°C por 35s e uma etapa
final de extensdo a 72°C durante 10 min.

Para o0 gene NF1-C2 a reacdo seguiu as seguintes condi¢des: 200nM de cada primer
(Tabela 1), 0,2mM de cada desoxirribonucleotideo (ANTP), 50 mM de KCI, 20 mM de Tris-
HCI, 3,75mM de MgCl, uma unidade de Tag DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia
LTDA), tampéo da enzima, e aproximadamente 100 ng de DNA genémico, em um volume

17



final de 20 puL. O ciclo consistiu em 4 min a 94 ° C, 34 ciclos de 94 °C durante 30s,
hibridacdo a 51,6 ° C durante 30s, extensdo a 72 °C durante 30s e extens&o final a 72 °C
durante 10 min ), em termociclador (LongGene — Model MG 96+).

O material amplificado foi submetido a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida
(PAGE) 5%, corado com solucdo de nitrato de prata 0,2 % para a avaliacdo dos fragmentos
amplificados pela PCR.

Tabela 1. Sequéncia, tamanho e temperatura de anelamento dos pares de primers.

Par de primers Regiéo de Condicses
F: Forward (5’ - 3°) anelamento do ara PGCR Produto da PCR
R: Reverse (5’ - 3) primer P
F: CACAGCGTATTATCCCAC 'Etxon j Z p?g:all PCR-RFLP
intron 4 do -
| : 56/1,5/35% Integrated D_NA
R: GACACTATGAGCCAGAAG Liu et al. (2010) Technologies
363 pb*** (|DT)**
. PCR-RFLP
F: CCCTACCTTAACCCTAACCA  EXon 5 do NF1-C2 Integrated DNA
Wang et al. (2011) 51,6/3,75/30* .
R: GTCCCGGACTGTGATTTGC 233 phre Technologies

(IDT)**

*Temperatura de anelamento (°C) /concentracdo de MgClz (mM)/ tempo de extenséo da fita (segundos)
**Empresa especializada responsével pela sintese dos primers

***Tamanho do fragmento amplificado

IGF-1 - gene do fator de crescimento semelhante a insulina 1

NF1-C2 - gene que codifica o fator de transcrigdo nuclear 1-C2

3.3 Analise de PCR-RFLP

Apds a amplificacdo dos fragmentos pela PCR, estes foram submetidos a digestdo por
uma endonuclease especifica, técnica conhecida como polimorfismo de comprimento dos
fragmentos de restricdo, ou simplesmente PCR-RFLP (do inglés PCR-Restriction Fragment
Length Polymorphism). As reacdes foram realizadas conforme as recomendacgbes do
fabricante para cada enzima em um volume final de 10 uL.

Fragmentos obtidos da PCR do gene IGF-1 foram digeridos utilizando a endonuclease
Haelll (Promega, Madison, WI, USA) sendo incubadas em banho-maria a 37°C durante 8h.
Os produtos de PCR do gene NF1-C2 foram submetidos a digestdo com a endonuclease BstNI
(BioLabs Inc., New England) e incubadas em banho-maria a 37°C durante 16h (Tabela 2). Do
mesmo modo, as avaliagcdes dos fragmentos foram realizadas por intermedio de eletroforese
em gel de poliacrilamida 5%, corado com solucdo de nitrato de prata 0,2%.
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Tabela 2. Sitios de corte das enzimas de restricdo e padrdo de corte para genotipagem.

Tamanho do fragmento (pb)

Gene Endonuclease Sitio de corte —
Amplificado Alelo Alelo
(PCR)
IGF-1 Haelll
(D26119)* ae 5°GG|CC3 )
SNP g.5752 3'CCIGGS’ 363 pb A-363 B —234/99/30
G>C
NF1-C2
* ) )
(GQ?S?\%M) BstNI ggg%(égg 233 pb G-233  A-179/49/5
44654G>A

*Acesso da sequéncia génica no GeneBank (Banco de dados internacional)
3.4 Sequenciamento

Para o sequenciamento das regides especificas de cada gene em caprino, foram
utilizados 40uL de amplificado (obtido por PCR) de diferentes animais selecionados de forma
aleatdria e correspondendo a cada genotipo observado, os quais foram enviados para a
empresa Macrogen INC, Seul Korea (http://www.macrogen.com/eng/) para purificacdo e
sequenciamento automatico de acordo com a técnica de terminacdo de cadeia (SANGER et
al., 1977). As sequéncias geradas foram comparadas entre si e com a sequéncia depositada no
GenBank, utilizando-se o programa BLAST (ALTSHUL et al., 1997) e ClustalW2, disponivel
em www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2.

O objetivo do sequenciamento foi a confirmacéo da identidade do gene, devido ao fato
de podermos estar amplificando um gene diferente do esperado, e com 0 sequenciamento se
tem uma confiabilidade, além da confirmacdo dos polimorfismos ja descritos e outros
possiveis polimorfismos.

3.5 Analise Estatistica

Uma vez identificados os polimorfismos nos genes IGF-1 e NF1-C2, a associacéo
destes polimorfismos com as caracteristicas producdo de leite, producéo (kg) e teor (%) dos
constituintes do leite (gordura, proteina, lactose e extrato seco total), duracdo da lactacdo e
contagem de células somaticas foi realizada através do procedimento GLM do SAS®(2002),
de acordo com o seguinte modelo:

Y =pn+g;+e; , emque:

Yij € o valor genético do animal i de genotipo j para cada caracteristica avaliada; p ¢ a
média geral; g;j € o efeito do gendtipo j dos genes IGF-1 (j = AA, AB, BB) e NF1-C2 (j = AA,
AG, GG) e gjj € o efeito aleatorio do residuo.

As estimativas dos valores genéticos das caracteristicas avaliadas foram obtidas por
Rego (2014) através de um modelo animal unicaracteristico. O aplicativo utilizado foi o
REMLF90, descrito por Misztal (2002), que utiliza a metodologia de méaxima
verossimilhanga restrita (REML) e o algoritmo de Maximizacdo da Esperanga (EM).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Gene IGF-1
4.1.1 Amplificacéo da regiéo de interesse do gene IGF-1 por PCR

A partir dos primers divulgados por Liu et al. (2010) e seu respectivo protocolo, o
fragmento de PCR equivalente ao gene IGF-1 foi amplificado de maneira adequada a partir
do DNA genbémico extraido das amostras de sangue de caprinos. Os fragmentos observados
apresentaram o tamanho de acordo com o esperado para a regido génica de caprinos, com 363
pb (Figura 5), e como pode ser visto na figura, apresentaram tamanho uniforme, ndo havendo
polimorfismo no tamanho do amplificado. A regido avaliada refere-se ao éxon 4 e regido
parcial do intron 4, onde neste ultimo, foi encontrado um SNP de interesse (GenBank
D26119), identificado por Liu et al. (2010), localizado no intron 4.

Figura 5. Gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata. M = Marcador de peso
molecular (50 pb, Ludwig Biotecnologia); pb = pares de base. Canaletas de 1 a 6 =
fragmentos amplificados de aproximadamente 363 pb correspondentes ao intron 4 do IGF- 1.

4.1.2 PCR-RFLP

Houve o reconhecimento das sequéncias pela enzima Haelll, com sitio de corte
GG|CC e o consequente corte dos fragmentos de produtos de PCR obtidos para o gene IGF-I.
A mutacdo detectada refere-se a transversdo G>C na posicao 5752 (GenBank D26119).

O esquema do padrao de corte (Figura 6) mostra o padrdo de bandas, os fragmentos de
234, 99 e 30 pb (alelo B), e o fragmento sem a clivagem, de 363 pb, correspondendo ao alelo
A.
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Haelll
(GGWCC)

M AA AB BB

350ph — m m

300ph —

250ph I 234 pb 234 pb
100pb — 99 pb 99 pb
50pb E— 30 pb 30 pb

Figura 6. Figura esquematica mostrando o padrdo de bandas dos alelos A e B, obtidos ap6s
digestdo com a enzimas Haelll, para o gene IGF-1. M = marcador de peso molecular de 50
pb; AA = gendtipo homozigoto para o alelo A que ndo apresenta regido de corte; AB =
genotipo heterozigoto no qual ocorre a clivagem do fragmento em duas regides, originando
trés fragmentos e o alelo A permanece intacto; BB = gend6tipo homozigoto para o alelo B com
duas regibes de corte.

O padrdo de cortes da enzima no gel pode ser observado na figura 7. Destacando que a
banda menor (30 pb) ndo aparece nitidamente nas amostras referentes aos animais
homozigotos com o corte da enzima (genétipo BB). No trabalho de Liu et al. (2010) os
genotipos foram identificados em gel de agarose, o que resultou em um padrdo diferente do
encontrado neste trabalho, ou seja, os referidos autores ndo identificaram a presenca da banda

de 30 pb, de forma que os fragmentos encontrados pelos autores apresentaram os tamanhos de
264 e 99 pb.
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Figura 7. Gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata dos produtos de digestdo
pela enzima Haelll do gene IGF-1. Canaleta 1 = produto da PCR; 2 = animal homozigoto
(AA), 3 e 4 = animais heterozigotos (AB), 5 e 6 = animais homozigotos (BB); M = Marcador
de peso molecular (50 pb, Ludwig Biotecnologia); pb = pares de base.

Do total de 168 animais avaliados, 5 foram identificados como AA, 20 AB e 143 BB,
com as frequéncias alélicas e genotipicas no rebanho em estudo apresentadas na Tabela 3. O
teste 3 > mostrou que a distribuicdo dos gendtipos ndo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg
na populacio estudada (x> = 11,89 e P<0,05).

Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP identificado no gene IGF-1 por Haelll
PCR-RFLP.

Frequéncia Alélica

Genotipo N Frequéncia genotipica

Alelo A Alelo B
AA 5 0,03 0,09 0,91
AB 20 0,12
BB 143 0,85

No trabalho de Liu et al. (2010) em que este mesmo polimorfismo foi identificado em
duas racas de cabras chinesas, Xinjiang e Nanjiang cashmere, as frequéncias alélicas
apresentaram-se distribuidas de forma diferente, com 0,4 para o alelo A e 0,6 para o B (raca
Xinjiang) e 0,6 para o alelo A e 0,4 para o B (raca Nanjiang cashmere). No entanto, foi
proposta associagdo com outras caracteristicas, relacionadas a producéo de cashmere, mas que
ndo foram significativas (P>0,05).

Szewczuk et al. (2011) a partir da constatacdo de varios casos descritos, em que a
frequéncia de um alelo é nula ou quase nula para diferentes polimorfismos referentes a
algumas regides do gene IGF-1, concluem que uma possivel justificativa para esses resultados
é a de que ocorre uma forte limitacdo pela baixa frequéncia de um alelo raro, cujo efeito do
I6cus é mascarado por outro com efeitos positivos ou negativos mais fortes. E assim a
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mutacdo é considerada como marcador somente quando ligado a polimorfismos que se
encontram perto ou na mesma regido regulatéria do gene.

4.1.3 Sequenciamento

Por intermédio do sequenciamento de fragmentos amplificados (363pb) das amostras
referentes a cada genotipo, foi possivel confirmar que se tratava de um fragmento do gene
IGF-1 de caprino.

O alinhamento das sequéncias caprina e bovina mostrou um grau de identidade de
99%, mostrando uma alta similaridade entre sequéncias das diferentes espécies (Figura 8).

Score Expect Identities Gaps Strand

660 bits(357) 0.0 361/363(99%) 0/363(0%) Plus/Plus

Capra 1 cTue:er*.nrcccl;crcm;ucT.‘:GG’TCTCTCTCTGATTT?A;CTGTC‘AAG:CCAC 69
CEULLEETLLREE VLR E L e e et e ety FELELLELEELTL
Bos 1 CACAGCGTATTATCCCACTCTAARACTAGGCCTCTCTCTGATTGGAACAGACAAGCCCAC 60
’G"*T'CCCCT"GTCC-JTCC?—.»«J\.GTCTCAC—\\-]\C’ALTC[CTCCA{C—TT\.ClC\TT 120
[TH]] SERININNN | (1L

Capra 61 :
CC‘ACCC CTCGAGCAGTCGGAGAGCGCCCCAGACAGGAATCGTGGATGAGTGCTGCTT 120

Bos 61

TGTGATCTGAGGAGGCTGGAGATGTACTGTGCGCCTCTCAAGCCCACCAAGTC 180
|.l||[I‘.HHH\H\[\IIIWI
TG

Capra 121
Bos 121

Capra 181 AGCCCGCTCAGTCCGTGCCCAGCGCCACACCGACATGCCCAAGGCTCAGAAGRTA
[ |1 EECELLEVEERLERLEELTLETL
Bos 181 AGCCCOCTCAGTCCGTGCCCABCGCCACACCGACATGCCCAAGGCTCAGAAGSTAR

Capra 241 ACICAGGGTCGGCGGTT-\GG?T GGCC '\fCT'}'CGCGAG-\TCTGT~TT.‘.T?CC~(|:CTGAA?CA 300
[LLEERTERTELT ‘ TLLLLELLET T [ELEEELELLENTET
Bos 241 |ACCAGGGGCGGCGGTGAGGGTCGGCCATCTTCGCGAGATCGGAGTTATGCGGCTGAAGCA| 300

u»CC-«nLCC-]«-«T»‘-G';;«TT.«T»‘C\.CTC~T»C~CTTCTCuC'C~T.«CT 36@
111 ASERRRARNNRRNNNY 11 (11
GCAGCATCCGAATAGTAATTAATACCCTCATAGACTTCTGGCTCATAGT] 36@

Capra 301 .’.CT',:.GT.'@:

Bos 3901 .«JT.‘.JT.«Ck

Capra 361 |GTC 363

Bos 361 |gTC_ 363

Figura 8. Resultado do alinhamento entre as sequéncias de bovino (Numero de Acesso:
emb|HG797647.1) (Bos taurus) e caprino (Capra hircus). Na imagem pode ser observada a
sequéncia do fragmento composto pelo intron 4 caprino e o sitio de corte da enzima (em caixa
preta).

A comparagéo das sequéncias geradas pelas diferentes amostras possibilitou observar
a existéncia de uma transversao (C/G), caracterizando um polimorfismo do tipo SNP dentro
do intron 4 do gene IGF-1 na posi¢do que corresponde ao nucleotideo 265 da sequéncia de
caprino. A figura 9 mostra o alinhamento da sequéncia disponivel no Genbank com as das
amostras, com o sitio de corte e uma das bases com a variacdo mostrada pelo ndo pareamento,
enguanto que o outro sitio ndo estd mostrado devido ao pareamento de 99% entre elas. O
polimorfismo correspondente ao heterozigoto, resultando dessa transversdo & mostrado na
figura 10, representado pelos dois picos correspondentes as bases C e G em alturas proximas.
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3321 ACCAGEEGCGECGEaTEAGHET COGCSATCTTCOCGAGATC TEAGTTATGCGGCTGAAGCA 128

3381 ACCAGEEGCGECAaTEAGEET COGCCATCTTCGCGAGATC TGAGTTATGCOGCTGAAGCA 128
genbank ACCAGEEGCGECEOTEAGHGET COGLCATCTTCALGAGATC TGAGTTATGCOGCTGAAGCA 128
3685 ACCAGEEECGECAaTEAGEETCOESCATCTTCGCGAGATCTEAGTTATGCOGCTGAAGCA 128

Figura 9. Resultado do alinhamento entre as sequéncias de diferentes amostras e a sequéncia
do Genbank (D 26119). A transversdo G/C é mostrada pela letra S em um dos sitios de corte,
onde ndo houve pareamento.

il m il M 108 114 120
ATAACTCAGATCTOGE GAAGAT GGOC GACCCTCACCGC CGCCOC TGOGTGGGECTTACCTTCTGAGCCT TG GG AT

e

Figura 10. Eletroferograma mostrando resultado de sequenciamento pelo método de Sanger
et al. (1977) do fragmento amplificado pelo par de primers correspondente ao intron 4,
destacando a transversdo G/C em um dos sitios de corte, indicada pela seta amarela. Cada
base é representada por uma cor: A= Verde, G= Preto, C= Azul, T= Vermelho.

4.1.4 Andlise estatistica
Os resultados da associacdo do polimorfismo identificado no gene IGF-1 (gendétipos

AA, AB e BB) com os valores genéticos preditos para cada uma das caracteristicas produtivas
estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Resumo da ANOVA para as caracteristicas avaliadas em funcdo dos genoétipos do
gene IGF-1.

Efeitos dos genotipos AA, AB e BB

Caracteristica QM gendtipo QM residual p-valor
Producéo total de leite (kg) 78,9868 1478,3662 0,95
Extrato seco total (kg) 3,4381 13,2771 0,77
Gordura (kg) 0,1390 1,0495 0,87
Lactose (kg) 0,7938 2,3304 0,71
Proteina (kg) 0,3743 0,8876 0,65
Extrato seco total (%) 0,0174 0,0983 0,84
Gordura (%) 0,0062 0,0263 0,79
Lactose (%) 0,0006 0,0101 0,94
Proteina (%) 0,0144 0,0175 0,44
Dlact 112,1179 80,0885 0,25
CCs 0,0021 0,0014 0,22

Dlact = duracéo da lactacdo, CCS = contagem de células somaticas

O polimorfismo identificado no gene IGF-1 nédo apresentou associacdo significativa
com as caracteristicas estudadas (tabela 4), apesar da sua importancia em diferentes
processos, em relacdo a producdo de leite e seus constituintes para as duas ragas em que 0
polimorfismo foi analisado. Esse resultado pode ser especifico para as caracteristicas
avaliadas, podendo haver relagdo do polimorfismo em questdo com outras que ndo foram
avaliadas, como pode ter ocorrido também pela menor frequéncia apresentada por um dos
alelos, nesse caso o alelo A (0,11), o que dificulta a verificacdo de seu efeito. Ainda assim, €
recomendado a verificagdo dos efeitos do polimorfismo e sua validado em outras ragas, uma
vez que pode haver diferencas entre racas e rebanhos.

Duas mutacdes identificadas no intron 4 do gene IGF-1 (9.1617 G>A e g.5752 G>C -
D26119.2), sendo a segunda a mesma avaliada neste trabalho (posicdo 5752 no GenBank
D26119), foram associadas com producéo de leite e tamanho do corpo em 708 individuos de
duas racas de cabras leiteiras chinesas (Guanzhong e Xinong Saanen). Para a Xinong Saanen,
0 genotipo heterozigoto apresentou maior tamanho corpéreo (P<0,05) enquanto que o
gendtipo CC (nomeado BB neste trabalho, como no de Liu et al., 2010), maior producdo de
leite durante as duas lactacGes analisadas (P<0,05). No entanto, as frequéncias alélicas e
genotipicas do polimorfismo nesta raca foram menores em relacdo as demais, 0,08 (CC), 0,43
(CG) e 0,49 (GG), € 0,30 € 0,70 dos alelos C e G, respectivamente (Deng et al., 2010).

Como justificado por esse mesmo autor, o SNP identificado ndo pode ser uma
mutacdo causal, uma vez que esta localizado em uma das regides de introns, sugerindo que
poderia estar ligado a uma outra mutacéo na regido de codificacdo ou regides reguladoras de
um gene onde se encontra uma mutacao para caracteristicas de producao.

Os introns tém sido demonstrados afetarem a eficiéncia da transcricdo de numerosos
genes de uma variedade de organismos, sendo apontados exemplos de sua participacdo e
importancia de sua remocdo pelo spliceossomo influenciando etapas do metabolismo do
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RNAmMm, tais como a iniciagdo da transcricdo do gene, edicédo e poliadenilacdo do pré-RNAm,
exportacdo nuclear e a traducdo. Seu papel no aumento da expressao dos genes em eucariotos
também é discutido, apesar de ndo ser necessario obrigatoriamente para 0 mesmo (Bergman,
2001).

4.2 Gene NF1-C2
4.2.1 Obtencéao dos fragmentos por PCR
Utilizando os primers divulgados por Wang et al. (2011) e seu protocolo, o fragmento

de PCR correspondente ao gene NF1-C2 foi amplificado de maneira satisfatoria a partir do
DNA genbmico, resultando em um fragmento de 233 pb (Figura 11).

Figura 11. Gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata. M = Marcador de peso
molecular (50 pb, Ludwig Biotecnologia); pb = pares de base. Canaletas de 1 a 7 =
fragmentos amplificados de aproximadamente 233 pb correspondentes ao éxon 5 do NF1-C2.

O gene NF1-C2 em caprinos localiza-se no cromossomo 7, composto por 10 éxons. A
regido avaliada refere-se ao éxon 5 e parcial regido codificante (CDS), pois nesta regido foi
detectado um SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) de interesse (GenBank GQ169554), o
SNP 44654G>A (GenBank g. NC_007305), correspondendo a posi¢do 51, identificado por
Wang et al. (2011).

Como os outros locais de corte ndo sdo polimdrficos e a Unica regido polimorfica esta
dentro deste fragmento de 233 pb, ou seja, provavelmente ndo houve variagdo no padrdo de
corte nessas outras regides, neste caso ndo contém informacdo adicional para analisar 0s
resultados, Wang et al. (2011) reduziu o fragmento de tamanho total de 485 pb para o
comprimento de 233 pb (1-233 pb) para a avaliacdo exclusiva do polimorfismo citado.

4.2.2 PCR-RFLP

Para os fragmentos de PCR amplificados houve corte pela enzima BstNI (sitio de corte
CC|WGG), detectando um polimorfismo correspondendo a transicdo G>A na posicao 51 na
sequéncia de referéncia depositada no GenBank GQ169554, fazendo com que ocorra a
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substituicdo do aminoécido 17 no fator de transcricdo, onde o aminoacido glicina é
substituido pela serina.

O esquema do padrédo de corte (Figura 12) mostra os dois sitios de restricdo gerando
trés fragmentos diferentes, de 179, 49 e 5 pb (alelo A) enquanto que o fragmento sem a
clivagem, de 233 pb, corresponde ao alelo G, nomeados como no trabalho de referéncia
(WANG et al., 2011).

BstNI
(CCWGGQG)
M GG AG AA
300pb —
250pb | weessmmm 23300, 2233020,
200pb | = 179 pb 179 pb
150pb —
100pb
50pb — “49pb ~490pb __

5 pb 5 pb

Figura 12. Esquema do padrdo de bandas dos alelos A e G, obtidos ap6s digestdo com a
enzimas BstNI, para o gene NF1-C2. M = marcador de peso molecular de 50 pb; (GG) =
gendtipo homozigoto para o alelo G que ndo apresenta regido de corte; (AG) = gendtipo
heterozigoto no qual ocorre a clivagem do alelo A em duas regibes, originando trés
fragmentos e o alelo G permanece intacto; (AA) = gen6tipo homozigoto para o alelo A com
os dois cortes.

Na figura 13 pode ser observado o padrdo de corte da enzima no gel. Destacando que
as bandas menores (49 e 5 pb) ndo aparecem.
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Figura 13. Gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata dos produtos de digestéo
pela enzima BstNI do gene NF1-C2. Canaleta 1 = produto da PCR; 2 e 3 = animais
homozigotos (GG), 4 e 5 = animais homozigotos (AA), 6 e 7 = animais heterozigotos (AG);
M = Marcador de peso molecular (50 pb, Ludwig Biotecnologia); pb = pares de base.

Do total de 197 animais avaliados, 46 animais foram identificados como AA, 77 AG e
74 GG, com as frequéncias alélicas e genotipicas na Tabela 5. O teste y 2 mostrou que a
distribuicdo dos genotipos ndo estd de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg na
populagdo estudada (3 = 8,04; P<0,05).

Comparando as frequéncias alélicas com as obtidas no trabalho de Wang et al. (2011),
em duas das trés racas foram bem préximas, 0,45 (A) e 0,55 (B) para a Xinong Saanen e 0,50
(A) e 0,49 (B) para a Guanzhong, confirmando também que a frequéncia do alelo mutante foi
semelhante ao do tipo selvagem em cabras leiteiras, o que implica que o gene NF1-C2 é
menos conservado para o0 lécus EcoRIl. Enquanto que a outra raca (Xinjiang cashmere
branca) foi a que mais diferiu, sendo 0,17 para o alelo A e 0,82 para o alelo G.

Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP G/A identificado no gene NF1-C2 por
BstNI PCR-RFLP.

Frequéncia Alélica

Gendtipo N Frequéncia genotipica Alelo A Alelo G
AA 46 0,23 0,43 0,57
AG 77 0,39
GG 74 0,38

4.2.3 Analise estatistica
Os resultados da associacéo do polimorfismo identificado no gene NF1-C2 (AA, AG e

GG) com os valores genéticos preditos para cada uma das caracteristicas produtivas estdo
apresentados nas tabelas 6 e 7.
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Tabela 6. Resumo da ANOVA para as caracteristicas avaliadas em funcdo dos genoétipos do
gene NF1-C2.

Efeitos dos genotipos AA, AG e GG

) QM QM residual
Caracteristica . p-valor
gendtipo

Producdo total de leite (kg) 544,6554 1645,2359 0,718
Extrato seco total (kg) 3,7329 14,5869 0,775
Gordura (kg) 0,3894 1,2067 0,7256

Lactose (kg) 0,8600 2,4649 0,706

Proteina (kg) 0,3155 0,9719 0,723

Extrato seco total (%) 0,1740 0,1129 0,217

Gordura (%) 0,0355 0,0308 0,318

Lactose (%) 0,0049 0,0111 0,641
Proteina (%o) 0,1161 0,0185 0,002**

Dlact 90,9624 89,5722 0,364

CCS 0,0039 0,0015 0,082

** Significativo a 1%.

O polimorfismo identificado no gene NF1-C2 apresentou associacdo significativa com
a porcentagem de proteina do leite (P<0,01), entretanto ndo houve associa¢do com as demais
caracteristicas. Houve, no entanto, uma tendéncia de associa¢do (P=0,082) para a contagem
de células somaticas, como pode ser visto na tabela 6.

O gendtipo AA apresentou a média dos valores genéticos maior que o genétipo GG,
apesar de sua frequéncia ser a menor em comparacdo com os demais. Sendo assim, o genétipo
AA esta associado ao maior teor de proteina no leite do que o GG, enquanto que o genotipo
heterozigoto ndo diferiu dos homozigotos (Tabela 7).

Tabela 7. Associacdo dos gendtipos do gene NF1-C2 com as médias da porcentagem de
proteina no leite e o erro padrdo.

Genotipos N Médias + Erro Padréo *
AA 46 0,0641+0,020 a
AG 77 0,0240 + 0,015 a b
GG 74 -0,0244 + 0,016 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P >0,05).
Médias e erro padréo dos valores genéticos.

No trabalho de Wang et al. (2011) este mesmo polimorfismo foi identificado em trés
racas de cabras chinesas, porém nédo foi encontrada associagdo significativa com a producédo
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de leite (P>0,05). Resultado semelhante ao achado neste trabalho para a producdo total de
leite. A auséncia de associagéo do polimorfismo com a producdo de leite a0 mesmo tempo em
que foi verificada associacdo significativa com o teor de proteina pode indicar para uma
ferramenta alternativa na selecdo de um leite rico em proteina, sem prejudicar a selecdo para a
producdo total de leite. Isto tem sido um desafio para a selecdo tradicional, uma vez que as
estimativas da correlagdo genética entre estas caracteristicas sdo predominantemente
negativas (Brito et al., 2011).

De acordo com Mukhopadhyay et al. (2001), algumas isoformas NF1 especificas
podem estar relacionadas a ativacdo da transcricdo de genes especificos da glandula mamaria
que codificam proteinas do leite, como o gene WAP, que codifica a proteina acidica do leite.

Outro gene em que a ligacdo do NF1-C2 no promotor mostrou expressdo paralela aos
niveis de expressao da proteina NF1-C2 quando aumentados e diminuidos, € o do gene CEL,
que codifica a enzima carboxil éster lipase, uma proteina que facilita a absorcdo de gordura,
interagindo com o elemento de ligagdo no seu promotor com uma maior afinidade do que as
outras isoformas NF1 (MURTAGH et al., 2003).

De acordo com Wang et al. (2011), o NF1C2 pode estar relacionado a ativacdo da
transcricdo de genes especificos da glandula mamaria que codificam proteinas do leite, como
0s genes WAP e CEL.Logo, a ativacdo destes genes pode ser uma das causas da associagdo
encontrada no presente trabalho entre o polimorfismo no gene NF1C2 e a porcentagem de
proteina no leite de cabras, sugerindo um maior efeito do fator NF1-C2 sobre estes genes
(WAP e CEL), nos animais de genotipo AA.
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5 CONCLUSAO

O polimorfismo no intron 4 identificado no gene IGF-1 ndo apresenta associacao
significativa com as caracteristicas produtivas avaliadas no rebanho estudado.

O polimorfismo identificado no gene NF1-C2 localizado no éxon 5 apresenta
associacao significativa com a porcentagem de proteina do leite de cabras, com o genétipo
AA associado ao maior teor de proteina no leite, podendo assim ser testado e validado como
marcador genético com potencial para ser utilizado na sele¢cdo e melhoramento em rebanhos
de caprinos leiteiros.
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