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Marcador genMarcador genééticotico

•• CaracterCaracteríística hereditstica hereditááriaria

•• Padrão Padrão fenotfenotíípicopico individual pode ser individual pode ser 

experimentalmente determinado;experimentalmente determinado;

•• Permite acompanhar a segregaPermite acompanhar a segregaçção do ão do 

loco responsloco responsáável pelo carvel pelo carááter;ter;

•• PolimPolimóórficorfico



AplicaAplicaççõesões

•• Inferir sobre  o comportamento dos Inferir sobre  o comportamento dos 
genes em populagenes em populaççõesões

•• ConstruConstruçção de mapas do genomaão de mapas do genoma

•• Associar regiões do genoma com Associar regiões do genoma com 
caractercaracteríísticas sticas fenotfenotíípicaspicas quantitativas quantitativas 
ou qualitativasou qualitativas



Marcadores morfolMarcadores morfolóógicosgicos

•• NNúúmero limitadomero limitado
•• Muitos são deletMuitos são deletéériosrios



AntAntíígenos de superfgenos de superfíície cie 
celular e protecelular e proteíínasnas

Quantidade razoQuantidade razoáável de informavel de informaççãoão
Restrita Restrita àà parte expressa do genoma ( ~ 1%)parte expressa do genoma ( ~ 1%)



Marcador molecularMarcador molecular

•• VariaVariaçções na seqões na seqüüência de um ência de um 
determinado segmento (loco) de DNAdeterminado segmento (loco) de DNA

•• Não necessariamente corresponde Não necessariamente corresponde àà
um geneum gene



VNTRVNTR

In/DelIn/Del

substituisubstituiççãoão

Tipos de variaTipos de variaçções no genomaões no genoma

ATAACGCGCAATCACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGCGCAATCACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTTAGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCGCGTTAGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGCGCAA.TCCTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGCGCAA.TCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTT.AGGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCGCGTT.AGGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGTGCAATCACACACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGTGCAATCACACACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCACGTTAGTGTGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCACGTTAGTGTGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGCGCAACTCCTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGCGCAACTCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTTGAGGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCGCGTTGAGGACTGACTTAATACATCGACCT

Poucas alteram o fenPoucas alteram o fenóótipo!tipo!



VVáários tipos de marcadores rios tipos de marcadores 
molecularesmoleculares

•• RFLP, RAPD, AFLP, RFLP, RAPD, AFLP, minissatminissatééliteslites, , 

microssatmicrossatéélites, SSCP, lites, SSCP, SNPsSNPs



ATAACGCGCAATCACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGCGCAATCACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTTAGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCGCGTTAGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGCGCAA.TCCTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGCGCAA.TCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTT.AGGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCGCGTT.AGGACTGACTTAATACATCGACCT

Algumas mutaAlgumas mutaçções alteram sões alteram síítios de restritios de restriççãoão

ATAACGTGCAATCACACACACACACACTGACTGAATAACGTGCAATCACACACACACACACTGACTGATTTTATGTAGCTGGATTATGTAGCTGGA
TATTGCACGTTAGTGTGTGTGTGTGTGACTGACTTATTGCACGTTAGTGTGTGTGTGTGTGACTGACTAAAATACATCGACCTAATACATCGACCT

ATAACGCGCAACTCCTGACTGAATTATGTAGCTGGAATAACGCGCAACTCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTTGAGGACTGACTTAATACATCGACCTTATTGCGCGTTGAGGACTGACTTAATACATCGACCT

EcoEcoRIRI



DesnaturaDesnaturaçção, ão, 
HibridizaHibridizaçção ão 

MarcaMarcaççãoão
da sondada sonda

DNADNA

TransferênciaTransferência
,  ,  

DesnaturaDesnaturaççãoão

((--))

EndonucleaseEndonuclease
de restride restriççãoão

EletroforeseEletroforese

(+)(+)

SSíítio de  tio de  
restrirestriçção ão 

Sequência alvo      Sequência alvo      

RFLPRFLP



PCR (PCR (SaikiSaiki et al, 1985) et al, 1985) 

Pronta visualizaPronta visualizaçção do DNAão do DNA

InInúúmeras aplicameras aplicaççõesões



PCRPCR--RFLPRFLP

EndonucleaseEndonuclease de Restride Restriççãoão
SeparaSeparaçção ão eletroforeletroforééticatica
VisualizaVisualizaççãoão

AATTAATT
TTAATTAA

55´́
Alelo AAlelo A

33´́

Alelo BAlelo B
55´́ AAGGTTTT

TTCCAA AA 

33´́

CodominanteCodominante

Poucos alelos (2 a 3)Poucos alelos (2 a 3)



RAPD RAPD –– RandomRandom amplifiedamplified polymorphicpolymorphic DNADNA

PrimersPrimers aleataleatóórios 10 rios 10 mermer

PCR baixa PCR baixa estringênciaestringência

Dispensa conhecimento da seqDispensa conhecimento da seqüüência ência 

DominanteDominante

Reprodutibilidade ruimReprodutibilidade ruim



AFLP AFLP –– AmplifiedAmplified fragmentfragment lengthlength polymorphismpolymorphism

DipensaDipensa conhecimento conhecimento 
da seqda seqüüênciaência

DominanteDominante

Reprodutibilidade  boaReprodutibilidade  boa



•• RepetiRepetiçções  de 1 a 5 nucleotões  de 1 a 5 nucleotíídeosdeos

•• Abundantes (mamAbundantes (mamííferos ~ 10feros ~ 105 5 CACAnn ) ) 

•• Definidos por seqDefinidos por seqüüências ências de cde cóópia pia úúnicanica

•• FreqFreqüüentes nas proximidades de seqentes nas proximidades de seqüüências ências 
codificadorascodificadoras

MicrossatMicrossatééliteslites (SSR, VNTR)(SSR, VNTR)



MicrossatMicrossatééliteslites



CaracterCaracteríísticassticas

•• PolialPolialéélicoslicos ((≥≥ 20)20)

•• DistribuiDistribuiçção regularão regular

PorPoréém:m:

•• Taxa de mutaTaxa de mutaçção elevadaão elevada

•• Estimativa de tamanho de alelo variEstimativa de tamanho de alelo variáável vel 
entre equipamentosentre equipamentos



SNPsSNPs
((SingleSingle NucleotideNucleotide PolymorphismPolymorphism))

•• FreqFreqüüência: 1/100 a 300 bases;ência: 1/100 a 300 bases;
•• DialDialéélicoslicos

Transversões (A Transversões (A ⇔⇔ C ou T; G C ou T; G ⇔⇔ C ou T)C ou T)

TransiTransiçções (A ões (A ⇔⇔ G ou C* G ou C* ⇔⇔ T)T)

*desaminação Cmet ⇒ T



DistribuiDistribuiçção de ão de SNPsSNPs



GenotipagemGenotipagem

PrimerPrimer
alelo especalelo especííficofico

SequenciamentoSequenciamento ArraysArrays

••RFLPRFLP
••SSCPSSCP
••MALDIMALDI--TOFTOF
••TaqmanTaqman
••......



Origem da variaOrigem da variaççãoão

MarcadorMarcador SubstituiSubstituiççãoão IndelIndel VNTRVNTR ConteConteúúdo de do de 
informainformaççãoão

RFLPRFLP 2 a 5 alelos/2 a 5 alelos/codomcodom..

PCRPCR--RFLPRFLP

MicrossatMicrossatéélitelite -- ** 2 a 20 alelos/2 a 20 alelos/codomcodom..

SNPSNP -- 2 alelos/2 alelos/codomcodom..

2 alelos/2 alelos/codomcodom..

RAPDRAPD 2 alelos/dom.2 alelos/dom.

AFLPAFLP 2 alelos/dom.2 alelos/dom.

Em sEm sííntese:ntese:

**Indels dentro da região amplificada são detectadas



RelaRelaçções entre populaões entre populaççõesões

Miranda & Mc Naus (200)



Mapeamento de QTLsMapeamento de QTLs



Caracteres quantitativosCaracteres quantitativos

•• A grande maioria dos caracteres de A grande maioria dos caracteres de 
interesse econômico são interesse econômico são 
quantitativos:   muitos genes com quantitativos:   muitos genes com 
contribuicontribuiçção ão igualigual e e aditivaaditiva



(QTL (QTL -- QuantitativeQuantitative TraitTrait lociloci))

•• Cada gene ou conjunto de genes Cada gene ou conjunto de genes 
adjacentes (ligados em um mesmo adjacentes (ligados em um mesmo 
cromossomo) que influenciam um cromossomo) que influenciam um 
carcarááter quantitativo.ter quantitativo.



Como identificar esses QTLs Como identificar esses QTLs 
em um genoma com milhares em um genoma com milhares 

de genes?de genes?



Varredura do genomaVarredura do genoma

⇒⇒ ConstruConstruçção de mapas das posião de mapas das posiçções dos ões dos 

marcadores nos cromossomosmarcadores nos cromossomos

⇒⇒ Varredura de cada intervalo entre dois Varredura de cada intervalo entre dois 

marcadores em grandes populamarcadores em grandes populaçções ões 

segregantessegregantes



Centenas de Centenas de 
genes!genes!

+ meioses+ meioses
+ marcadores+ marcadores ++ QTNQTN

Exemplo de anExemplo de anáálise de intervalo:lise de intervalo:

M1M1 M2M2 M3M3 M5M5 M6M6



Gene CandidatoGene Candidato

⇒⇒ Busca associaBusca associaçção entre o valor ão entre o valor fenotfenotíípicopico e e 
variavariaçções de seqões de seqüüência em genes (Gene ência em genes (Gene 
Candidato) ou prCandidato) ou próóximo a genes que ximo a genes que 
participam do processo biolparticipam do processo biolóógico em gico em 
questão.questão.



AssociaAssociaçção entre o gene IGFão entre o gene IGF--1 e Valor Gen1 e Valor Genéético tico 
Predito para peso ao nascimento de Predito para peso ao nascimento de CanchimCanchim

* como desvios do alelo de  229 * como desvios do alelo de  229 bpbp
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PerspectivasPerspectivas

Genotipagem Genotipagem em larga escala.....40.000 em larga escala.....40.000 
marcadores em uma anmarcadores em uma anááliselise

Visão Visão multilocal multilocal do do gengenóótipotipo..............

SeleSeleçção de combinaão de combinaçções ões genômicasgenômicas



MAS MAS –– fatores a considerarfatores a considerar

•• Marcador direto x indireto (LD)Marcador direto x indireto (LD)

•• % da % da δδ22aa explicada pelo marcador (deriva no explicada pelo marcador (deriva no 

restante do genoma)restante do genoma)

•• InteraInteraçção com o ambiente;ão com o ambiente;

•• EpistasiaEpistasia



DiagnDiagnóóstico de doenstico de doenççasas



Exemplo de mapeamento de uma doenExemplo de mapeamento de uma doençça heredita hereditááriaria

Recombinantes afetadosRecombinantes afetados



OMIAOMIA



Impacto do diagnImpacto do diagnóóstico stico 
molecularmolecular

•• BLAD BLAD -- Morte neonatalMorte neonatal

1988 1988 -- desenvolvimento do diagndesenvolvimento do diagnóóstico stico 

molecular: 150 touros Holandeses portadores molecular: 150 touros Holandeses portadores 

nos EUAnos EUA

1992 1992 -- 5 touros portadores (3,3 %)5 touros portadores (3,3 %)



InvestigaInvestigaçção de Paternidadeão de Paternidade

M1 - 210 / 212
M2 - 154 / 154
M3 - 123 / 127
M4 - 222 / 224

M1 - 210 / 212
M2 - 154 / 154
M3 - 123 / 127
M4 - 222 / 224

M1 M1 -- 210210 // 212212
M2 M2 -- 154154 // 158158
M3 M3 -- 123123 / / 127127
M4 M4 -- 220220 / / 226226

M1 - 210 / 210
M2 - 156 / 158
M3 - 121 / 127
M4 - 220 / 220

M1 - 210 / 210
M2 - 156 / 158
M3 - 121 / 127
M4 - 220 / 220

ISAG- Mínimo de 9 marcadores



ImportânciaImportância

•• Bovinos: 15Bovinos: 15 a 30% a 30% de errode erro (animais registrados)(animais registrados)

•• InformaInformaçções exatas de pedigree: ões exatas de pedigree: 

–– Estimativa correta do valor genEstimativa correta do valor genéético dos animais = maior tico dos animais = maior 

ganho genganho genéético;tico;

–– Controle da endogamia (conservaControle da endogamia (conservaçção de recursos ão de recursos 

gengenééticos)ticos)



ConsideraConsideraçções Finaisões Finais
•• A disponibilidade de marcadores não A disponibilidade de marcadores não éé

mais problema;mais problema;

•• Escolha do marcador depende do Escolha do marcador depende do 

objetivo do estudo;objetivo do estudo;

•• IntegraIntegraçção com outras estratão com outras estratéégias gias 

(genoma funcional, proteoma, (genoma funcional, proteoma, 

metaboloma)metaboloma)



EquipeEquipe



Obrigada!Obrigada! luciana@cppse.embrapa.brluciana@cppse.embrapa.br



Mapas do genoma de animais de Mapas do genoma de animais de 
interesse econômico: interesse econômico: 

estratestratéégias atuais para construgias atuais para construçção e ão e 
utilizautilizaççãoão..

Doutoranda: Melissa Nunes Miziara

Campus de São José do Rio Preto



Melhoramento genético

espécies de interesse econômico

domesticação seleção de fenótipos
desejáveis

fatores
responsáveis???

Como manipular???

informações
cruzamento de animais com 
características comercialmente 
importantes



Ferramentas genFerramentas genééticas tradicionaisticas tradicionais

conhecimentoconhecimento

genomas

espécie

espécie

espécie

espécie

LIMITADAS

padrões de herança dos genes



Pesquisas
genéticas



GenômicaGenômicaGenômica

Estratégias avançadas

C
O
N
H
E
C
I

M
E
N
T
O

estrutura funcionamento

genomas inteiros



GenômicaGenômicaGenômica
Genômica estrutural

Genômica funcional

caracteriza a natureza física dos genomas

identificação/localização dos genes ao longo dos cromossomos



Expressão conjunta dos genes nos diferentes 
tecidos e organismos

GenômicaGenômicaGenômica
Genômica estrutural

Genômica funcional



Genômica estrutural

espécies
animais interesse econômico

Mapeamento genômicoMapeamento genômico
““indicaindicaçção de um gene a um ão de um gene a um locuslocus no cromossomono cromossomo””

““posicionamento em relaposicionamento em relaçção a outros genes mesmo cromossomoão a outros genes mesmo cromossomo””

Região específica



1) Localizar genes responsáveis por características 
comercialmente importantes;

2) Localizar genes associados a doenças;

3) Procurar genes que sirvam como modelo de estudo 
dos efeitos de doenças genéticas humanas;

4) Estudar mecanismos de rearranjos cromossômicos 
que resultaram na evolução dos mamíferos.

Mapeamento genômico em animais de interesse econômicoMapeamento genômico em animais de interesse econômico



Mapas genômicosMapas genômicos

GENÉTICOS FÍSICOS MOLECULARES

SINTENIA

CITOGENÉTICO

RH



Indicação de um gene a um cromossomo

Obtenção da sua seqüência completa de bases

SeqSeqüüência de DNAência de DNA

genoma animal interesse econômico

Genes conhecidosGenes conhecidos

diferentes
tipos de mapas



Como iniciar os estudos de mapeamento do genoma 
de uma espécie de interesse econômico?

11ºº passopasso Quais genes?Quais genes?

MAPA DE SINTENIA

Descreve quais genes estão localizados em um determinado 
cromossomo sem a necessidade de cruzamento sexual.

(mapa físico)

Conjunto de linhagens de cConjunto de linhagens de céélulas hlulas hííbridasbridas

PAINEL DE CÉLULAS SOMÁTICAS HÍBRIDAS

syn = mesmo/junto
tene = fio



EXTRAÇÃO
DE DNA

PCR

(B)

gene Linhagem 1 Linhagem 2 Linhagem 3 Linhagem 4 
A + - - + 
B - + - + 
C + - - + 

 

(C)

Células
“hospedeiras”

Célula híbrida

Diferentes 
combinações dos 
cromossomos do 

genoma de interesse 
nas linhagens 

celulares híbridas

Células do
genoma de interesse

FUSÃO(A)

gene Aparentais gene B gene C

L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4

+



+++ +

+ +

linhagens 
celulares 
parentais

linhagens 
celulares 
híbridas

linhagens 
celulares 
híbridas

marcador peso 
molecular 

100bp

Gel de agarose contendo os 
produtos de uma reação de PCR 

do gene CGA



Como iniciar os estudos de mapeamento do genoma 
de uma espécie de interesse econômico?

11ºº passopasso Quais genes?Quais genes?

MAPA DE SINTENIA

Descreve quais genes estão localizados em um determinado 
cromossomo sem a necessidade de cruzamento sexual.

(mapa físico)

Não fornece informaNão fornece informaççõesões ?



Como saber em qual cromossomo do genoma um 
grupo de sintenia está localizado?

MAPA 
CITOGENÉTICO

Construído por meio da técnica de HIBRIDIZAÇÃO IN SITU 

(mapa físico)

Utiliza seqüências de DNA 
(sondas) complementares 

aos genes-alvo

Hibridizar cromossomos 
metafásicos do genoma 

de interesse

Metaphase chromosomes in XO mouse –
adaptado 
(http://darwin.iz.uj.edu.pl/iz/genetics/szot_e.htm)

visualização dos 
genes nos 

cromossomos



MAPA 
CITOGENÉTICO

Grupos de sintenia

(mapa físico)    =

∈∈ CARIÓTIPO

Mapa citogenético do cromossomo 6 
do genoma do búfalo-de-rio (Iannuzzi
et al., 2003)

www.ciencia-activa.org/DivergenAlfabetoGenes.htm

resolução



Como conhecer a ordem e a distância de genes 
vizinhos no cromossomo?

2 estrat2 estratéégiasgias

(mapa físico)

Mapeamento de ligação

Mapeamento RH

(mapa genético)

Fornece a ordem dos genes em um cromossomo baseando-se 
na análise da freqüência de indivíduos recombinantes a partir 
de um cruzamento sexual.

(utilizando células híbridas irradiadas)



IndivIndivííduo diplduo diplóóideide

homólogos
A

A

A

a

homozigoto

heterozigoto

alelo

sps.k12.ar.us/massengale/cell_division_notes.htm

Recombinação
Crossing-over

MEIOSEMEIOSE



19111911

Thomas Hunt
Morgan

Alfred Sturtevant

Teoria da recombinação



HipHipóótesetese criada para a construção do mapa

menor a distância entre dois genes em um mesmo cromossomo

maior é a chance de serem herdados juntos - ligados

Mapa genético
análise padrão de herança dos genes dos pais para a prole 

pelo cruzamento sexual recombinação meiótica.

progenitor progenitorX

PROGÊNIE
Análise de
genótipos

≠s
genes

mesmo cromossomo
OU

cromossomos ≠s



Conjunto de genes ligados = GRUPO DE LIGAÇÃO

DISTÂNCIADISTÂNCIA
centiMorgan - cM

16.9 cM

16.3 cM

15.0 cM

14.5 cM

14.0 cM

25.1 cM

HUJ614

BM4025

TGLA53

BR6504

TGLA334

BM719

HUJ625

Representação esquemática do 
mapa de ligação do cromossomo 12 
de ovelha (Crawford et al., 1995).



alelo

marcador de tamanho da molécula de DNA

alelo

marcador de tamanho da molécula de DNA

A)
OTC

BM4604

ILSTS017

BM2713

XBM142

TGLA128

36cM

25cM

11cM

8cM

8cM

GABA-A

XBM411
HEL26
TGLA325
XBM31
INRA120-XBM24

45cM

27cM
3cM

8cM

32cM

8cM

TGLA68

grupo de 
ligação I

grupo de 
ligação II

distâncias em cM

OTC

BM4604

ILSTS017

BM2713

XBM142

TGLA128

36cM

25cM

11cM

8cM

8cM

GABA-A

XBM411
HEL26
TGLA325
XBM31
INRA120-XBM24

45cM

27cM
3cM

8cM

32cM

8cM

TGLA68

grupo de 
ligação I

grupo de 
ligação II

distâncias em cM

OTC

BM4604

ILSTS017

BM2713

XBM142

TGLA128

36cM

25cM

11cM

8cM

8cM

GABA-A

XBM411
HEL26
TGLA325
XBM31
INRA120-XBM24

45cM

27cM
3cM

8cM

32cM

8cM

TGLA68

OTC

BM4604

ILSTS017

BM2713

XBM142

TGLA128

36cM

25cM

11cM

8cM

8cM

GABA-A

XBM411
HEL26
TGLA325
XBM31
INRA120-XBM24

45cM

27cM
3cM

8cM

32cM

8cM

TGLA68

grupo de 
ligação I

grupo de 
ligação II

grupo de 
ligação I

grupo de 
ligação II

distâncias em cMdistâncias em cM

B)

Obtenção de um mapa de ligação do cromossomo X bovino. Parte A - análise dos 
genótipos dos pais e da prole de uma família de bovinos em relação ao marcador 
HEL26. Parte B – mapa construído a partir da análise da freqüência de recombinação de 
um conjunto de marcadores do cromossomo X bovino.



Conjunto de genes ligados = GRUPO DE LIGAÇÃO

DISTÂNCIADISTÂNCIA
centiMorgan - cM

16.9 cM

16.3 cM

15.0 cM

14.5 cM

14.0 cM

25.1 cM

HUJ614

BM4025

TGLA53

BR6504

TGLA334

BM719

HUJ625

Representação esquemática do 
mapa de ligação do cromossomo 12 
de ovelha (Crawford et al., 1995).

ordem e distância genes

limitações:

-grupos ligação posição dentro 
cromossomo?

-diferentes alelos = polimorfismo

-presença heterozigotos na família

-regiões com baixa taxa recombinação 
meiótica

importantes

Como os genes são transmitidos 
através das gerações



Final do sFinal do sééculo XXculo XX

2 estrat2 estratéégiasgias

Mapeamento de ligação (mapa genético)

(mapa físico)
Mapeamento células híbridas irradiadas - RH

1990 – genoma humano 1997 – genoma bovino



MAPA RH

Adaptação da metodologia utilizada ao mapeamento sintênico

Combinações de fragmentos

(mapa físico)

genoma 
completo

espécie-alvo

Células
“hospedeiras”

Célula híbrida irradiada

Células do
genoma de interesse

FUSÃO

radiação



Análise estatística presença e ausência dos genes
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do mapa RH do cromossomo 
10 do búfalo-de-rio (Amaral et
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principal vantagem:

-localizar/ordenar genes

-não há necessidade:
gene polimórfico
análise famílias

Distância entre os genes

ESTIMADA

não apresenta relação bp

ManipulaManipulaçção individualão individual



MAPA COMPARATIVO

Informações de genomas       caracterizados

genomas       documentados

conservação
genes

mamíferos

ObtenObtençção de mapasão de mapas

ananáálise de polimorfismos em famlise de polimorfismos em famííliaslias
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Comparação do mapa RH do braço curto do cromossomo 1 do genoma do búfalo-de-rio
com o mapa molecular do cromossomo 27 do genoma bovino (Miziara et al., 2007). As 
linhas na cor preta indicam genes presentes nos dois mapas e que apresentam a mesma 
ordem nos cromossomos das duas espécies. As linhas na cor azul indicam três inversões 
na ordem dos genes em questão. 



Como conhecer a distância real entre os genes em um 
determinado cromossomo?

...attgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacata...

pares de base

MAPA
MOLECULAR



attgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataa
ttgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatg
ccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgcc
gcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgc
gctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgct
gcgaggcaaagtctttaagcacgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaa
gcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaa
gcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcaacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagc
acacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcac
acataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcga
ggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcaga
ggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgagg
caaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgc
gctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtcttta
agcatttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaag
tctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtct
ttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtcttta
agcacacataattgccgcgctgcgaggcgaggcaaagtctttaagcacagaggcaaagtctttaagcacacataat
tgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaa
gtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaa
gtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattg
ccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagt
ctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacataattgccgc
gctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtcttta
agcaaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgag
gcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggc
aaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaa
agtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagt
ctttaagcacacatagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcaatggg

A   T   C   G

gene seqüências reguladoras

??
?

?
??



construção ≠ tipos de mapas

conhecimento detalhado

genes do genoma

localização

funcionamento

estudos de características 
economicamente importantes

identificação/manipulação 
genes
- para obtenção de fenótipos 
desejáveis 
- possíveis curas doenças



obtenobtençção de mapasão de mapas:

não se limita a identificar um gene
CONHECIMENTO DE GENOMAS INTEIROS

(funcionamento e evolução)

crescente disponibilidade informacrescente disponibilidade informaççõesões:

organização genomas animais interesse econômico

- resulta na obtenção de mapas mais detalhados
- contribuir nos programas melhoramento genético
- estudos mais aprofundados de doenças genéticas



Genômica Estrutural em animais de Genômica Estrutural em animais de 
interesse econômicointeresse econômico

Construção de mapas

Uso dos mapas para escanear genoma de populações 
cruzadas para caracteres comercialmente importantes

localizar QTLs segmentos cromossômicos

Identificação dos genes responsáveis pelos caracteres 
dentro dessas regiões

ferramentas de biotecnologia

Preencher o gap GENE FENÓTIPO FINAL
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Modelo para pesquisa biomédica
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MMéétodos de antodos de anáálise de lise de QTLsQTLs

Henrique Nunes de OliveiraHenrique Nunes de Oliveira

FMVZFMVZ--Unesp/BotucatuUnesp/Botucatu



SituaSituaçção do ão do 
Melhoramento AnimalMelhoramento Animal

AvanAvançços nos os nos úúltimos 50 anosltimos 50 anos
ModelosModelos SimplesSimples
MuitosMuitos genes genes 
EfeitosEfeitos aditivosaditivos



Melhoramento GenMelhoramento Genééticotico

IdentificaIdentificaçção das caracterão das caracteríísticassticas
Efeitos ambientes e genEfeitos ambientes e genééticos ticos 
ModelosModelos
Algoritmos e SoftwaresAlgoritmos e Softwares
AplicaAplicaçção na seleão na seleççãoão
EstratEstratéégias de acasalamentogias de acasalamento



IncorporaIncorporaçção Tecnologiasão Tecnologias

InseminaInseminaçção Artificialão Artificial
Transferência de EmbriõesTransferência de Embriões
FecundaFecundaçção in ão in VitroVitro



Novas BiotecnologiasNovas Biotecnologias

QTLsQTLs
–– Aumento da Aumento da AcurAcurááciacia em caracterem caracteríísticas sticas 

tradicionais (Leite, crescimento).tradicionais (Leite, crescimento).
–– Genes diretamente responsGenes diretamente responsááveis pela veis pela 

maior parte da variamaior parte da variaçção em ão em 
caractercaracteríísticas de importância sticas de importância 
((calpastatinacalpastatina).).



O que O que éé um QTL?um QTL?

LocalizaLocalizaçção hipotão hipotéética de um gene tica de um gene 

que afeta uma caracterque afeta uma caracteríística que stica que 

éé medida em uma escala medida em uma escala 

quantitativa.quantitativa.



O que queremos?O que queremos?

Mapear o QTLMapear o QTL

Identificar os genes envolvidos na Identificar os genes envolvidos na 
expressão das caracterexpressão das caracteríísticas sticas 
quantitativasquantitativas

Entender seu funcionamentoEntender seu funcionamento



Como faremos?Como faremos?

Usando Marcadores Moleculares!Usando Marcadores Moleculares!
–– ((RAPDsRAPDs, , RFLPsRFLPs, , MicrosatelitesMicrosatelites, etc), etc)

BuscaBusca--se associase associaçção entre os ão entre os 
marcadores e o fenmarcadores e o fenóótipo do animal tipo do animal 
para a caracterpara a caracteríística quantitativa.stica quantitativa.



Em que se baseia?Em que se baseia?

LigaLigaçção Gênica (ão Gênica (““LinkageLinkage””))

Marcadores ligados aos Marcadores ligados aos QTLsQTLs



M Q

M Q

m q

m q

F1

m q

M Q

m q

M Q m QM q

Parentais Recombinantes

Gametas

½ (1-r) ½ (1-r) ½ r ½ r

P



Ligação Gênica

Pais MMQQ       x mmqq

F1 MmQq (100%)

F1 - Gametas MQ Mq mQ mq

M e Q Não Ligados (r=0,5) Freq(%) 25 25 25 25

M e Q Ligados (r=0,15) Freq(%) 35 15 15 35

M e Q Muito Ligados (r=0,02) Freq(%) 48 2 2 48



LigaLigaççãoão GênicaGênica

Geração MQ mQ Mq mq 
1 0,3750 0,1250 0,1250 0,3750 
2 0,3125 0,1875 0,1875 0,3125 
3 0,2813 0,2188 0,2188 0,2813 
4 0,2657 0,2344 0,2344 0,2657 

10 0,2502 0,2498 0,2498 0,2502 
15 0,2501 0,2499 0,2499 0,2501 
20 0,2500 0,2500 0,2500 0,2500 

 



Se r < 0,5 então:

f(MQ) f(mq)<> f(Mq)f(mQ)
(desequilíbrio de ligação)

Ligação Gênica



Se r =0,5, ou se a população 
estiver em equilíbrio então:

f(MQ) f(mq)= f(Mq)f(mQ)

P(Q|M) = P(Q)|m)

Ligação Gênica



PopulaPopulaçções ões 
ExperimentaisExperimentais

Cruzamentos de linhagens Cruzamentos de linhagens 
endogâmicas (raendogâmicas (raçças puras)as puras)
Retro Cruzamentos (Retro Cruzamentos (F1F1 x P)x P)
F2F2 ( ( F1F1 X X F1F1))
outrasoutras



RC
M Q

m q
X

M Q

M Q

M Q

(1-r)

m qGenótipos 
Parentais

M Q M Q

m QM q
Genótipos 
Recombinantes

(r)

M q

M Q M Q



Retro CruzamentosRetro Cruzamentos

MM > Mm

?



AnAnáálise Estatlise Estatíísticastica

Existe alguma associaExiste alguma associaçção entre o marcador e ão entre o marcador e 

o feno fenóótipo do animal ?tipo do animal ?

Teste por Teste por AnovaAnova

DiferenDiferençça entre as ma entre as méédias = Efeito estimado dias = Efeito estimado 

do QTLdo QTL



DiferenDiferençça entre as Ma entre as Méédiasdias
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Regressão LinearRegressão Linear

Regressão do fenRegressão do fenóótipo nos ctipo nos cóódigos dos digos dos 
marcadores (0,1)marcadores (0,1)

Significância => ligaSignificância => ligaçção com o QTLão com o QTL

Coeficiente de regressão = efeito do Coeficiente de regressão = efeito do 
QTLQTL



RegressãoRegressão

mm=0 Mm=1

Y



LimitaLimitaççõesões

RecombinaRecombinaççãoão

Variância dentro de cada classeVariância dentro de cada classe

Custo da Custo da genotipagemgenotipagem



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo

Maneira mais comum de se fazer Maneira mais comum de se fazer 
ananáálise de experimentos de QTL.lise de experimentos de QTL.
UtilizaUtiliza--se vse váários marcadores com rios marcadores com 
distancia de aproximadamente 10 a 20 distancia de aproximadamente 10 a 20 
cMcM
BuscaBusca--se a posise a posiçção mais provão mais prováável do vel do 
QTL entre os marcadores. QTL entre os marcadores. 



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo

Para cada posiPara cada posiçção entre os marcadores ão entre os marcadores éé
obtida  Valor da Funobtida  Valor da Funçção de Verossimilhanão de Verossimilhançça.a.
FunFunçção de Verossimilhanão de Verossimilhanççaa
–– Probabilidade de que exista um QTL com efeito Probabilidade de que exista um QTL com efeito 

estimado naquela posiestimado naquela posiçção. ão. 
–– Maior Valor da FunMaior Valor da Funçção de Verossimilhanão de Verossimilhançça => a => 

Maior probabilidade de que o efeito o QTL esteja Maior probabilidade de que o efeito o QTL esteja 
naquela posinaquela posiçção ão 



Urna com bolas pretas e brancasUrna com bolas pretas e brancas
ProporProporçção de pretas ? 1/3 ; 1/2 ; 2/3 ão de pretas ? 1/3 ; 1/2 ; 2/3 
Amostra:Amostra:

P(1/3) = 1/3*1/3*1/3*2/3*2/3 = 0,017P(1/3) = 1/3*1/3*1/3*2/3*2/3 = 0,017

P(1/2) =1/2*1/2*1/2*1/2*1/2 = 0,031P(1/2) =1/2*1/2*1/2*1/2*1/2 = 0,031

P(2/3) = 2/3*2/3*2/3*1/3*1/3 = 0,032P(2/3) = 2/3*2/3*2/3*1/3*1/3 = 0,032

MMááxima Verossimilhanxima Verossimilhanççaa



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo

Exemplo:Exemplo:
–– Dois marcadores a 20 cM entre elesDois marcadores a 20 cM entre eles
–– L obtida para cada posiL obtida para cada posiçção (0,5 ou 1 cM ão (0,5 ou 1 cM 

entre os Marcadores)entre os Marcadores)
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Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo
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Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo

Genótipo do Marcador P(Q|M) 
LL RR   ( )r

LrRr
−− 11  

LL Rr   ( )r
LrRrLr −

 
Ll RR   ( )r

LrRrRr −
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Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo

QTL a 7 cM de L.QTL a 7 cM de L.

MarcadorMarcador P(P(QTL|MQTL|M))

EsqEsq DirDir QQQQ QmQm

LLLL RRRR 99%99% 1%1%

LlLl RRRR 65%65% 35%35%

LLLL RrRr 35%35% 65%65%

LlLl RrRr 1%1% 99%99%



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo



Mapeamento por IntervaloMapeamento por Intervalo



Mapeamento por Mapeamento por 
IntervaloIntervalo

PosiPosiçção (cM)ão (cM) LL

11 X1X1

22 X2X2

.. ..

.. ..

nn XnXn



Mapeamento por IntervaloMapeamento por Intervalo



Mapeamento por IntervaloMapeamento por Intervalo

LOD LOD ““LikelihoodLikelihood of of OddsOdds FavoringFavoring
LinkageLinkage””
LogLog da:da:

VerossimilhanVerossimilhançça supondoa supondo--se QTLse QTL
VerossimilhanVerossimilhançça sem QTLa sem QTL



Mapeamento por IntervaloMapeamento por Intervalo

Significância EstatSignificância Estatíísticastica
–– Probabilidade de encontrar, ao acaso,  Probabilidade de encontrar, ao acaso,  

um um LodLod scorescore maior que o encontrado em maior que o encontrado em 
uma populauma populaçção sem QTLão sem QTL

Teste de PermutaTeste de Permutaççãoão



Mapeamento por IntervaloMapeamento por Intervalo



Mapeamento por IntervaloMapeamento por Intervalo



AproximaAproximaçção por ão por 
regressãoregressão

X= P(X= P(Q|MarcadoresQ|Marcadores))
Regressão do fenRegressão do fenóótipo em Qtipo em Q
Y=a+bxY=a+bx
SQT=SQT=ΣΣ((yy--ââ))22

SQR=SQTSQR=SQT--ΣΣ(y (y –– ââ--bxbx))22



AproximaAproximaçção por ão por 
regressãoregressão

Modelo sem QTLModelo sem QTL
Y= a + eY= a + e
SQR=SQR=ΣΣ((yy--ââ))22



AproximaAproximaçção por ão por 
regressãoregressão
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Delineamentos para Delineamentos para 
““populapopulaçções sem endogamiaões sem endogamia””

PopulaPopulaçções em Equilões em Equilííbrio de Ligabrio de Ligaççãoão
–– InformaInformaçção do marcador não traz ão do marcador não traz 

informainformaçção sobre o QTLão sobre o QTL
Pais são geneticamente variPais são geneticamente variááveisveis
Animais estão em fases diferentesAnimais estão em fases diferentes
Delineamento em grupos de famDelineamento em grupos de famíílialia
Nem todos os indivNem todos os indivííduos são duos são 
informativosinformativos



Delineamentos para Delineamentos para 
““populapopulaçções sem endogamiaões sem endogamia””

Meio Irmãos Meio Irmãos 
–– (delineamento de filhas)(delineamento de filhas)

Irmãos CompletosIrmãos Completos

FamFamíílias de 3 geralias de 3 geraçções ões 
–– (Delineamento de netas)(Delineamento de netas)



Delineamentos para Delineamentos para 
populapopulaçções sem endogamiaões sem endogamia



Meio irmãsMeio irmãs

M? > m?

?



AnAnáálise Estatlise Estatíísticastica

Para um pai e um marcador apenas:Para um pai e um marcador apenas:
–– Existe alguma associaExiste alguma associaçção entre o alelo ão entre o alelo 

recebido do pai e o fenrecebido do pai e o fenóótipo do animal ?tipo do animal ?
–– Teste por Teste por AnovaAnova
–– DiferenDiferençça entre as ma entre as méédias = Efeito mdias = Efeito méédio dio 

da substituida substituiçção gênica. ão gênica. 



Delineamentos para Delineamentos para 
populapopulaçções sem endogamiaões sem endogamia



ObrigadoObrigado



Marcadores Moleculares para Marcadores Moleculares para 
Calidad de CarneCalidad de Carne

Med. Vet. Liliana A. Soria, MSc
Genética. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad de Buenos Aires



ATRIBUTOS QUE DETERMINAN LA ATRIBUTOS QUE DETERMINAN LA 
CALIDAD DE LA CARNECALIDAD DE LA CARNE

Sabor
Color
Jugosidad 
TERNEZA



TERNEZATERNEZA

¿Por qué es importante considerar la terneza de 
la carne?

1. Los consumidores tienen una muy buena percepción de 
las diferencias en terneza (Miller, 1992)

2. Los consumidores están dispuestos a pagar un mayor 
precio por los cortes más tiernos (Boleman et al, 1997)

3. La alta palatabilidad del lomo (Psoas mayor) se debe a 
su mayor terneza y no a su jugosidad y sabor 
(Shackelford et al, 1995)



FACTORES QUE DETERMINAN LA FACTORES QUE DETERMINAN LA 
TERNEZATERNEZA

1. GENÉTICOS:
Entre razas y cruzas varía:

La estructura del músculo 
La magnitud de los cambios postmortem del músculo 

2. AMBIENTALES:
Sexo
Edad
Sistema de engorde
Manejo pre y postfaena



MMÉÉTODOS PARA ESTIMAR LA TTODOS PARA ESTIMAR LA TERNEZAERNEZA

Método OBJETIVO

Cizalla de Warner-Bratzler

Método SUBJETIVO

Panel de degustadores

Resistencia al Corte (RC) 
Warner Bratzler Shear Force (WBSF)



ESTRUCTURA DEL MÚSCULO
FASCÍCULO 
MUSCULAR

MÚSCULO FIBRA MUSCULAR MIOFIBRILLA

SARCÓMERO

ACTINA
MIOSINA

Z Z

BANDA I BANDA IBANDA A

BANDA H



Modificación de las 
reacciones metabólicas

(15-36 hs)

• Carencia de O2
• ↑ Ac. Láctico            
• ↓ pH de 7 a 5,6      

Activación enzimática
(12 hs en adelante)

• ↓ pH y ↑ de Ca2+ intracelular 
• Activación del sistema  
proteolítico de las calpaínas

• ↓ sintesis de ATP 
• Aparicion del rigor mortis       

Cambios físicos y 
químicos
(12-24 hs)

CAMBIOS POSTMORTEM DEL MCAMBIOS POSTMORTEM DEL MÚÚSCULOSCULO
(MADURACI(MADURACIÓÓN)N)



Koohmaraie et al, 1996

Cambios de la RESISTENCIA AL CORTE 
durante el período de maduración



ENZIMAS PROTEOLÍTICAS

(Koohmaraie et al, 1996)

El sistema de enzimas dependientes de Ca2+ es el más importante

Está integrado por:
Dos Calpaínas (μ-Calpaína y m-Calpaína)
Un inhibidor de las calpaínas: la Calpastatina

µ-calpaína

calpastatina



ENZIMAS PROTEOLÍTICAS

Por su acción se produce una desorganización de la estructura 
del sarcómero



GEN CAPN1GEN CAPN1



Casas et al., (2000) proponen un QTL 
(Quantitative Trait Loci) asociado con  
RC

Smith et al., (2000) mediante mapeo 
comparativo, proponen al gen CAPN1 
como candidato posicional de dicho QTL

Smith et al., 2000

Gen de la subunidad mayor de la μ-calpaína 
(CAPN1)



SNP 316: Sustitución de C por G Ala / Gly en Dominio II
SNP 530: Sustitución de A por G Ileu / Val en Domnio III

Page et al., 2002, Page et al., 2004, Casas et al., 2005, White et al., 2005

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) en el 
gen CAPN1



Oligonucleótidos (AF252504, Page et al., 2002):

• 316F CCAGGGCCAGATGGTGAA
• 316R CGTCGGGTGTCAGGTTGC

Técnica: PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-Restriction Length 
Polymorphism)

Análisis del SNP316 de CAPN1



RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism)  
Enzima BtgI (C↓CPuPyGG)



Técnica: PCR-RFLP

Oligonucleótidos (AF258054, Page et al., 2002):

• 530F  AGCGCAGGGACCCAGTGA 
• 530R  TCCCCTGCCAGTTGTCTGAAG

Análisis del SNP530 de CAPN1



RFLP: Con AvaII (G↓GA/TCC)



Técnica: PCR-RFLP

Oligonucleótidos ((AF258054, White et al., 2005):

• 4751F: GAAGGGCTTGGGTTGGGATGTCGGCAGAG 
• 4751R: AGGCTGGGAGGGGTGTTCTCTGAGTGCCA 

Análisis del SNP4751 de CAPN1



RFLP: Con BsaJI (C↓CGAGG)



Polimorfismos identificados en el producto 
de PCR del SNP 316 en toros

N° de acceso de 
acceso al GenBank Intrón 8 Intrón 9 Exón 10

Posición 89 146 429 437 572 651

AF252504 A G G A T C

DQ111667 C a c g c a

DQ111668 A G c g c a

Fueron identificadas por patrones de RFLP anómalos

1 = CC
2 = CG
3 = GG
4 = C-
5 = ?



N° de acceso 
de acceso al 
GenBank

Exón 14 Intrón 14

Posición 122 304 306 307 308 309 531 611

AF248054 C A C G A T T A

DQ111769 t g - - - - T A

DQ111770 t A - - - - c c

Polimorfismos identificados en el producto 
de PCR del SNP 530 en toros



Análisis del efecto de estos dos polimorfismos del gen CAPN1 
sobre Resistencia al Corte (RC) en novillos  engordados en 

pasturas en Argentina

Novillos:
247 Brangus 

Datos Fenotípicos:
PV = Peso Vivo
AOB = Área de Ojo de Bife
EGD = Espesor de Grasa de Dorsal
PR = Peso de la Res
REN = Rendimiento
PGR = Peso de Grasa de Riñonada
% GR = Porcentaje de Grasa de Riñonada
RC = Resistencia al Corte (1d y 7d de maduración)
EE = Extracto de Etéreo



SNP CAPN1 316

GENOTIPO n RC ± EE1

CC 18 6,88 ± 0,29a

CG 97 7,01 ± 0,13b

GG 132 7,47 ± 0,11c

Medias y errores estándar de los genotipos del SNP 316 
de CAPN1 en novillos Brangus

(1) Medias indicadas con letras distintas difieren significativamente (P<0,05)



Medias de RC de cada genotipo del SNP 316 de CAPN1 
en cada tratamiento de maduración
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SNP CAPN1 4751

GENOTIPO n RC ± EE1

CC 63 7,08 ± 0,14a

CT 126 7,09 ± 0,14a

TT 58 7,19 ± 0,21a

(1) Medias indicadas con la misma letra no difieren significativamente (P>0,05)

Medias y errores estándar de los genotipos del SNP 
4751 de CAPN1 en novillos Brangus



GEN CASTGEN CAST



Mapea en el cromosoma 7 bovino (BTA7)

Purificación, clonación y secuenciación de ARNm
(Killefer y Koohmaraie, 1994)

Identificación de dos SNP asociados con la RC 
(Schenkel et al., 2006, Barednse,  2002)

Actualmente hay dos pruebas comerciales.

Gen de la calpastatina (CAST)



Programa: Auto SNiP

Programa: CAP 3

Identificación de SNP en el gen CAST por 
bioinformática



SNP identificados en el gen CAST por 
bioinformática



Se realizó para diseñar métodos apropiados para determinar 
genotipos del SNP seleccionado (SNP 2870)

Organización del gen CAST



Técnica: ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-Polymerase
Chain Reaction)

Análisis del SNP 2870 de CAST

(Ye, S., 2001)



Oligonucleótidos externos: 
• CASTF  AATTTTTAAAAATTGCCTTCAGTTGGGAG  
• CASTR  AAGAAACATCAAACACAGTCCACAAGTCTA

Oligonucleótidos internos:  
• CASTA  CAGTGCCTGTAAATCTCATTAGTATTTGCA
• CASTG  CAAATGCTAACAACAAAAATAAGTGCAACTC

Técnica ARMS-PCR



RFLP: Con Tsp509I (↓AATT)

PCR-RFLP como control de la técnica 
ARMS-PCR



SNP 2870

GENOTIPO n1 RC ± EE2

AA 53 9,11 ± 0,75a

AG 162 8,91 ± 0,53a

GG 98 8,68 ± 0,56a

Medias y  errores estándar del SNP 2870 de CAST en 
novillos 

(1) 313 novillos biotipo europeo (≥ 75% Angus, ≥ 75% Hereford, F1, retrocruzas, Limousin x F1)
(2) Medias indicadas con la misma letra no difieren significativamente (P > 0,05)

No se detectaron diferencias entre los genotipos de este SNP 
en RC cuando se analizaron 313 novillos de biotipo europeo, 
tampoco en 60 novillos Brangus



1) Gene STAR Tenderness (Genetic Solution Pty Ltd) incluye:

SNP G/C en exón 9 de CAPN1 (base 5709 de AF252504, Page et al, 2002)
SNP C/T en intrón 17 de CAPN1 (base 6545 de AF248054, White et al, 2004)
SNP G/A en 3’ NT de CAST (base 2959 de AF159246, Barendse, 2002)

2) Igenity Tender GENE (Merial Ltd.) incluye:

Los dos SNP descriptos previamente del gen CAPN1
SNP G/C en intrón 5 de CAST (base 282 de AY008267, Schenkel et al, 2006)

TEST COMERCIALES DISPONIBLES PARA 
TERNEZA



GEN LEPGEN LEP



PROTEPROTEÍÍNA LEPTINANA LEPTINA

Sintetizada por los adipocitos

Tiene un rol central en el consumo de alimentos, gasto 
energético  y composición corporal

Está codificada por el gen LEP que mapea en el 
cromosoma 4

Se han descripto SNP en el exón 2 y en el promotor

Hay un test comercial (Igenity-L, Merial Ltd.) 



Análisis de un SNP del promotor de LEP

SNP C/T (Nkrumah et al, 2005)

Técnicas: ARMS-PCR y PCR-RFLP (para control)

MÉTODO OLIGONUCLEÓTIDOS

ARMS-PCR

LEP-Externo Forward:  TGCAATGTGCAAGCTTCTCACTGTGGCAGC
LEP-Externo Reverse:  TGGTACAGTGGATGAGAATCCGCCTGCCA
LEP-Interno-Alelo C:  GCCCAGGGACTCAGCGGTTGCAACAAAC
LEP-Interno-Alelo T:  CGGCTCCCGAGCCCAAGCTCTAGAGCATA

PCR-RFLP LEP Forward: TGTGGAGGCAGGGGGCAAGAA
LEP Reverse: CTCCCGAGCCCAAGCTCTAGAGCAT



Análisis de un SNP del promotor de LEP

Técnica: ARMS-PCR

Técnica: PCR-RFLP



Análisis de un SNP del exón 2 de LEP

SNP C/T (Buchanan,et al, 2002)

Técnicas: ARMS-PCR (con controles +)
MÉTODO OLIGONUCLEÓTIDOS

ARMS-PCR

Primer forward LEP172:  TGTCTTACGTGGAGGCTGTGCCCAGCT             
Primer reverse  LEP 226:  AGGGTTTTGGTGTCATCCTGGACCTTTCG         
Primer forward LEP 63:   GACGATGTGCCACGTGTGGTTTCTTCTGT 
Primer reverse LEP 301: CGGTTCTACCTCGTCTCCCAGTCCCTCC



Análisis del efecto de estos dos polimorfismos del gen LEP 
en caracteres de crecimiento y de res de novillos 

engordados en  pasturas en Argentina

Novillos:
155 de biotipo europeo (≥ 75% Angus, ≥ 75% Hereford, F1, 

retrocruzas, Limousin x F1)
246 Brangus

Datos Fenotípicos:
PV = Peso Vivo
AOB = Área de Ojo de Bife
EGD = Espesor de Grasa de Dorsal
PR = Peso de la Res
REN = Rendimiento
PGR = Peso de Grasa de Riñonada
% GR = Porcentaje de Grasa de Riñonada
EE = Extracto de Etéreo



EUROPEOS1 BRANGUS

GENOTIPO CC CT TT CC CT TT

n 54 70 31 134 75 37

PV (Kg) 331 ± 6 323 ± 5 329 ± 8 436 ± 4 445 ± 5 430 ± 7

PR (Kg) 171 ± 3a 166 ± 3a 171 ± 5a 239 ± 2a 246 ± 3b 235 ± 4a

REN (%) 50,7 ± 0,4 50,6 ± 0,2 51,0 ± 0,3 54,6 ± 0,2 55,1 ± 0,2 54,6 ± 0,3

AOB (cm2) 46,2 ± 1,1a 43,6 ± 1,1b 44,2 ± 1,5ab 65,9 ± 0,8a 68,6 ± 0,8b 65,8 ± 1,4a

EGD (mm) 4,7 ± 0,2 4,7 ± 0,2 4,6 ± 0,3 6,3 ± 0,1 6,3 ± 0,2 6,5 ± 0,3

PGR (g) 1.780 ± 124 1.626 ± 108 1.796 ± 164 2.826 ± 88 2.795 ± 107 2.597 ± 154

%GR 1,05 ± 0,05 0,98 ± 0,05 1,06 ± 0,06 1,15 ± 0,03 1,10 ± 0,04 1,09 ± 0,06

EE (%) 2,4 ± 0,2 2,3 ± 0,1 2,3 ± 0,2 2,7 ± 0,2 2,9 ± 0,2 3,0 ± 0,4

Medias y errores estándar del SNP del  promotor de 
LEP para cada biotipo

Medias de cada genotipo con letras diferentes dentro de cada biotipo difieren 
significativamente (P<0.05)



EUROPEOS1 BRANGUS

GENOTIPO CC CT TT CC CT TT

n 23 84 50 54 142 51

PV (Kg) 322 ± 9 329 ± 5 326 ± 6 441 ± 6 436 ± 4 444 ± 6

PR (Kg) 167 ± 5 170 ± 3 168 ± 3 241 ± 3 240 ± 2 242 ± 3

REN (%) 50,7 ± 0,4 50,9 ± 0,2 50,6 ± 0,3 54,7 ± 0,2 55,0 ± 0,2 54,4 ± 0,3

AOB (cm2) 45,2 ± 1,7 45,1 ± 0,9 44,0 ± 1,2 66,8 ± 1,1 66,9 ± 0,8 66,5 ± 1,2

EGD (mm) 5,1 ± 0,3a 4,4 ± 0,1b 5,0 ± 0,2a 6,1 ± 0,2a 6,5 ± 0,1a 6,2 ± 0,2a

PGR (g) 1.813 ± 189 1.612 ± 99 1.844 ± 129 2.755 ± 126 2.742 ± 85 3.000 ± 132

%GR 1,10 ± 0,07a 0,95 ± 0,04b 1,10 ± 0,05a 1,12 ± 0,05ab 1,11 ± 0,03b 1,19 ± 0,05a

EE (%) 2,6 ± 0,2 2,2 ± 0,1 2,5 ± 0,2 2,8 ± 0,3 2,9 ± 0,2 2,5 ± 0,3

Medias y errores estándar del SNP del exón 2 de 
LEP para cada biotipo

Medias de cada genotipo con letras diferentes dentro de cada biotipo difieren 
significativamente (P<0.05)



GEN PPARGC1GEN PPARGC1αα



PROTEPROTEÍÍNA PPARGC1NA PPARGC1αα O PGCO PGC--11αα

Lin et al, 2005

Es un coactivador de factores de la transcripción 

Codificada por el gen coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por 
proliferadores peroxisómicos



PROTEPROTEÍÍNA PPARGC1NA PPARGC1αα O PGCO PGC--11αα

Lin et al, 2005



GEN PPARGC1GEN PPARGC1αα BOVINOBOVINO

Weikard et al, 2005

Se localiza en el cromosoma 6
Se ha obtenido la secuencia del ARNm
Se ha identificado un SNP en el intrón 9 asociado con 

contenido de grasa en leche



Técnica: PCR-RFLP

Oligonucleótidos (Weikard, et al., 2005):

• PPAR-9F: AGGTAATGATGCACGTTGGC1

• PPAR-9R: CTGGTACTCCTCGTAGCTGTC

(1) El primer foward tiene una sustitución en el antepenúltimo nucleótido para crear 
un sitio HaeIII

Análisis del SNP del intrón 9 de PPARGC1αα



RFLP: Con HaeIII (GG↓CC)



Grupo      / Raza

GENOTIPO ANGUS
(n=21)

BR1
(n=20)

BR2
(n=20)

BR3
(n=20)

TOTAL FRECUENCIA 
GENOTÍPICA

FRECUENCIA 
ALÉLICA

TT 1 1 0 0 2 0,02 T = 0,2

CT 7 9 5 8 29 0,36

CC 13 10 15 12 50 0,62 C = 0,8

Análisis del SNP del intrón 9 de PPARGC1αα en novillos

Este polimorfismo no mostró efecto significativo sobre RC ni 
sobre extracto etéreo al realizar la comparación de genotipos 
(P>0,05)

White et al, (2007) hallaron resultados semejantes en razas B. 
Taurus y B. Indicus cuando analizaron terneza 



Exón Secuencia de 
cerdo

Posición de la 
Secuencia de 

cerdo

ARNm  bovino 
(AY321517)

Tamaño del 
exón (pb)

Observaciones

Exón 1 AY484494 583 – 719 1 – 138 138 1–90 NT, 91-138

Exón 2 AY484495 478 – 657 139 – 318 180

Exón 3 AY484496 <1 – 102 319 – 513 195

Exón 4 AY484497 600 – 722 514 – 636 123

Exón 5 AY484498 494 – 698 637 – 841 205

Exón 6 AY484499 246 – 291 842 – 887 46

Exón 7 AY484499 400 – 473 888 – 961 74

Exón 8 AY484500 262 – 1177 962 – 1880 919

Exón 9 AY484500 1692 – 1796 1881 – 1982 102

Exón 10 AY484500 1936 – 2056 1983 – 2103 121

Exón 11 AY484501 <1 – 68 2104 – 2225 122

Exón 12 AY484501 399 – 550 2226 – 2377 152

Exón 13 AY484502 521 ->620 2378 ->2478 >101

Región NT 3´ 840 700-850

Organización del ARNm de PPARGC1αα



SNP en el exSNP en el exóón 8 de PPARGC1n 8 de PPARGC1αα por comparacipor comparacióón n 
de secuencias propiasde secuencias propias

.   :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    :     
1-Angus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    160
2-Angus        CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    154
3-Angus        CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    160
4-Brangus      CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    146
5-Brangus      CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    146
6-Brangus      CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    146
7-Brahman      CAAGACCTCTGTGCTCACCAATGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    155
8-Brahman      CAAGACCTCTGTGCTCACCAATGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    154
9-Braford      CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    147
AY321517       CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG    170

SNP A/G en posición 1181 de la secuencia AY321517

AGT : Serina  → AAT: Asparagina
(Aminoácido 364)



Búsqueda de SNP en el exón 8 de PPARGC1α por 
comparación de secuencias propias

SNP T/C en posición 1299 de la secuencia AY321517
.    :    .    :    .    :    .    :    .    :    .    :    

1-Angus        TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    280
2-Angus        TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    274
3-Angus        TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    280
4-Brangus      TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    266
5-Brangus      TACATCACAGGAGCTCCANGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    266
6-Brangus      TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    266
7-Brahman      TACATCACAGGAGCTCCACGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    275
8-Brahman      TACATCACAGGAGCTCCACGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    274
9-Braford      TACATCACAGGAGCTCCACGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    267
AY321517       TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA    290

CAC: Histidina  → CAU: Histidina



Técnica: PCR-RFLP

Oligonucleótidos (AY321517 Weikard, et al., 2005):

• PPAR-8F: TCAGCAAGACCTCTGTGCTCAGCA1

• PPAR-8R: TGCTCACCTCCGCGGTCTCT

(1) El primer foward tiene una sustitución en el antepenúltimo nucleótido para crear 
un sitio HaeIII

Análisis del SNP del Exón 8 de PPARGC1αα



RFLP: Con BstI (GCAGTG↓NN↓)



Categoría /    Raza n AA AG GG

Angus 10 0 0 10

Brahman 10 3 6 1

TOROS Nelore 6 0 1 5

Brangus 47 1 13 33

NOVILLOS
Angus 21 0 0 21

Brangus 247 4 50 193

Análisis del SNP del exón 8  de PPARGC1αα en 
toros y novillos



GENOTIPO GG AG

n

PV (kg)

EGD (mm)

PGR (g) 3,09 ± 0,08 2,98 ± 0,16

%GR 1,21 ± 0,29 1,15 ± 0,05

RC (kg) 7,10 ± 0,08 6,97 ± 0,15

Color (parámetro L*) 37,70 ± 2,12 37,72 ± 2,25

Color (parámetro b*)

50193

449 ± 3

6,62 ± 0,12

450 ± 6

6,45 ± 0,22

20,74 ± 2,53 21,31 ± 1,85

No se hallaron diferencias significativas entre genotipos para cada 
característica analizada (P>0,05)

Medias y errores estándar del SNP del exón 8 de 
PPARGC1α en novillos Brangus
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GENGENÉÉTICA TICA 
CITOPLASMCITOPLASMÁÁTICA TICA 

MeirellesMeirelles et al.et al.

Fernando Fernando BiaseBiase

FZEA FZEA -- USPUSP



•Porque estudar 
embriogênese?

•Porque a espécie Bovina?

•Qual a importância?



••Porque estudar gametas e embriõesPorque estudar gametas e embriões

••GermoplasmaGermoplasma

••TotipotênciaTotipotência

••Vida Unicelular de um organismo Vida Unicelular de um organismo 
pluricelularpluricelular

••Potencial de modificar todo um organismo.Potencial de modificar todo um organismo.



••Porque estudar Porque estudar 
embriogênese??

••Porque a espPorque a espéécie Bovina?cie Bovina?

••Qual a importância?Qual a importância?



A PROXIMIDADE GENA PROXIMIDADE GENÉÉTICA COM HUMANOSTICA COM HUMANOS

LinLin etet al. 2002.al. 2002.
Mol. Mol. BiolBiol. . EvolEvol..
19 (12): 206019 (12): 2060--20702070

Distância calculada Distância calculada 
por DNA por DNA mitocondrialmitocondrial



A PROXIMIDADE GENA PROXIMIDADE GENÉÉTICA COM HUMANOSTICA COM HUMANOS

Distância calculada Distância calculada 
por DNA nuclear & por DNA nuclear & 
mitocondrialmitocondrial

MurphyMurphy etet al. 2001.al. 2001.
ScienceScience. 294:2348. 294:2348



A PROXIMIDADE GENA PROXIMIDADE GENÉÉTICA COM HUMANOSTICA COM HUMANOS
Distância calculada Distância calculada 
por DNA nuclearpor DNA nuclear

CottonCotton & & PagePage. 2002.. 2002.
ProcProc. R. . R. SocSoc. . LondonLondon.
269: 1555269: 1555--15611561



A PROXIMIDADE GENA PROXIMIDADE GENÉÉTICA COM HUMANOSTICA COM HUMANOS

Distância calculada Distância calculada 
por DNA nuclearpor DNA nuclear

KullbergKullberg etet al. 2006.al. 2006.
Mol. Mol. BiolBiol. . EvolEvol. 23(8):. 23(8):
14931493--1503 1503 



••Porque estudar Porque estudar 
embriogênese??

••Porque a espPorque a espéécie Bovina?cie Bovina?

••Qual a importância?Qual a importância?



• Saldo de US$ 25,8 bi em 2003

• Exportações somaram US$ 30,6 bi

• Principais itens:

• Complexo soja – R$ US$ 8,1 bi; 

• Bovinos – US$ 4,1 bi;

• Suínos e aves – US$ 2,5 bi

• Cana e sacarídeas – US$ 2,3 bi 

Fonte: IEA

Balança do Agronegócio Brasileiro

• Saldo de US$ 4,5 bi em 2003

• Exportações somaram US$ 7,67 bi

• Principais itens: 

• Bovinos – US$ 1, 61 bi

• Cana e sacarídeas – US$ 1,52 bi

• Laranja – US$ 1,22 bi 

• Produtos florestais – US$ 1,10 bi

• Cereais e leguminosas – US$ 470 mi

Fonte: IEA

Balança do Agronegócio Paulista



Meirelles, 2004 – Genômica, Editado Por Myr, Ed. Atheneu: 995-1017



••HeranHerançça mitocondriala mitocondrial

••HeranHerançça Citoplasma Citoplasmáática tica 
germinalgerminal

••MODALIDADE DE HERANMODALIDADE DE HERANÇÇA CITOPLASMA CITOPLASMÁÁTICATICA



••CONTECONTEÚÚDODO
••HeranHerançça mitocondriala mitocondrial

1. Introdução

2. Modo de herança 
mitocondrial

3. Modelo de herança relaxado

4. Segregação e o gargalo 
genético

5. Transferência de citoplasto e 
carioplasto

6. Modelo Murino

7. Modelo Bovino

8. Efeito do mtDNA na produção

zootécnica

9. Conclusões



ORIGEM DA MITOCÔNDRIAORIGEM DA MITOCÔNDRIA
HipHipóótese da origem tese da origem endossimbiendossimbióóticatica

GrayGray etet al. 1999. al. 1999. ScienceScience, 283: 1476, 283: 1476--1481.1481.

produtor de 
hidrogêneo

usuário de
hidrogêneo



HIPHIPÓÓTESE QUE JUSTIFICARIA TESE QUE JUSTIFICARIA 
A HERANA HERANÇÇA MATERNAA MATERNA

AnkelAnkel--Simons Simons && CumminsCummins, 1996., 1996.
Proc Proc NatlNatl AcadAcad SciSci U S A. 93(24):13859U S A. 93(24):13859--63.63.
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GARGALO GENGARGALO GENÉÉTICOTICO

CaoCao etet al. 2007. al. 2007. NatureNature GeneticsGenetics 39(3): 38639(3): 386--390.390.

REDUREDUÇÇÃO MASSIVA NAÃO MASSIVA NA
QUANTIDADE DE QUANTIDADE DE mtDNAmtDNA

SEGREGASEGREGAÇÇÃO ESTOCÃO ESTOCÁÁSTICASTICA

SEGREGASEGREGAÇÇÃO ESTOCÃO ESTOCÁÁSTICASTICA
DE NUCLEDE NUCLEÓÓIDES DE IDES DE mtDNAmtDNA

REPLICAREPLICAÇÇÃO RELAXADA ÃO RELAXADA 
DE SUBGRUPOS DE DE SUBGRUPOS DE mtDNAmtDNA

ccéélulas lulas 
germinais germinais 
primordiaisprimordiais

ccéélulas lulas 
germinais germinais 
primordiaisprimordiais



GARGALO GENGARGALO GENÉÉTICOTICO

PoultonPoulton & & MarchingtonMarchington 2002. 2002. ReproductionReproduction 123: 751123: 751--755755



Koehler Koehler etet al., 1991. al., 1991. GenGeneticsetics. 129:. 129: 247247--55.55.
HauswirthHauswirth etet al., al., 19841984. . Cell.Cell. 3737: : :1001:1001--7. 7. 



DNA MITOCONDRIAL (DNA MITOCONDRIAL (mtDNAmtDNA) BOVINOS) BOVINOS

Andersen Andersen etet al., 1981. al., 1981. NatureNature 290: 457290: 457--465465
BibbBibb etet al., 1981. al., 1981. CellCell 26:16726:167--180180
AttardiAttardi, 1985. Int Rev. , 1985. Int Rev. CitologyCitology 93:9393:93--145145

Anderson Anderson etet al., 1982. al., 1982. J Mol Biol. 156:683J Mol Biol. 156:683--717717
Meirelles Meirelles etet al., 1999. G&MB al., 1999. G&MB 2222 ((44) ) 543543--546546

BosBos taurustaurus mtDNAmtDNA
16338 pb16338 pb



ACTAATGACTAATCAGCCCATGCTCACACATAACTGTGCTGTCATACATTTGGTATTTTTTTATTTTGGG GGATGCTTGGACTCAGCTATGGCCGTCAAAGGCCCCGACCCGGAGCATCTATTGTAGCTGGACTTAACTG CATCTTGAGCACCAGCATAATGATAGGCATGGGCATTACAGTCAATGGTCACAGGACATAAATTACATTA 
TATATCCCCCCCTTCATAAAAACCTCCCCCTTAAATATTCACCACCACTTTTAACAGACTTTTCCCTAGA TACTTATTTAAATTTTCCACACTTTCAATACTCAATTTAGCACTCCAAACAAAGTCAATATATAAACGCA GGCCCCCCCCCCCCCCGTTGATGTAGCTTAACCCAAAGCAAGGCACTGAAAATGCCTAGATGAGTCTCCC 
AACTCCATAAACACATAGGTTTGGTCCCAGCCTTCCTGTTAACTCTTAATAAACTTACACATGCAAGCAT CTACACCCCAGTGAGAATGCCCTCTAGGTTGTTAAAACTAAGAGGAGCTGGCATCAAGCACACACCCTGT AGCTCACGACGCCTTGCTTAACCACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGACAAAAATTAAGCCATAAACGAA 
AGTTTGACTAAGTTATATTAATTAGGGTTGGTAAATCTCGTGCCAGCCACCGCGGTCATACGATTAACCC AAGCTAACAGGAGTACGGCGTAAAATGTGTTAAAGCACCACACCAAATAGGGTTAAATTCTAACCAAGCT GTAAAAAGCCATGATTAAAATAAAAATAAATGACGAAAGTGACCCTACAGTAGCCGACGCACTATAGCTA 
AGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAGATAATTACATAAACAAAATTA TTCGCCAGAGTACTACTAGCAACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCTTCTAGAGG AGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTCTTGCTAATACAGTCTATATACCGCCA 
TCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGAAAAAAAGTAAGCGTAATTATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTG TAACCTATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTCTCTACACTAAGAGAATCAAGCACGAAAGTTATTATG AAACCAATAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAATTAGGCCATGAAG 
CACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAATAGATTCAGTGCATCTAACCCTATTTAAACGCACTAGCT ACATGAGAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGAAAGTGTGCTTGGATAAATCAAGATATAGC TTAAACAAAGCATCCAGTTTACACCTAGAAGACTTCATTCATTATGAATATCTTGAACTAGACCTAGCCC 
AAAGATATCCTCTCGACTAAACAACTAAGATAGAATAAAACAAAACATTTAATCCCAATTTAAAGTATAG GAGATAGAAATCTAAGTACGGCGCTATAGAGAAAGTACCGCAAGGGAACGATGAAAGAAAAAACTAAAAG TATAAAAAAGCAAAGATTACCCCTTGTACCTTTTGCATAATGAATTAACTAGTATAAGACTTAACAAAAC 
GAATTTTAGCTAAGCAGCCCGAAACCAGACGAGCTACTCACAAACAGTTTACCAAGAACTAACTCATCTA TGTGGCAAAATAGTGAGAAGATTTGTAAGTAGAGGTGACATGCCTAACGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGT CCAGAAGATGAATCTAAGTTCAGCTTTAAAGATACCAAAAATACAAATAAATCCCACTGTAGCTTTAAAA 
GTTAGTCTAAAAAGGTACAGCCTTTTAGAAACGGATACAACCTTGACTAGAGAGTAAAATTTAACACTAC CATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCATCAATTAAGAAAGCGTTAAAGCTCAACAACAAAAACTAAATAGATTC CAACAACAAATGATTAACTCCTAGCCCCAATACTGGACTAATCTATTATAGAATAGAAGCAATAATGTTA 
ACATGAGTAACAAGAAAAATTTTCTCCTTGCATAAGTCTAAGTCAGTGCCTGATAATACTCTGACCACTA ACAGTCAATAAAAATAATCCAACAATAAACAATTTATTGATTATACTGTTAACCCAACACAGGAGTGCAT CTAAGGAAAGATTAAAAGAAGTAAAAGGAACTCGGCAAACACAAACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCA 
CCTCCAGCATTCCCAGTATTGGAGGCATTGCCTGCCCAGTGACAACTGTTTAACGGCCGCGGTATCCTGA CCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTTGTTCTCTAAATAAGGACTTGTATGAATGGCCGCACGAGGGTTTTA CTGTCTCTTACTTCCAATCAGTGAAATTGACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATGCACAAATAAGACGAGA 
AGACCCTATGGAGCTTTAACTAACCAACCCAAAGAGAATAAATTTAACCATTAAGGAGTAACAACAATCT CCATGAGTTGGTAGTTTCGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATAAAAAACCCTCCGAGCGATTTTAAAGACTA GACCCACAAGTCAAATCACTCTATCGCTCATTGATCCAAAAACTTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGG 
GATAACAGCGCAATCCTATTCAAGAGTCCATATCGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGA CATCCTGATGGTGCAACCGCTATCAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTC AGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATTACGTATTTCTCCCAGTACGAAAGGACAAGAGAAATA 
AGGCCAACTTTAAATTAAGCGCCTTAAGACAACCAATGACAGCATCTCAATCAACAACACAAAACCCTGC CCTAGAACAGGGCTTAGTTAAGGTGGCAGAGCCCGGTAATTGCGTAAAACTTAAACTTTTATACCCAGAG ATTCAAATCCTCTCCTTAACAAAATGTTCATAATTAACATCTTAATACTAATTATTCCTATCCTATTAGC 
CGTAGCATTCCTTACGTTAGTGGAACGAAAAGTTCTAGGCTATATACAACTCCGAAAAGGTCCAAATGTC GTAGGTCCATATGGCCTACTTCAGCCCATCGCCGATGCAATCAAACTTTTCATTAAAGAACCACTACGAC CCGCTACATCTTCAGCCTCAATATTTATCCTAGCACCCATCATAGCTCTAGGCCTAGCCTTAACCATATG 
AATTCCCCTACCAATACCCTACCCTCTTATCAACATAAACCTAGGAGTCCTATTTATACTAGCCATATCA AGCCTAGCCGTGTACTCCATTCTCTGATCAGGCTGAGCTTCCAACTCAAAATACGCACTAATCGGAGCCC TACGAGCAGTAGCACAAACAATCTCATACGAAGTAACACTAGCAATTATCCTATTATCAGTACTCCTAAT 
AAGTGGGTCCTTTACCCTCTCCACATTAATTATTACACAAGAACAAATATGGTTAATCCTCCCAGCATGG CCTCTAGCAATAATATGATTTATCTCAACACTAGCAGAAACAAACCGAGCTCCATTTGATTTAACTGAAG GAGAATCAGAGCTAGTCTCGGGCTTCAACGTAGAATATGCAGCAGGACCATTTGCCCTCTTCTTCATAGC 
AGAGTACGCAAATATCATCATAATAAATATCTTTACAGCAATTTTATTCCTGGGAACATCCCACAATCCA CACATACCAGAACTCTACACAATCAACTTTACCATTAAATCCCTACTGCTCACAATATCCTTCCTATGAA TCCGAGCATCCTATCCTCGATTTCGCTATGACCAACTAATACACTTACTATGAAAAAACTTTCTACCCCT 
GACACTAGCCCTATGCATGTGACACGTATCCCTACCCATCCTTACATCAGGCATCCCACCACAAACATAA GAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGAGTAAATAATAGAGGTTCAAACCCTCTTATTTCTAGA ACTATAGGAATCGAACCTACTCCTAAGAATCCAAAACTCTTCGTGCTCCCAATTACACCAAATTCTATTA 
GTAAGGTCAGCTAATTAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGTTTATATCCTTCCCGTACTAAT AAACCCAATTATCTTTATTATTATTCTACTAACCATTATACTAGGAACTATTATTGTCATGATCAGTTCT CACTGACTACTTGTCTGAATCGGGTTTGAAATAAATATACTCGCCATCATCCCCATCATAATAAAAAATC 
ACAACCCACGAGCTACAGAAGCATCAACTAAATACTTTTTGACTCAATCAACAGCCTCAATACTACTAAT AATAGCCGTCATCATTAACCTAATATTCTCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAACCCAATAGCC TCAATACTTATAACAATAGCCCTAGCTATAAAACTAGGAATAGCCCCATTTCACTTCTGAGTCCCAGAAG 
TAACACAGGGCATCCCCCTATCCTCAGGCCTTATCCTACTGACATGACAAAAACTAGCACCTATATCTGT ACTTTACCAAATCTTCCCATCAATTAACCTAAACTTAATTCTGACTCTATCAGTTTTATCAATCCTAATT GGAGGCTGAGGAGGACTAAACCAAACACAACTCCGAAAAATCATAGCCTACTCATCAATCGCTCATATAG 
GCTGAATAACAGCAGTACTACCATATAACCCCACCATAACATTACTAAACTTAATTATCTATATCATTAT AACTTCCACCATATTTACCATATTTATAGCCAATTCCACTACCACTACCCTGTCATTATCACACACATGA AATAAAACACCCATTATAACAGTCCTAATTCTTGCCACTCTCCTATCCATAGGAGGACTCCCTCCCCTAT 
CTGGGTTTATACCAAAATGAATAATCATCCAAGAGATAACAAAAAATAACAGCATCATTCTACCCACTTT CATAGCAATCACAGCTCTACTAAACTTATATTTTTATATACGACTCACGTATTCTACCACACTAACAATA TTTCCCTCCACAAACAACATAAAAATAAAATGACAATTTCCCCTTATGAAAAAAATAACTTTTCTACCAA 
CAATAGTCGTATTATCTACCATAATACTACCACTCACACCAATACTATCAGTGTTAGAATAGGAATTTAG GTTAAACAGACCAAGAGCCTTCAAAGCCCTAAGCAAGTACAATTTACTTAATTCCTGATAAGGATTGCAA GACTACACCTTACATCAATTGAATGCAAATCAACCACTTTAATTAAGCTAAATCCTCACTAGACTGGTGG 
GCTCCACCCCCACGAAACTTTAGTTAACAGCTAAACACCCTAGTTAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCG CCGTAAGAAAAAAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGAATTGAAGCTGCTTCTCTGAATTTGCAATTCAACG TGTAAATTCACCACAGAGCTTGGTAAAAAGAGGAGTCAAACCTCTATCTTTAGATTTACAGTCTAATGCT 
TTGCTCAGCCATTTTACCCATGTTCATTAACCGCTGACTATTCTCAACCAACCATAAAGATATTGGTACC CTTTACCTACTATTTGGTGCTTGGGCCGGTATAGTAGGAACAGCTTTAAGCCTTCTAATTCGCGCTGAAT TAGGCCAACCCGGAACTCTGCTCGGAGACGACCAAATCTACAACGTAGTTGTAACCGCACACGCATTTGT 
AATAATCTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGGTTCGGTAACTGACTTGTTCCCCTAATAATT GGTGCTCCCGATATAGCATTTCCCCGAATAAATAATATAAGCTTCTGACTTCTCCCTCCCTCATTCCTAC TACTCCTCGCATCCTCTATAGTTGAAGCTGGGGCAGGAACAGGCTGAACCGTGTACCCTCCCTTAGCAGG 
CAACCTAGCCCATGCAGGAGCTTCAGTTGATCTAACCATTTTCTCTTTACACTTAGCAGGAGTTTCCTCA ATTTTAGGAGCCATCAACTTCATTACAACAATTATCAACATAAAGCCCCCCGCAATGTCACAATACCAAA CCCCTCTATTCGTATGATCCGTAATAATTACCGCCGTACTACTACTACTCTCGCTCCCTGTATTAGCAGC 
CGGCATCACAATGCTATTAACAGACCGGAACCTAAATACAACTTTCTTCGACCCGGCAGGAGGAGGAGAT CCTATTCTATACCAACACTTATTCTGATTCTTTGGACACCCCGAAGTCTATATTTTAATCTTACCTGGAT TTGGAATAATCTCTCATATCGTAACCTACTACTCAGGAAAAAAAGAACCATTCGGATATATGGGAATAGT 
TTGGGCTATAATGTCAATCGGATTTCTAGGTTTCATCGTATGAGCCCACCATATATTCACTGTCGGAATA GACGTCGACACACGAGCCTACTTCACATCAGCCACTATAATTATTGCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTCT TCAGCTGATTGGCAACACTTCATGGAGGTAATATCAAATGGTCTCCTGCTATAATGTGAGCCCTAGGCTT 
TATTTTCTTGTTTACAGTAGGGGGTTTAACTGGAATTGTCTTAGCCAACTCTTCTCTCGATATTGTTCTT CACGACACATACTACGTTGTCGCACATTTCCACTATGTTTTATCAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAG GGGGATTTGTTCATTGATTCCCATTATTCTCAGGTTATACTCTCAACGATACATGAGCCAAAATTCACTT 
CGCAATTATATTTGTAGGCGTCAATATAACCTTCTTCCCACAACACTTTCTAGGACTATCTGGCATGCCT CGACGATACTCCGACTACCCAGATGCATACACAATATGAAATACTATCTCATCAATAGGCTCATTCATTT CCCTAACAGCAGTTATACTAATAGTTTTCATCATCTGAGAAGCATTTGCATCTAAACGAGAAGTCTTGAC 
TGTAGACTTAACCACGACAAATCTAGAATGATTAAACGGATGCCCTCCACCATATCACACATTTGAAGAA CCCACCTATGTTAACCTAAAATAAGAAAGGAAGGAATCGAACCCCCTACTATTGGTTTCAAGCCAACATC ATAACCTCTATGTCTCTCTCAATAAATGAGGTGTTAGTAAAACATTATATAACTTTGTCAAAGTTAAGTT 
ACAAGTGAGAATCTTGTACACCTCATATGGCATATCCCATACAACTAGGATTCCAAGATGCAACATCACC AATCATAGAAGAACTACTTCACTTTCATGACCACACGCTAATAATTGTCTTCTTAATTAGCTCATTAGTA CTTTACATTATTTCACTAATACTAACAACAAAGCTGACCCATACAAGCACGATAGATGCACAAGAAGTAG 
AGACAATCTGAACCATTCTGCCCGCCATCATCTTAATTCTAATTGCTCTTCCTTCTTTACGAATTCTATA CATAATAGATGAAATCAATAACCCATCTCTTACAGTAAAAACCATAGGACATCAGTGATACTGAAGCTAT GAGTATACAGATTATGAGGACTTAAGCTTCGACTCCTACATAATTCCAACATCAGAATTAAAGCCAGGGG 
AGCTACGACTATTAGAAGTCGATAATCGAGTTGTACTACCAATAGAAATAACAATCCGAATGCTAGTCTC CTCTGAAGACGTACTACACTCATGAGCTGTGCCCTCTCTAGGACTAAAAACAGATGCAATCCCAGGCCGT CTAAACCAAACAACCCTTATATCGTCCCGTCCAGGCTTATATTACGGTCAATGCTCAGAAATTTGCGGGT 
CAAACCACAGTTTCATACCCATTGTCCTTGAGTTAGTCCCACTAAAGTACTTTGAAAAATGATCTGCATC AATATTATAAAATCACTAAGAAGCTATATAGCACTAACCTTTTAAGTTAGAGATTGAGAGCCATATACTC TCCTTGGTGACATGCCGCAACTAGACACGTCAACATGACTGACAATGATCCTATCAATATTCTTGACCCT 
CTTTATTATCTTTCAACTAAAAATTTCAAAACACAACTTTTATCACAATCCAGAACTGACACCAACAAAA ATATTAAAACAAAACACCCCTTGAGAAGCAAAATGAACGAAAATTTATTTGCCTCTTTTATTACCCCTGT AATTTTAGGTCTCCCTCTCGTAACCCTTATCGTACTATTCCCCAGCCTACTATTCCCAACATCAAACCGA 
CTAGTAAGCAATCGCTTTGTAACCCTCCAACAATGAATACTTCAACTTGTATCAAAACAAATAATGAGCA TCCACAATTCTAAAGGACAAACATGAGCATTAATACTAATATCTCTAATCCTATTTATTGGATCAACAAA CCTACTAGGCCTATTACCCCATTCATTCACACCGACAACACAACTATCAATAAACCTAGGCATAGCCATC 
CCCCTGTGAGCAGGAGCCGTAATTACAGGATTCCGCAATAAAACTAAAGCATCACTTGCCCATTTCTTAC CACAAGGAACACCCACTCCACTAATCCCAATACTAGTAATTATTGAAACTATCAGCCTTTTTATTCAACC TGTAGCCCTCGCCGTGCGGTTAACAGCTAACATCACTGCAGGACACCTATTAATTCACCTAATCGGAGGA 
GCTACACTTGCACTAATAAGCATTAGCACTACAACAGCTCTAATTACATTCACCATTCTAATCCTACTAA CAATTCTAGAGTTTGCAGTAGCTATAATCCAAGCCTATGTATTCACTCTCCTAGTCAGCCTATATCTGCA TGACAACACATAATGACACACCAAACCCATGCTTATCATATAGTAAATCCAAGCCCTTGACCTCTTACAG 
GAGCTTTGTCCGCCCTCTTAATAACATCCGGCCTAACCATATGATTTCACTTTAACTCAATGACCCTGCT AATAATTGGCCTAACAACAAATATACTAACAATATACCAATGATGACGAGATGTTATCCGAGAAAGCACC TTCCAAGGGCACCATACCCCAGCTGTCCAAAAAGGCCTCCGTTATGGAATAATTCTTTTTATTATCTCCG 
AAGTACTGTTCTTTACCGGATTTTTCTGAGCTTTCTACCACTCAAGCCTCGCCCCCACCCCTGAGCTAGG CGGCTGCTGACCCCCAACAGGCATTCACCCACTAAACCCCCTAGAAGTCCCACTGCTCAACACCTCTGTC CTATTGGCTTCCGGAGTTTCTATTACCTGAGCCCATCATAGTTTAATAGAAGGGGACCGAAAGCATATAT 
TACAAGCCCTATTTATCACCATCACATTAGGAATCTACTTCACACTACTACAAGCCTCAGAATACTATGA AGCACCTTTTACTATCTCCGACGGAGTTTACGGCTCAACTTTTTTTGTAGCCACAGGCTTCCATGGCCTC CACGTCATCATTGGATCCACCTTCTTAATTGTCTGCTTCTTCCGCCAATTAAAATTTCATTTTACTTCTA 
ACCACCACTTCGGCTTTGAAGCCGCTGCCTGATACTGACATTTCGTAGACGTAGTCTGACTTTTCCTCTA TGTTTCTATCTATTGATGAGGCTCCTATTCTTTTAGTATCAACTAGTACAGCTGACTTCCAATCAGCTAG TTTCGGTCTAGTCCGAAAAAGAATAATAAATTTAATACTAGCCCTCCTGACCAATTTTACACTAGCCACC 
CTACTCGTCATCATCGCATTCTGGCTTCCCCAACTAAATGTATACTCTGAGAAAACAAGCCCCTACGAAT GTGGATTTGACCCCATAGGATCAGCCCGCCTTCCCTTCTCCATAAAATTCTTTCTGGTAGCCATCACATT CCTCTTATTTGACCTAGAAATTGCACTCCTCTTACCACTGCCATGAGCCTCACAAACAACAAACCTAAAC 
ACAATGCTTACCATAGCCCTCTTCCTAATTATCCTCCTAGCTGTAAGCCTAGCCTATGAATGAACTCAAA AAGGATTAGAATGAACCGAATATGGTACTTAGTTTAAAATAAAATAAATGATTTCGACTCATTAGATTAT GATTTAATTCATAATTACCAAATGTCTATAGTATACATAAACATTATAATGGCATTCACAGTATCTCTTG 
TAGGACTACTAATATACCGATCCCACCTAATATCTTCCCTTCTGTGCTTAGAAGGAATAATGCTATCCCT ATTCGTTATAGCAGCCCTAACAATCCTCAACTCACATTTTACATTAGCTAGCATAATACCTATTATCCTA CTAGTCTTCGCAGCCTGCGAAGCAGCCCTAGGTCTATCTCTACTAGTAATAGTATCAAATACATATGGTA 
CTGATTATGTACAAAACCTCAACTTACTCCAATGCTAAAATACATTATTCCAACAATTATACTTATACCC CTAACCTGGTTATCAAAAAATAGTATAATTTGGGTTAACTCCACAGCACACAGTCTTCTAATTAGCTTTA CAAGCCTCCTCCTCATAAACCAGTTTGGCGACAACAGCCTTAATTTTTCACTAGTATTTTTCTCCGACTC 
CCTATCCACTCCACTACTAATTTTAACCATATGGCTCCTCCCTCTAATACTAATAGCTAGCCAACATCAT CTATCAAAAGAAAACCTAACCCGAAAAAAACTATTTATTACTATGCTGATCTCACTACAACTATTCCTAA TCATAACCTTTACCGCCATGGAACTAATCTTATTTTATATTCTATTTGAAGCAACACTAGTCCCAACACT 
CATTATTATTACCCGATGAGGAAACCAAACAGAACGCCTAAACGCCGGACTCTATTTCCTATTCTATACA CTAGCTGGCTCCTTACCCCTATTAGTCGCACTAATTTATATCCAAAATACAGTAGGATCCCTAAATTTCC TAATATTACAATACTGAGTACAACCTGTTCATAACTCTTGATCTAATGTCTTCATATGACTAGCATGTAT 
AATAGCCTTCATAGTAAAAATACCACTATATGGCCTCCACCTTTGACTACCTAAAGCTCACGTAGAAGCC CCTATCGCAGGCTCCATAGTCCTTGCAGCAGTTCTACTAAAACTAGGGGGGTACGGTATGCTACGAATTA CACTAATTCTAAACCCTATGACCGACTTTATAGCATACCCATTCATTATACTCTCCCTATGGGGCATAAT 
TATAACCAGCTCAATCTGCCTCCGTCAAACGGACCTAAAATCACTCATCGCATACTCCTCTGTAAGCCAT ATAGCACTCGTCATCGTAGCCATCCTTATCCAGACACCTTGAAGCTACATAGGAGCAACCGCCCTTATGA TTGCCCACGGCCTCACATCCTCCATACTTTTCTGTCTAGCAAACTCAAACTACGAACGAATCCACAGCCG 
AACCATAATTCTAGCTCGAGGCCTACAAACGCTCCTTCCACTAATAGCCACCTGATGACTACTAGCAAGT CTAACCAACTTAGCTCTACCCCCAACAATCAACTTAATTGGAGAACTATTTGTAGTAATGTCAACCTTTT CATGATCTAACATTACAATTATTCTAATAGGAGTAAATATAGTAATCACCGCCCTATATTCTCTATACAT 
GCTAATTATAACCCAACGAGGAAAATATACCTACCACATTAATAACATCTCGCCTTCCTTTACACGGGAA AATGCACTCATATCGTTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTCTAGGAC CTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTC 
TTATTTACCGAAAAAGTATGCAAGAACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGA ACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT AATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTGGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGC 
CTTAACACCTACAAACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATATGCCTTCATTACCA GCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTAATTATTTCAAACTGACACTGACTAAC CATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTACCCCAGTAGCA 
CTATTCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATACACTCAGACCCCAATATTAACAAAT TCTTCAAATACTTACTCCTATTCCTCATTACTATGCTCATCCTTGTAACCGCAAATAACCTCTTCCAGCT ATTCATTGGCTGAGAAGGCGTCGGAATCATATCATTTCTACTCATCGGATGATGATACGGACGAGCAGAT 
GCAAACACAGCAGCCCTACAAGCAGTCTTATATAACCGCATCGGCGACATTGGTTTCATTTTAGCAATAG CATGATTTCTAACAAACCTCAATACCTGAGACCTCCAACAGATCTTCATACTAAACCCAAGCGACTCAAA CATACCCTTGATCGGACTAGCATTAGCTGCAACCGGAAAATCCGCCCAATTTGGCCTCCACCCATGACTT 
CCCTCTGCAATAGAAGGCCCAACTCCCGTCTCAGCACTACTCCATTCAAGCACAATAGTGGTAGCAGGTA TCTTCCTACTAATCCGTTTCTACCCCCTCACAGAAAACAATAAATTTATCCAATCTATTACATTATGCTT AGGAGCCATTACCACACTATTTACAGCAATATGCGCCCTCACCCAAAATGACATTAAGAAAATCATCGCC 
TTCTCCACATCCAGTCAACTGGGCCTTATAATAGTAACAATTGGCATTAACCAACCTTACCTAGCTTTCC TCCACATCTGCACACATGCCTTTTTCAAAGCTATACTATTCATATGCTCCGGTTCCATTATTCACAGCCT AAACGACGAACAAGATATTCGAAAAATAGGAGGCCTATTTAAAGCCATGCCATTCACCACAACAGCCCTC 
ATTGTTGGCAGTCTCGCACTAACAGGAATACCCTTCCTCACAGGATTTTACTCCAAAGACCTAATCATCG AAGCCGCCAACACGTCTTATACCAACGCCTGAGCCCTTCTAATAACATTAATTGCCACCTCTTTCACAGC TATCTACAGCACTCGTATTATTTTTTTCGCACTTCTAGGACAACCCCGATTCCCTACCCTAGTTAGTATC 
AACGAAAACAACCCCCTTCTGATCAACTCTATCAAACGCTTACTAATTGGAAGCCTCTTCGCAGGATACA TCATTTCCAACAATATTCCTCCAACAACAATTCCCCAAATAACTATACCCTACTACTTAAAAACAACAGC CCTAATCGTTACAATCCTAGGCTTCATCTTAGCCCTAGAAATCAGTAATACAACTAAAAATCTAAAATAT 
CACTACCCCTCAAACGCCTTCAAGTTCTCGACCTTGCTAGGATACTTCCCCACAATTATACATCGCCTAG CTCCATACATAAATTTATCAATAAGCCAAAAATCAGCATCCTCCCTTCTAGACCTAATCTGACTAGAAGC CATCCTACCAAAAACCATCTCACTCGCCCAAATAAAAGCATCTACCCTGGTCACAAACCAAAAAGGCCTG 
ATCAAACTATATTTCCTCTCCTTCCTAATCACAATCCTTATCAGCATAATACTATTTAATTTCCACGAGT AATTTCTATAATAACCACAACACCAATTAATAAAGACCACCCAGTTACAATAACTAATCAGGTACCATAA CTGTATAAAGCCGCAATCCCTATGGCCTCTTCACTAAAAAACCCAGAATCCCCTGTATCATAAATCACTC 
AATCCCCTAAACCATTAAACTCAAACACAACCTCAACTTCTTTATCCTTTAACACATAATAAACCATAAA AAACTCCATCAACAAGCCAGTAACAAATGCCCCTAAAACAGCCTTATTAGAAAGCCAAATTTCAGGATAC TGTTCTGTAGCCATAGCCGTTGTATAACCAAAAACTACCATCATACCCCCCAAATAAATTAAAAAGACCA 
TCAACCCCAAAAAGGATCCACCAAAATTCAATACAATCCCACAGCCAACCCCACCACTCACAATTAACCC TAACCCCCCATAAATAGGTGAAGGTTTCGAAGAAAACCCCACAAAACCTATCACGAAAATAACACTTAAA ATAAATACAATGTATAGTATCATTATTCTTACATGGAATCTAACCATGACTAATGATATGAAAAACCATC 
GTTGTCATTCAACTATAAGAACACTAATGACTAACATTCGAAAGTCCCACCCACTAATAAAAATTGTAAA CAATGCATTCATCGACCTTCCAGCCCCATCAAACATTTCATCATGATGGAATTTCGGTTCCCTCCTGGGA ATCTGCCTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACAACAG 
CATTCTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAAA CGGAGCTTCAATGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTAGGACGAGGCTTATATTATGGGTCTTACACT TTTCTAGAAACATGAAATATCGGAGTAATCCTTCTGCTCACAGTAATAGCCACAGCATTCATAGGATACG 
TCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATCCCATA CATCGGCACAAATTTAGTCGAATGAATCTGAGGCGGATTCTCAGTAGACAAAGCAACCCTTACCCGATTC TTCGCTTTCCATTTTATCCTTCCATTTATCATCATAGCAATTGCCATAGTCCACCTATTATTCCTCCACG 
AAACAGGCTCCAACAATCCAACAGGAATCTCCTCAGACGTAGACAAAATCCCATTCCACCCCTACTATAC CATTAAGGACATCTTAGGGGCCCTCTTACTAATTCTAGCTCTAATACTACTAGTACTATTCGCACCCGAC CTCCTCGGAGACCCAGATAACTACACCCCGGCCAATCCACTCAACACACCTCCTCACATCAAACCCGAAT 
GATACTTCTTATTTGCATACGCAATCTTACGATCAATCCCCAACAAACTAGGAGGAGTACTAGCCCTAGC CTTCTCTATCCTAATTCTTGCTCTAATCCCCCTACTACACACCTCCAAACAACGAAGCATAATATTCCGA CCACTCAGCCAATGCCTATTCTGAGCCCTAGTAGCAGACCTACTGACACTCACATGAATTGGAGGACAAC 
CAGTCGAACACCCATATATCACCATTGGACAACTAGCATCTATCCTATATTTTCTTCTCATCCTAGTACT AATACCAACAGCCGGCACAGTTGAAAACAAATTACTAAAATGAAGACAGGTCTTTGTAGTACATCTAATA TACTGGTCTTGTAAACCAGAGAAGGAGAACAACTAACCTCCCTAAGACTCAAGGAAGAAACTGTAGTCTC 
ACCGTCAACCCCCAAAGCTGAAGTTCTATTTAAACTATTCCCTGAACACTATTAATATAGTTCCATAAAT GCAAAGAGCCTTATCAGTATTAAATTTATCAAAAATCCCAATAACTCAACACAGAATTTGCACCCTAACC AAATATTACAAACACCACTAGCTAACATAACACGCCCATACACAGACCACAGAATGAATTACCCAGGCAA 
GAGGTAATGTACATAACATTAATGTAATAAAGACATGATATGTATATAGTACATTAAATTATATACCCCA TGCATATAAGCAAGTACATGATCTCTATAATAGTACATAATACATACAATTATTAATTGTACATAGTACA TTATATCAAATCCATCCTCAACAACATATCTACTATATACCCCTTCCACTAGATCACGAGCTTAATTACC 
ATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTAAGCAGAGGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGACCGT GGG GGTCGCTATTTAATGAATTTTACCAGGCATCTGGTTCTTTCTTCAGGGCCATCTCATCTAAAGTGGTC                              CA TTCTTTCCTCTTAAATAAGACATCTCGATGG

GiGi|37545825|gb|ay126697.1| |37545825|gb|ay126697.1| BosBos indicusindicus BreedBreed NelloreNellore MitochondrionMitochondrion, Complete , Complete GenomeGenome

MirettiMiretti,M.M., Pereira,H.A. Jr., ,M.M., Pereira,H.A. Jr., GreggioGreggio,C., Suzuki,J. Jr., Ferro,J.A., Ferro,M.I., Meirelles,F., Garcia,C., Suzuki,J. Jr., Ferro,J.A., Ferro,M.I., Meirelles,F., Garcia,J.M. ,J.M. andand Smith,L.C 2004Smith,L.C 2004

Similaridade com o Similaridade com o 
B. B. taurustaurus de 98%de 98% == Divergência em 329pb Divergência em 329pb 

1 muta1 mutaçção/10ão/1033 anosanos ==
329.000 anos de 329.000 anos de 
separaseparaçção das espão das espééciescies



A VINDA DO ZEBU A VINDA DO ZEBU 
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B.t. indicus

B.t. taurus B.t. indicus

B.t. taurus

MTDNA EUROPEU/ZEBUMTDNA EUROPEU/ZEBU

Meirelles Meirelles etet al., 1999 al., 1999 Genetics and Molecular Biology, 22Genetics and Molecular Biology, 22 ((44) ) 543543--546546



 

Raça Registro Número mtDNA  

taurus 

mtDNA 

indicus 

Nelore PO 48 38 (79%) 10 (21%) 

 POI 35 09 (26%) 26 (74%) 

Gir PO 15 11 (73%) 04 (27%) 

 POI 04 01 (25%) 03 (75%) 

Brahman n.a.* 23 23 (100%) ø 

Total  124 81 (  65%) 43 (35%) 

n.a. = Não aplicável; PO = Puro de origem; POI = Puro de origem importada. 

FREQFREQÜÜÊNCIA DO GENOMA INDICUS ÊNCIA DO GENOMA INDICUS 
NA POPULANA POPULAÇÇÃO ZEBUÃO ZEBU

Meirelles Meirelles etet al., 1999 al., 1999 Genetics and Molecular Biology, 22Genetics and Molecular Biology, 22 ((44) ) 543543--546546



••O DNA O DNA mitocondrialmitocondrial se presta para estudos de se presta para estudos de 
filogenfilogenéética e determinatica e determinaçção da formaão da formaçção dos ão dos 
animais B. animais B. indicusindicus na Amna Amééricarica

•• Uma raUma raçça formada com duas origens a formada com duas origens 
mitocondriaismitocondriais éé um excelente modelo de estudo um excelente modelo de estudo 
de segregade segregaçção ão mitocondrialmitocondrial no perno perííodo odo 
embrionembrionáário e adulto.rio e adulto.



MODELO CAMUNDONGOMODELO CAMUNDONGO

TRANSFERÊNCIA DE CITOPLASTOTRANSFERÊNCIA DE CITOPLASTO
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Meirelles e Smith, 1997 Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145Genetics, 145 ((22)) 445445--5151



ESTUDOS DA HERANESTUDOS DA HERANÇÇA A 
MITOCONDRIAL MITOCONDRIAL 

MeirellesMeirelles & Smith 1997; 1998& Smith 1997; 1998..GeneticsGenetics
McGrath & Solter, 1984. Science 226:1317McGrath & Solter, 1984. Science 226:1317

• Produção de modelos de estudo

• Efeito do citoplasma sobre a produção dos embriões

• Biotecnologia citoplasmática



MURINOS PRODUZIDOS POR MURINOS PRODUZIDOS POR 
TRANSFERÊNCIA DE CARIOPLASTOTRANSFERÊNCIA DE CARIOPLASTO

Meirelles e Smith, 1997 Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145Genetics, 145 ((22)) 445445--5151



LINHAGEM F1NZBLINHAGEM F1NZB

Meirelles e Smith, 1997 Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145Genetics, 145 ((22)) 445445--5151

mtDNAmtDNA--NZBNZB/BINJ/BINJ

HomoplasmiaHomoplasmia do do mtDNAmtDNA transferidotransferido



SEGREGASEGREGAÇÇÃO INICIALÃO INICIAL

Meirelles e Smith, 1998 Meirelles e Smith, 1998 GeneticsGenetics 148148 ((22) ) 877877--8383

Nos primeiros ciclos celulares, existe preferência Nos primeiros ciclos celulares, existe preferência replicacionalreplicacional
das mitocôndrias das mitocôndrias periperi--nucleraresnuclerares..



SEGREGASEGREGAÇÇÃO DO MTDNA ENTRE TECIDOS E PROGÊNIEÃO DO MTDNA ENTRE TECIDOS E PROGÊNIE

Meirelles e Smith, 1997 Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145Genetics, 145 ((22)) 445445--5151

mtDNAmtDNA--NZBNZB/BINJ/BINJ



HIPHIPÓÓTESETESE

Meirelles e Smith, 1997Meirelles e Smith, 1997
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MODELO BOVINOMODELO BOVINO

TRANSFERÊNCIA DE CITOPLASTOTRANSFERÊNCIA DE CITOPLASTO



Bos taurus Bos indicus

RREECOCONNSTRUSTRUÇÇÃO INTERESPECÃO INTERESPECÍÍFICAFICA

Sobrevivência doSobrevivência do
mtmt DNADNA B. B. indicusindicus

??
Meirelles Meirelles etet al., 2001 al., 2001 GeneticsGenetics 158158 ((11) ) 351351--356356



Meirelles, 2004 – Genômica, Editado Por Myr, Ed. Atheneu: 995-1017

TTÉÉCNICA DE TRANSFERÊNCIA DE NCNICA DE TRANSFERÊNCIA DE NÚÚCLEOCLEO
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ConclusõesConclusões
••Embriões produzidos por transferência de Embriões produzidos por transferência de 
nnúúcleo são bons modelos para o estudo da cleo são bons modelos para o estudo da 
heranherançça mitocondriala mitocondrial

••A heranA herançça mitocondrial nos clones a mitocondrial nos clones éé capaz de capaz de 
reproduzir o gargalo genreproduzir o gargalo genéético mitocondrialtico mitocondrial

••Tendo em vista os resultados de transferência Tendo em vista os resultados de transferência 
de nde núúcleo cleo éé posspossíível trocar o mtDNA de um vel trocar o mtDNA de um 
indivindivííduo, duo, éé no entanto importante demonstrar no entanto importante demonstrar 
que de fato existem variaque de fato existem variaçções na produtividade ões na produtividade 
induzidas por este genoma.induzidas por este genoma.



GunskiGunski etet al, 2001al, 2001

Comparou 6345 indivComparou 6345 indivííduos Nelore com duos Nelore com mitmitóótipostipos conhecidos não identificou conhecidos não identificou 
variavariaçção de caracterão de caracteríísticas produtivas associadas ao sticas produtivas associadas ao mtDNAmtDNA..

No entanto, foi observada a maior freqNo entanto, foi observada a maior freqüüência de animais mtDNA ência de animais mtDNA taurustaurus no no 
grupo dos 10% melhores grupo dos 10% melhores DEPsDEPs peso.peso.

BosBos taurustaurus mtDNAmtDNA
16338 pb16338 pb

PossPossííveis implicaveis implicaçções para a ões para a 
produproduçção brasileiraão brasileira

XX



RNAt Primer sequence
5’—3’

Annealing 
Temperature

Base
substitutiona

Enzyme 
Restriction

Asparagine TCCTCACTAGACTGGTGG
GGTTGAGAATAGTCAGCG

52oC G5501→A Bsr I

Cysteine AGCTAACTGGCTTCAATC
ACCAAATAGTAGATAAAGG

50oC C5612→T Mnl I

Glycine ACGTCATCATTGGGTCCAC
GAATGCGATGATGACGAGTAG

55oC T9768→C Spe I

Leucine AGAAGCCCGGTAATTGCTTTA
ACCTACGACATTTGGACC

52oC A3051→G Dra I

Proline GACAGGTCTTTGTAGTACTC
GTAGGTAATTCATTCTGTGG

55oC T15751→C Bsm AI

BiaseBiase etet al. 2007. al. 2007. GeneticsGenetics andand Molecular Molecular BiologyBiology. no prelo. no prelo

Existe variações intrínsecas 
ao mtDNA do tipo indicus?

72.46% possuíam nucleotídeo da mtDNA taurus

95.23 % possuíam nucleotídeo da mtDNA taurus

90.62% possuíam nucleotídeo da mtDNA taurus

Monomórfico mtDNA indicus

Monomórfico mtDNA indicus

Alguns indivAlguns indivííduos com duos com mtDNAmtDNA indicusindicus possuem possuem 
variavariaçções em relaões em relaçção ao ão ao mtDNAmtDNA taurustaurus

Outros indivOutros indivííduos com duos com mtDNAmtDNA indicusindicus
não possuem varianão possuem variaçções em relaões em relaçção ao ão ao mtDNAmtDNA taurustaurus

mtDNAmtDNA BosBos indicusindicus



69 69 

50 animais tRNA tipo 50 animais tRNA tipo taurustaurus (nucleot(nucleotíídeo G)deo G)

19 animais tRNA tipo 19 animais tRNA tipo indicusindicus (nucleot(nucleotíídeo T)deo T)

tRNA tRNA 
AsparaginaAsparagina

X    Valores genX    Valores genééticos para pesoticos para peso

*
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A variabilidade A variabilidade instrinsecainstrinseca ao ao mtDNAmtDNA indicusindicus pode favorecer esses animais.pode favorecer esses animais.



••HeranHerançça mitocondriala mitocondrial

••HeranHerançça Citoplasma Citoplasmáática tica 
germinalgerminal

••MODALIDADE DE HERANMODALIDADE DE HERANÇÇA CITOPLASMA CITOPLASMÁÁTICATICA



••CONTECONTEÚÚDODO
••HeranHeranççaa CitoplasmCitoplasmááticatica
germinalgerminal

1. Introdução

2. Dinâmica do RNAm no 
desenvolvimento embrionário

3. Herança paterna

4. Herança materna

5. A relação do RNA e a 

competência de desenvolvimento

de um oócito
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DdDdDdDd

DDDD DDDDDdDd DdDd DdDd DdDddddd dddd

11aa gerageraççãoão
FecundaFecundaçção cruzadaão cruzada

22aa gerageraççãoão
Auto fecundaAuto fecundaççãoão

33aa gerageraçção ão -- auto fecundaauto fecundaççãoão

44aa gerageraçção ão -- auto fecundaauto fecundaççãoão

DextralDextral SinistralSinistral
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HERANHERANÇÇA CITOPLASMA CITOPLASMÁÁTICA GERMINALTICA GERMINAL

Sturtevant 1923. Science. 58:269-270.

Caramujos
do gênero
Limnaea



Contribuição de duas células 
para a formação de um indivíduo

EspermatozEspermatozóóideide OOóócitocito



Contribuição de duas células 
para a formação de um indivíduo



Contribuição de duas células 
para a formação de um indivíduo

Yang Yang etet al. 2007. al. 2007. NatureNature GenticsGentics. 39(3):295. 39(3):295--302302



Lonergan 2003. Reprod. Biomed Online. 7(6):657-663

Dinâmica do RNAm
no desenvolvimento embrionário

Memili et al., 1998.
Mol. Reprod. Devel. 
51:36-41 



Lonergan 2003. Reprod. Biomed Online. 7(6):657-663

Dinâmica do RNAm
no desenvolvimento embrionário

Quais RNAs governam o desenvolvimento embrionário 
até a transcrição do seu próprio genoma?

A quantidade geral de RNA é importante?

Quem são os genes determinantes para o desenvolvimento?



Contribuição paterna
para o desenvolvimento embrionário

O SPTZ contribui para o desenvolvimento 
embrionário com RNAm

Krawetz 2005. Nature Reviews Genetics.6: 633-642



Herança citoplasmática
paterna

10 – 100 fg RNA 

3281 transcritos

Krawetz 2005. Nature Reviews Genetics.6: 633-642



A transcrição gênica em oócitos é retomada no estágio de folículo 
secundário, mantendo-se até o estágio de folículo terciário, quando a 
expressão tende a se encerrar (Fair et al., 1995; Hyttel et al., 1997).

Foto: Drummond et al. (2002)

EXPRESSÃO 

DE RNA

Herança citoplasmática materna



Yon et al., 2006. Fertility and Sterility. 85(1):193-203.

Herança citoplasmática materna



~ 2 ng RNA em bovinos (Lequarré et al., 2004)
~ 10 ng RNA em humanos (Neilson et. al., 2000)

Olszanska & Borgul 1993.
J Exper Zoo. 265:317-320.

Herança citoplasmática materna



Herança citoplasmática materna

Meirelles Meirelles etet al. 2004. Animal al. 2004. Animal ReprodReprod SciSci. 82: 13. 82: 13--2020

Quem tem mais Quem tem mais RNAmRNAm
tem mais competência de desenvolvimento?tem mais competência de desenvolvimento?

-- RNARNA

+ RNA+ RNA



Herança citoplasmática materna
Quem tem mais Quem tem mais RNAmRNAm

tem mais competência de desenvolvimento?tem mais competência de desenvolvimento?

12,9 ± 0,14b50,0 ± 0,71b205COC-B

20,6 ± 0,42a70,7 ± 0,74a205COC-A

Blastocisto
(% ± EP)

Clivagem 
(% ± EP)

NGrupos

BiaseBiase etet al. 2007. al. 2007. ZygoteZygote. no prelo. no prelo



Herança citoplasmática materna
Quem tem mais Quem tem mais RNAmRNAm

tem mais competência de desenvolvimento?tem mais competência de desenvolvimento?

AmplificaAmplificaçção de ão de cDNAcDNA totaltotal

QuantificaQuantificaçção relativa por PCR tempo realão relativa por PCR tempo real

diferença = (eficiência média de PCR) (Ct grupo controle – Ct grupo teste)



Comparação entre quantidade de RNAm poliA entre
oócitos com diferentes potenciais de desenvolvimento

COC_A COC_ACOC_B COC_B

Herança citoplasmática materna

** **

RNAmRNAm desenvolvimentodesenvolvimento



X
20,6%

79,4%

86,1%

12,9% X

Grupos N Clivagem 
(% ± EP)

Blastocisto
(% ± EP)

COC-A 205 70,7 ± 0,74a 20,6 ± 0,42a

COC-B 205 50,0 ± 0,71b 12,9 ± 0,14b

Herança citoplasmática materna



Herança citoplasmática materna

Quem tem mais Quem tem mais RNAmRNAm
tem mais competência de desenvolvimento?tem mais competência de desenvolvimento?

Desenvolvimento de um modelo Desenvolvimento de um modelo 
que nos desse informaque nos desse informaçção acurada do desenvolvimentoão acurada do desenvolvimento



Herança citoplasmática materna

Figura 14. Foto ilustrativa da remoção da biópsia e cultivo dos embriões em poços separados. O diâmetro (D_oócito) de cada oócito foi anotado, o 
diâmetro da micro-pipeta de injeção (D_biópsia) é de 15 um e o comprimento da biópsia dentro da micro-pipeta (L_biópsia) é de 300 um (baseado na 
medição da ocular micro-métrica). Os volumes foram calculados de acordo com as seguintes equações: Volume do oócito (um3) = (4/3) x p x R3 e Volume 
do citoplasma retirado (um3) = p x R2 x L_biópsia. O volume do citoplasma removido de cada oócito foi de aproximadamente 10% citoplasto (aumento de 
200 vezes).



Herança citoplasmática materna

amplificação de cDNA

cultivo separado



0h 90h 210h

Início do
cultivo

Clivados

bloqueio
2 células

Clivados

bloqueio 
8 células

Desenvolvidos a blastocisto

Avaliação do desenvolvimento

1 2 3

GRUPOS 
EXPERIMENTAIS

Herança citoplasmática materna



Comparação da quantidade de RNAm poliA

Herança citoplasmática materna



Comparação da quantidade de RNAm poliA

Herança citoplasmática materna

≅≅
R

N
A

m
R

N
A

m

≠≠
R

N
A

m
R

N
A

m



Existe uma tendência
de que os oócitos
que desenvolvem a 
blastocisto têm maior
quantidade de RNAm

Não há mais diferença de 
RNAm poliA entre os oócitos
que se desenvolvem a 
blastocisto e os que têm o 
desenvolvimento bloqueado

Herança citoplasmática materna
Modelo da dinâmica de Modelo da dinâmica de RNAmRNAm global durante a maturaglobal durante a maturaçção ão iviv

e a competência do e a competência do ooóócitocito
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Oócito des. bloqueado



Herança citoplasmática materna

Quais são os genes que tornam o Quais são os genes que tornam o ooóócitocito competentecompetente
para o desenvolvimento de um para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto??

9.500-12.000 
(Kocabas et al., 2006; Misirlioglu et al., 2006; Zeng et al., 2004)

Quantos são?Quantos são?



Herança citoplasmática materna

O que fazem?O que fazem?

ZangZang etet al. 2004. al. 2004. DevelopmentalDevelopmental BiologyBiology. 272: 483. 272: 483--496.496.

CamundongosCamundongos



Herança citoplasmática materna
O que fazem?O que fazem?

ZhangZhang etet al. 2006. al. 2006. FertilityFertility andand SterilitySterility..

HumanosHumanos



BovinosBovinos

Herança citoplasmática materna
O que fazem?O que fazem?

YaoYao etet al. 2004. al. 2004. PhysiolPhysiol GenomicsGenomics. 19: 84. 19: 84--9292



BovinosBovinos

Herança citoplasmática materna
O que fazem?O que fazem?

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

% dos genes (N=2427)

processo fisiológico celular

metabolismo

regulação de processo celular

regulação de processo fisiológico

comunicação celular

localização

processo fisiológico do organismo

resposta ao stress

regulação negativa de processos biológicos

resposta ao estímulo biológico

morfogenese

desenvolvimento de órgãos

adesão celular

morte

diferenciação celular

regulação positiva de processos biológicos

resposta a estímulos externos

desenvolvimento de sistemas

resposta a estímulos abióticos

resposta a estimulos endógenos

regulação de atividade enzimática

percepção sensorial

0 2 4 6 8 10 12 14

% dos genes (N=685)

ubiquitinação de proteína

regulação da transcrição em promotores de
RNApol lI

modificação da cromatina

regulação negativa da transcrição
(dependente de DNA)

edição de RNAm (por spliceossome)

edição de RNAm (por reação de
trasesterificação)

reorganização de cromatina

modificação de proteínas dependentes de
catabolismo

regulação positiva da transcrição
(dependente de DNA)

aminoacetilação de RNAt para tradução
proteica 

iniciação da transcrição em promotores
RNApol II

Análise funcional: 
processos biológicos

Processo fisiológico celular
Metabolismo
Regulação do processo celular
Regulação de processo fisiológico
Comunicação celular
Localização

BovinosBovinos



Herança citoplasmática materna
O que fazem?O que fazem?

BovinosBovinos

0 5 10 15 20 25 30 35 40

% dos genes (N=2538)

ligantes de proteínas

ligantes de ácidos nucléicos

ligantes de íons

ligantes de nucleotídeo 

hidrolase

transferase

atividade de receptor

fator de transcrição

ligase

transporte de íons

oxidoredutase

ligantes de receptor

carreadoes

reguladores de GTPase

cofator de transcrição

ativadores de transcrição

fator de transcrição de RNApol II

ativadores de enzima

transporte de eletrons

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

% dos genes (N=169)

ATPase

N-acetiltransferase de
lisina

receptor
transmembrana de
proteína kinase de

serina/treonina

receptor
transmembrana de

proteína fosfatase de
tirosina

proteína MAP kinase

fosfoinosidídeo
fosfolipase C 

receptor de
quimiocinas

Ligantes de proteína
Ligantes de ácidos nucléicos
Ligantes de íons
Ligantes de nucleotídeos

Análise funcional: 
função molecular



Herança citoplasmática materna
O que fazem?O que fazem?

BovinosBovinos

0 10 20 30 40 50 60 70 80

% dos genes (N=2259)

intracelular

organela intracelular

organela ligada a
membrana

membrana

organela não ligada a
membrana

fração celular

lumem de organela 

complexo ligase de
ubiquitina

matriz extracelular

complexo
ribonucleoproteína

envelope de organela 

espaço extracelular 

complexo fator de
transcrição 

0 5 10 15 20 25 30

% dos genes (N=812)

membrana plasmática (proteína integral)

lumem nuclear

vesículas do complexo de Golgi

microtúbulo do citoesqueleto

actina do citoesqueleto

complexo de fator de transcrição

envelope mitocondirial

vacúolo de lise

junção intercelular

membrana interna da mitocôndria

membrana  de vesícula 

holoenzima

cromatina

envelope nuclear

cromossomo nuclear 

complexo de spliceosomo

intracelular
organela intracelular
organela ligada a membrana
membrana

Análise funcional: 
Localização celular



Herança citoplasmática materna
Onde estão?Onde estão?

HumanosHumanos



Herança citoplasmática materna
A expressão gênica A expressão gênica éé diferente entre os diferente entre os 
maturados maturados in vivoin vivo e maturados e maturados in in vitrovitro
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LonerganLonergan etet al. 2003.al. 2003.
Mol Mol ReprodReprod DevelDevel. 66:. 66:
297297--305.305.



Herança citoplasmática materna
A expressão gênica A expressão gênica éé senssensíível ao meio de cultivo.vel ao meio de cultivo.

Russel Russel etet al. 2006.al. 2006.
Mol Mol ReprodReprod DevelDevel.73:.73:
12551255--1270.1270.



Herança citoplasmática materna
Genes que tornam o Genes que tornam o ooóócitocito

competente para o desenvolvimento de um competente para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto
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GeneGene BloqueioBloqueio OrganismoOrganismo ConseqConseqüüênciaência

AatfAatf MutaMutaçção no geneão no gene CamundongoCamundongo Não desenvolve blastocistoNão desenvolve blastocisto

Dppa3Dppa3 MutaMutaçção no geneão no gene CamundongoCamundongo Bloqueio em 4 cBloqueio em 4 céélulaslulas

Pik3cbPik3cb MutaMutaçção no geneão no gene CamundongoCamundongo Morte em E3.5 e E8.5Morte em E3.5 e E8.5

Top2aTop2a Funcional Funcional -- RNARNA CamundongoCamundongo Não desenvolve blastocistoNão desenvolve blastocisto

Top2aTop2a Funcional Funcional --
proteproteíínana CamundongoCamundongo Bloqueio do zigotoBloqueio do zigoto

Herança citoplasmática materna
Genes que tornam o Genes que tornam o ooóócitocito

competente para o desenvolvimento de um competente para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto

Fonte: Gene Fonte: Gene ontologyontology



Herança citoplasmática materna
Genes que tornam o Genes que tornam o ooóócitocito

competente para o desenvolvimento de um competente para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto

cultivo separado

Extração de RNA total



Amplificação 
de RNAm

13.257 
seqüências únicas

Preparação do slide

Hibridação

Lavagem

Leitura

Análises de funcionalidade

Oóctitos cujos embriões tiveram o
desenvolvimento bloqueado em 8-16 células

Oóctitos cujos embriões se 
desenvolveram até o estágio de blastocisto

Herança citoplasmática materna
Genes que tornam o Genes que tornam o ooóócitocito

competente para o desenvolvimento de um competente para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto
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desenvolvem até o estágio de blastocisto
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Herança citoplasmática materna
Genes que tornam o Genes que tornam o ooóócitocito

competente para o desenvolvimento de um competente para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto



Herança citoplasmática materna
Genes que tornam o Genes que tornam o ooóócitocito

competente para o desenvolvimento de um competente para o desenvolvimento de um blastocistoblastocisto



ConclusãoConclusão
••A heranA herançça citoplasma citoplasmáática (tica (RNAsRNAs e protee proteíínas) nas) éé de origem de origem 
paterna e materna.paterna e materna.

•• A presenA presençça de transcritos gênicos a de transcritos gênicos éé dependente de:dependente de:

estestáágio de gio de foliculogênesefoliculogênese

cultivo in cultivo in vitrovitro

morfologia do morfologia do ooóócitocito e COCe COC

idade do animalidade do animal

•• A presenA presençça varia variáável de transcritos entre os vel de transcritos entre os ooóócitoscitos pode pode 
determinar a capacidade de desenvolvimento embriondeterminar a capacidade de desenvolvimento embrionáário.rio.
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GENOMICGENOMIC
IMPRINTINGIMPRINTING ??
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INTRODUINTRODUÇÇÃOÃO
Herança Mendeliana
• Cada genitor fornece um 

gameta para descendente
– Conjunto haplóide de 

cromossomos
• Contribuição genética 

idêntica dos pais para a 
progênie
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HERANHERANÇÇA MENDELIANAA MENDELIANA
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DESVIOS DA HERANDESVIOS DA HERANÇÇA A 
MENDELIANAMENDELIANA

• Para alguns genes
• Observados em:

Dissomias uniparentais (UPD)
Camundongos transgênicos
Embriões monoparentais: androgenéticos e 

ginogenéticos/partenogenéticos
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DISSOMIAS UNIPARENTAISDISSOMIAS UNIPARENTAIS
A

lberts et al., 1997
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CAMUNDONGOS COM UPDCAMUNDONGOS COM UPD

• Dissomia na porção proximal do 
cromossomo 11:
– Paterna: animal de maior tamanho
– Materna: animal de menor tamanho
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ANIMAIS PORTADORES DE ANIMAIS PORTADORES DE 
TRANSLOCATRANSLOCAÇÇÕES: UPDÕES: UPD

H
itchins e M

oore,  2002
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CAMUNDONGOS CAMUNDONGOS 
TRANSGÊNICOSTRANSGÊNICOS

• Gene Igf2 (codifica IGF-II): inativado por 
mutação:
– Inativação do alelo paterno: crescimento 
retardado (redução de 40% do tamanho)
– Inativação do alelo materno: crescimento 
normal

• Conclusão: o Igf2 transcrito é o paterno

Pecuária Sudeste



“Stem Cell”
embrionária -
camundongo 
Aguti

Eletroporação

Vetor

Recombinação 
homóloga 

substitui exon 2 
IGF-II por neo

Seleção das células por 
cultura com G418 e 

ganciclovir 
Confirmação de 

“knockout” do gene 
por PCR

ES cells 
heterozigóticas para 

mutação IGF-II (+/M) 

Blastocisto de 
camundongo Albino

Injeção no 
blastocisto

Transferência para 
fêmea 

pseudogestante

Acasalamento 
macho quimera com 

fêmea normal

Fêmea normal Descendente quimérico 
(tamanho normal)

Tamanho normal: alelo 
paterno IGF-II ativo, +

Tamanho reduzido: alelo 
paterno IGF-II mutante, M

CamundongosCamundongos
TransgênicosTransgênicos

Watson et al., 1992
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EMBRIÕES DIPLEMBRIÕES DIPLÓÓIDES IDES 
MONOPARENTAISMONOPARENTAIS

• Produzidos por transferência de 
pronúcleos:
– Ginogenético: pronúcleos femininos
– Androgenético: pronúcleos masculino

• Ausência de desenvolvimento: morte 
no período próximo à implantação

Pecuária Sudeste



FORMAFORMAÇÇÃO DOS PRONÃO DOS PRONÚÚCLEOSCLEOS
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FORMAFORMAÇÇÃO DOS PRONÃO DOS PRONÚÚCLEOSCLEOS
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FORMAFORMAÇÇÃO DOS PRONÃO DOS PRONÚÚCLEOSCLEOS
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FORMAFORMAÇÇÃO DOS PRONÃO DOS PRONÚÚCLEOSCLEOS
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FORMAFORMAÇÇÃO DOS PRONÃO DOS PRONÚÚCLEOSCLEOS

MM
FF
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Transferência de Transferência de 
PronPronúúcleoscleos

MM FF

Andro
MM MM

GinoFF FF

Pecuária Sudeste

MM FF



TRANSFERÊNCIA DE PRONTRANSFERÊNCIA DE PRONÚÚCLEOSCLEOS
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CAMUNDONGOSCAMUNDONGOS
iGinogenéticos: desenvolvimento normal até
blastocisto, embrião bem desenvolvido (25 
somitos no D10), deficiente em tecido extra-
embrionário
iAndrogenéticos: desenvolvimento retardado até
blastocisto, não progridem além de 4 a 6 somitos, 
tecidos extra-embrionários bem desenvolvidos

EMBRIÕES MONOPARENTAISEMBRIÕES MONOPARENTAIS

Pecuária Sudeste



K
endrew

, 1994

• Gene maternos: 
desenvolvimento 
do embrião 
propriamente dito

• Genes paternos: 
formação da 
placenta

Zigoto fertilizado Ginogenoto Androgenoto

Dia 10 da gestação

Camundongos Camundongos 
MonoparentaisMonoparentais
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EMBRIÕES MONOPARENTAISEMBRIÕES MONOPARENTAIS
• Produzidos por ativação 

partenogenética:
–Aumento Ca2+: estrôncio, ionomicina, 

cálcio ionóforo, etanol, eletrochoque
– Inibição síntese protéica ou 

fosforilação: ciclohexemide, 6-DMAP
• Material genético exclusivamente 

materno: incompatível com a vida
–

Pecuária Sudeste



EMBRIÕES PARTENOGENEMBRIÕES PARTENOGENÉÉTICOSTICOS

OVINOSOVINOS
• Morte: 25-26 dias de gestação

Loi et al., 1998 

*

*
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EMBRIÕES PARTENOGENEMBRIÕES PARTENOGENÉÉTICOSTICOS

BOVINOSBOVINOS
• Desenvolvimento: 35-36 dias de gestação

Méo-Niciura, 2005

Pecuária Sudeste

*



CONCLUSÕESCONCLUSÕES
• Desenvolvimento do concepto depende dos 

genes paternos e maternos
• Diferenças na contribuição genética dos pais 

para a progênie

GENOMIC IMPRINTINGGENOMIC IMPRINTING

Pecuária Sudeste



GENOMICGENOMIC IMPRINTINGIMPRINTING
• Definição:

Expressão de um gene dependente de sua origem 
parental (materna/paterna)

- Atividade do gene na progênie depende do sexo do 
progenitor a partir do qual o alelo foi herdado

- Alguns genes só são expressos por alelos maternos e 
outros só por paternos
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• Impressão Genômica
• Modificação epigenética (citoplasmática):

afeta a informação codificada pela seqüência de 
nucleotídeos →→ altera fenótipo sem modificar 
genótipo

• Ocorre em genes autossômicos de mamíferos 
eutérios (obs.: marsupiais, plantas e insetos)

• Acarreta em desvios da herança mendeliana

GENOMIC IMPRINTINGGENOMIC IMPRINTING
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EvoluEvoluçção dos ão dos 
Genes Genes ImprintedImprinted

Wilkins e Haig, 2003
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EVOLUEVOLUÇÇÃO DOS GENES ÃO DOS GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED

Jirtle e Weidman, 2007
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Características dos genes imprinted:
• Transmitidos para as células-filhas e reversíveis
• Distribuídos em grupos (sofrem interação)
• Apresentam: assincronia na replicação do DNA 

(alelo paterno replica primeiro), seqüências 
repetitivas e poucos e pequenos íntrons

• Específicos para tecidos, estádios do 
desenvolvimento e espécies (aquisição evolutiva)

GENOMIC IMPRINTINGGENOMIC IMPRINTING

Pecuária Sudeste



Manipulação 
do genoma:
aumento Igf2 e 
expressão 
monoalélica 
H19 →→
normalização 
expressão 32 
genes imprinted
e nascimento 
partenogenético

INTERAINTERAÇÇÃO GENES ÃO GENES IMPRINTEDIMPRINTED

Kono et al., 2004
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HIPHIPÓÓTESESTESES
• Teoria do Conflito Genético ou “Batalha 

dos Sexos”:
- Conflito entre genes maternos e paternos 

durante a gestação
- Mamíferos - fetos nutridos a partir dos 

tecidos maternos
- Regulação entre demanda por nutrientes 

(feto) e suprimento de nutrientes (mãe)
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• Teoria do Conflito Genético:

– Pai: promoção de crescimento do feto →→
aumenta chances de produzir descendentes

– Mãe: controle de crescimento do feto →→
assegura sucesso do parto e de futuras gestações

HIPHIPÓÓTESESTESES

Jirtle e Weidman, 2007
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• Teoria do Conflito Genético: Igf2 e Igf2r
• O gene Igf2 codifica IGF-II, que promove 

crescimento do feto

• O gene Igf2r codifica o receptor de IGF-II, 
que controla sua disponibilidade e utilização

Expresso Paterno

Expresso Materno

HIPHIPÓÓTESESTESES
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HIPHIPÓÓTESESTESES
• Teoria “Modelo de Desenvolvimento”:

- Aquisição evolutiva em resposta à pressão 
ambiental →→ induz a rápidas mudanças de 
expressão ou à inativação dos alelos parentais 
de acordo com a necessidade

- Controversa: imprinting (haploidia) versus
diploidia, que protege contra mutações 
recessivas deletérias
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• Teoria do “Ovário Bomba-Relógio”:
- Evita partenogênese
- Assegura reprodução sexuada (variabilidade 

genética)
- Protege a mãe contra doenças malignas do 

trofoblasto
• Vigilância contra perda de cromossomos:

previne câncer e defende contra DNA estranho

HIPHIPÓÓTESESTESES
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• Dragão-de-comodo:

PARTENOGÊNESEPARTENOGÊNESE

Watts et al., 2006

•Fêmea: sexo 
heterogamético 
(cromossomos Z e W)
•Partenogênese:
produz machos ZZ e 
WW
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GENES GENES IMPRINTEDIMPRINTED
• No genoma: estimativa de 100 a 1000 

genes imprinted
– Humanos: 51 genes
– Camundongos: 82 genes
– Bovinos: 07 genes
– Ovinos: 10 genes
– Suínos: 05 genes

http://igc.otago.ac.nz/home.html
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GENES GENES IMPRINTEDIMPRINTED

http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/largemap.html

CAMUNDONGOS: GENES IMPRINTED, REGIÕES E FENÓTIPOS

Pecuária Sudeste



• Crescimento: IGF2 (P), IGF2R (M), H19 (M), 
GTL2 (M), PEG3 (P), DLK1 (P), MEST (P)

• Desenvolvimento da placenta: IGF2R (M), 
PEG10 (P), Mash2 (M), Ins2 (M)

• Desenvolvimento cerebral: NNAT (P) e Snrpn (P)

• Inativação cromossomo X: XIST (P) e Tsix (M)

• Comportamento materno: PEG3 (P) e MEST (P)

FUNFUNÇÇÕES DOS GENES ÕES DOS GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED

Pecuária Sudeste



FUNFUNÇÇÕES DOS GENES ÕES DOS GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED

• Aprendizagem: Xrl3b (M)
• Adaptação ambiental: NESP55 (M)
• Obesidade: DLK1 (P)
• Supressão de tumor: H19 (M; RNA não-

traduzido)
• Produção de miRNAs : PEG11 (P)
• Produção de snoRNAs: MEG8 (M)

Pecuária Sudeste



ESTABELECIMENTO DOS ESTABELECIMENTO DOS 
IMPRINTSIMPRINTS

• Diferenciação entre genes maternos e paternos:
- Metilação do DNA*
- Estrutura da cromatina
- Acetilação, metilação e fosforilação das histonas que 

“empacotam” o DNA
- Expressão de transcrito antisense e de RNA não-

codificante
- Combinação de eventos
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METILAMETILAÇÇÃO DO DNAÃO DO DNA
• Metilação: inativação X e expressão gênica

- Metilação na citosina de sítios CpG (> 50% CG)
- DNA-metiltransferases: Dnmts

- Dnmt1: manutenção de metilação durante mitoses
- Dnmt3 (de novo): 3a - linhagem germinativa; 3L –

estabelecimento de imprinting

Pecuária Sudeste

Dnmt→→



METILAMETILAÇÇÃO DO DNAÃO DO DNA

Pecuária Sudeste

Turek-Plewa e Jagodzinski, 2005



CAMUNDONGOS (9D) SEMCAMUNDONGOS (9D) SEM DNMTDNMT
L

ei et al., 1996

Pecuária Sudeste

• Ausência de Dnmt: morte dos embriões; falhas 
em genes imprinted e em outros genes



METILAMETILAÇÇÃO DO DNAÃO DO DNA
• Ilhas CpG com metilação alelo-

específica: regiões diferencialmente metiladas
(DMR) que controlam o imprinting (ICR)

• Metilação do DNA na região promotora de 
genes:
- Inibição da transcrição
- Silenciamento gênico

Pecuária Sudeste



BLOQUEIO DA EXPRESSÃO BLOQUEIO DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR METILAGÊNICA POR METILAÇÇÃOÃO

Pecuária Sudeste



• Paterno ativo e 
materno reprimido 
por metilação

• Paterno reprimido 
por transcrito 
antisense e 
materno ativo por 
metilação e 
bloqueio transcrito

Inativação epigenética

Ativação epigenética

Pecuária Sudeste

CONTROLE DA EXPRESSÃO CONTROLE DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR METILAGÊNICA POR METILAÇÇÃOÃO

Reik e Walter, 2001
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CONTROLE DA EXPRESSÃO CONTROLE DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR METILAGÊNICA POR METILAÇÇÃOÃO

Loco Igf2/H19
• Alelo materno: proteína 

CTCF evita metilação da 
ICR e impede acesso de 
estimuladores a Igf2 →→
expressão H19

• Alelo paterno: metilação 
ICR impede expressão H19 
e ligação CTCF, e permite 
acesso de estimuladores →→
expressão Igf2Delaval e Feil, 2004



Pecuária Sudeste

CONTROLE DA EXPRESSÃO CONTROLE DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR ESTRUTURA DA GÊNICA POR ESTRUTURA DA 

CROMATINA E MODIFICACROMATINA E MODIFICAÇÇÃO ÃO 
DE HISTONASDE HISTONAS

• Cromatina muito condensada: metilação ou 
fosforilação de histonas →→ restrição de atividade 
gênica

• Cromatina menos condensada: acetilação de 
histonas →→ permissão de atividade gênica
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CONTROLE DA EXPRESSÃO CONTROLE DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR METILAGÊNICA POR METILAÇÇÃO E POR ÃO E POR 

RNA NÃORNA NÃO--CODIFICANTECODIFICANTE
Igf2r

• Alelo materno: metilação da 
ICR intrônica →→ expressão
Igf2r

• Alelo paterno: ausência de 
metilação ICR →→ transcrição 
RNA não-codificante (Air) e 
bloqueio expressão Igf2rDelaval e Feil, 2004
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CONTROLE POR RNA CONTROLE POR RNA ANTISENSEANTISENSE, , 
METILAMETILAÇÇÃO DE HISTONA E ÃO DE HISTONA E 

ESTRUTURA DA CROMATINAESTRUTURA DA CROMATINA

Verona et al., 2003

Xist
Tsix

RNA Xist

Cromatina 
silenciosa

Xist/Tsix
• Alelo materno: ligação CTCF a 

Tsix, produção Tsix antisense,
ausência Xist →→ cromossomo 
ativo

• Alelo paterno: expressão Xist,
acúmulo RNA Xist, metilação 
histonas →→ inativação X



PADRÃO DE METILAPADRÃO DE METILAÇÇÃO DE ÃO DE 
GENES GENES IMPRINTEDIMPRINTED

• Estabelecido: nos gametas 
– Genomas materno e paterno estão separados

• Apagado: nas células germinativas do embrião 
recém-formado
– Imprints herdados do espermatozóide e do oócito 

são “apagados”
– Gametas do concepto apresentam somente imprints

relativos ao seu sexo

Pecuária Sudeste



Pecuária Sudeste

Padrão MetilaPadrão Metilaçção ão 
Genes Genes ImprintedImprinted

Jirtle e Weidman, 2007



METILAMETILAÇÇÃO GLOBALÃO GLOBAL
• Demais genes: perda da metilação após a 

fecundação (diferente dos genes imprinted)

Mann e Bartolomei, 2002
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IMPLICAIMPLICAÇÇÕESÕES
• Crescimento e desenvolvimento:

– Placentário, embrionário, fetal e pós-natal
– Etiologia de doenças humanas

• Biotecnologias com embriões:
– FIV, cultivo celular, transgênese e clonagem
– Eficiência das técnicas

• Produção animal
• iQTL, gestação em eqüídeos 
• Seleção animal

Pecuária Sudeste



DOENDOENÇÇAS HUMANASAS HUMANAS
• Síndrome de Prader-Willi: deleção paterna (alteração 

genética) ou dissomia materna (epigenética) –
cromossomo 15
- Crescimento retardado, obesidade, hipogonadismo 
- Perda de imprinting (LOI) do Snrpn

• Síndrome de Angelman: deleção materna (genética) 
ou dissomia paterna (epigenética) – cromossomo 15
– Desordem neurogenética, retardo mental, baixo 

desenvolvimento motor, ausência de fala
– LOI do Ube3a

Pecuária Sudeste



• FISH: Síndrome de Prader-Willi (PWS)

Pecuária Sudeste

DOENDOENÇÇAS HUMANASAS HUMANAS



Cox et al., 2002

• Digestão do DNA: XbaI e 
NotI; hibridização sonda 
Snrpn

• Controle (C): banda materna 
metilada (superior) e banda 
paterna não-metilada (inferior) 

• Síndromes: Angelman (AS) –
banda não-metilada; e Prader-
Willi (PWS) - banda metilada

Pecuária Sudeste

DOENDOENÇÇAS HUMANASAS HUMANAS

M

P



• Síndrome de Beckwith-Wiedemann: dissomia 
paterna – cromossomo 11
- Supercrescimento fetal, macroglossia, tumores 

infantis (fígado, rim e músculo)
- LOI do Igf2, H19 e Lit1

Pecuária Sudeste

DOENDOENÇÇAS HUMANASAS HUMANAS



• Tumor de Wilms: dissomia paterna cromossomo 11; 
origem células metanéfricas

• Tumores diversos: superexpressão fatores crescimento 
imprinted ou inativação genes supressores de tumor

• Doença de Huntington: idade variável de início dos 
sintomas →→ mais precoce em filhos de pai afetado

• Síndrome de Turner (XO): fenótipo cognitivo e 
social dependem de qual X está presente (M ou P)

• Efeitos de origem parental: diabetes juvenil, autismo, 
Alzheimer, desordem bipolar e esquizofrenia

Pecuária Sudeste

DOENDOENÇÇAS HUMANASAS HUMANAS



• PIV, cultivo celular, transgênese, clonagem, ICSI:
– Baixa eficiência e alta ocorrência de patologias

• Possíveis causas: alterações epigenéticas
– Manipulação intensa no momento de estabelecimento e 

manutenção de imprints
– Componentes dos meios de cultivo afetam metilação
– Utilização de gametas imaturos ou envelhecidos
– Clonagem: uso de células com acúmulo mutações; falha 

na reprogramação (transformação de padrão de metilação 
somático em embrionário, sem alteração de imprinting)

Pecuária Sudeste

BIOTECNOLOGIAS COM BIOTECNOLOGIAS COM 
EMBRIÕESEMBRIÕES



Mann e Bartolomei, 2002

• Padrão de metilação: clones

Pecuária Sudeste

BIOTECNOLOGIASBIOTECNOLOGIAS



Humpherys et al., 2002 (camundongos)

Pecuária Sudeste

• Padrão de expressão gênica: placenta clones

BIOTECNOLOGIASBIOTECNOLOGIAS

Yamazaki, 2006 (bovinos)
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• Padrão expressão gênica: fetos

BIOTECNOLOGIASBIOTECNOLOGIAS

Perecin, 2007 (bovinos)



• Conseqüências:
– Humanos: aumento de patologias (de 4 para 9%); FIV:

Síndrome de Beckwith-Wiedemann (2); ICSI: Síndrome 
de Angelman (2) e Síndrome de Beckwith-Wiedemann (5)

– Bovinos: alta mortalidade embrionária entre 35-45 dias de 
gestação (fase crítica de formação da placenta)

– Ruminantes: Síndrome da Cria Gigante (uso do SFB)
– Clones: falhas na formação da placenta e no suprimento 

sangüíneo, elevada mortalidade embrionária, fetal e péri-
natal

Pecuária Sudeste

BIOTECNOLOGIAS COM BIOTECNOLOGIAS COM 
EMBRIÕESEMBRIÕES



• Mecanismo (P ou M) usado por um gene para 
entrar na próxima geração →→ seleção animal

• Suínos: identificação de vários iQTLs
– Espessura toucinho: SSC2 (P)
– Deposição de gordura: SSC7 (M)
– Gordura intramuscular: SSC6 (P e M)
– Número de leitões natimortos: SSC14 (M)
– No. fetos mumificados: SSC2 (M) e SSC6 (P)
– Idade à puberdade: SSC15 (P)
– Número de tetos: SSC 1, 6 e 15 (P)

Pecuária Sudeste

PRODUPRODUÇÇÃO ANIMALÃO ANIMAL



• Suínos: mapeamento fino
– iQTL no SSC2
– Efeito sobre massa muscular
– Segmento cromossômico de ~250 kb que contém 

genes INS e IGF2 (P)
• Bovinos de corte: associação de SNP em IGF2

a área de olho de lombo
• Eqüídeos: duração da gestação

- Bardotos (jumenta x cavalo) e mulas (égua 
x jumento): hormônio eCG

Pecuária Sudeste

PRODUPRODUÇÇÃO ANIMALÃO ANIMAL



• Mapeamento genético e identificação de iQTL
• Avaliação de genes-candidatos (imprinted em 

outras espécies)
• Avaliação de animais portadores de dissomia 

uniparental ou de translocações cromossômicas
• Avaliação de expressão gênica em embriões 

monoparentais

Pecuária Sudeste

IDENTIFICAIDENTIFICAÇÇÃO DE GENES ÃO DE GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED
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EXPRESSÃO GÊNICA EM EXPRESSÃO GÊNICA EM 
PARTENOGENPARTENOGENÉÉTICOSTICOS

Méo-Niciura, 2005
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• Avaliação de expressão gênica diferencial entre 
embriões androgenéticos e ginogenéticos:
– Hibridização subtrativa
– Differential display
– Microarrays

Pecuária Sudeste

IDENTIFICAIDENTIFICAÇÇÃO DE GENES ÃO DE GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED
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HIBRIDIZAHIBRIDIZAÇÇÃO SUBTRATIVAÃO SUBTRATIVA

http://www.invitrogen.com/imgLibrary/Subtractive_Hybridization_MethodI.jpg
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DIFFERENTIAL DISPLAYDIFFERENTIAL DISPLAY

http://www.rbej.com/content/figures/1477-7827-2-68-1.jpg

http://www.rbej.com/content/2/1/68/figure/F1?highres=y
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MICROARRAYMICROARRAY

http://www.microarray.lu/images/overview_1.jpg



• Identificação de ilhas CpG
• Identificação de sítios de ligação de proteína 

CTCF 
• Identificação de DMR

– Programas disponíveis on-line

Pecuária Sudeste

IDENTIFICAIDENTIFICAÇÇÃO DE GENES ÃO DE GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED



• Determinação do estado de metilação de DMR:
– Digestão DNA com enzimas de restrição 

sensíveis à metilação →→ clivagem do alelo 
não-metilado

Pecuária Sudeste

IDENTIFICAIDENTIFICAÇÇÃO DE GENES ÃO DE GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED



Pecuária Sudeste

DIGESTÃO COM ENZIMA DE RESTRIDIGESTÃO COM ENZIMA DE RESTRIÇÇÃO ÃO 
SENSSENSÍÍVEL VEL ÀÀ METILAMETILAÇÇÃOÃO

Xue et al., 2002Xue et al., 2002

a) Sítios de clivagem para 
enzimas de restrição 
sensíveis à metilação 
(AciI, BstUI e HhaI): no 
éxon 1 do Xist bovino. 
b) Primers. 
c) PCR sensível à
metilação:  digestão (+) 
ou não (-) do DNA antes 
da PCR. Controle: 
metilado; Clones: perda 
de metilação.



• Determinação do estado de metilação de DMR 
por tratamento DNA com bissulfito (citosinas 
não-metiladas →→ uracila) seguido de:
– Seqüenciamento (Seqüenciamento bissulfito)
– PCR de metilação-específica (2 reações: uma com 

primers para segmento metilado e outra com 
primers para segmento não-metilado)

Pecuária Sudeste

IDENTIFICAIDENTIFICAÇÇÃO DE GENES ÃO DE GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED
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SEQSEQÜÜENCIAMENTO BISSULFITOENCIAMENTO BISSULFITO

http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya/contents/v70/full/70050722Fig1.gif



Pecuária Sudeste

PCR DE METILAPCR DE METILAÇÇÃOÃO--ESPECESPECÍÍFICAFICA

PCR com primers 
específicos para 

segmento metilado (M) 
ou não-metilado (U). 

Kawaguchi et al., 2006



• Avaliação de expressão gênica alelo-específica 
parental:
– Comparação entre seqüências de produtos de RT-

PCR e de PCR de DNA genômico, em indivíduos 
heterozigotos (com polimorfismos conhecidos), 
visando à determinação da origem parental do 
alelo expresso

Pecuária Sudeste

CONFIRMACONFIRMAÇÇÃO DE GENES ÃO DE GENES 
IMPRINTEDIMPRINTED



• Além do código genético, fatores citoplasmáticos ou 
epigenéticos interferem na expressão gênica

• O imprinting regula crescimento, formação da 
placenta, supressão de tumores, proteção do 
organismo e produção animal →→ vitalidade e 
funcionamento do organismo 

• Estudo do imprinting: compreensão de mecanismos 
fisiológicos; benefícios à saúde humana e animal; 
seleção de animais superiores

Pecuária Sudeste
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MicroRNAMicroRNA: uma nova : uma nova 
classe de moduladores da classe de moduladores da 

expressão gênicaexpressão gênica

Luiz Luiz LehmannLehmann Coutinho, Ana Paula Coutinho, Ana Paula DiniDini
AndreoteAndreote e e ÉÉrika Cristina Jorgerika Cristina Jorge
ESALQ/USP, ESALQ/USP, PiracicabaPiracicaba, SP, Brazil. , SP, Brazil. 



TTóópicos:picos:

•• IntroduIntroduçção.ão.
•• Exemplo de um trabalho para identificar Exemplo de um trabalho para identificar 

miRNAsmiRNAs em em BosBos taurustaurus..
•• Exemplo de um trabalho para identificar Exemplo de um trabalho para identificar 

miRNAsmiRNAs em em BosBos indicusindicus..
•• Exemplo da importância do Exemplo da importância do miRNAsmiRNAs para o para o 

desenvolvimento muscular.desenvolvimento muscular.



IntroduIntroduçção: ão: MicroRNAsMicroRNAs

•• MicroRNAsMicroRNAs ((miRNAsmiRNAs) são uma classe abundante ) são uma classe abundante 
de molde molééculas pequenas de RNA culas pequenas de RNA nãonão--codantecodante, de , de 
aproximadamente 22 nucleotaproximadamente 22 nucleotíídeos, com deos, com 
capacidade de regular a expressão gênica por capacidade de regular a expressão gênica por 
meio de controle da tradumeio de controle da traduçção ou degradaão ou degradaçção do ão do 
RNA mensageiro RNA mensageiro 

•• MicroRNAsMicroRNAs são importantes para vsão importantes para váários processos rios processos 
biolbiolóógicos, entre eles diferenciagicos, entre eles diferenciaçção de ão de adipadipóócitoscitos, , 
desenvolvimento muscular, secredesenvolvimento muscular, secreçção de insulina, ão de insulina, 
cancercancer e resposta imune entre outras.e resposta imune entre outras.



Modo de aModo de açção dos ão dos miRNAsmiRNAs



Controle da tradução Degradação de RNAm



IdentificaIdentificaçção de ão de microRNAsmicroRNAs

•• CritCritéérios:rios:

–– In In silicosilico::
•• Estrutura secundEstrutura secundáária tria tíípica dos pica dos miRNAsmiRNAs..
•• Conservado entre espConservado entre espéécies.cies.
•• Programas de Programas de bioinformbioinformááticatica..

–– In vivo:In vivo:
•• Expressão do Expressão do miRNAmiRNA ((NorthenNorthen, clonagem e , clonagem e 

sequenciamentosequenciamento).).



IdentificaIdentificaçção dos genes que são ão dos genes que são 
controlados por controlados por miRNAsmiRNAs..

•• SeqSeqüüência alvo ência alvo éé localizada na região 3localizada na região 3’’
UTR do UTR do RNAmRNAm..

•• O pareamento O pareamento éé imperfeito.imperfeito.
•• Programas de Programas de bioinformaticabioinformatica são utilizados são utilizados 

para identificar para identificar RNAmRNAm alvos.alvos.
•• O pareamento ocorre preferencialmente O pareamento ocorre preferencialmente 

por pareamento completo nas 6por pareamento completo nas 6--8 bases 8 bases 
da região 5da região 5’’ do do miRNAmiRNA maduro.maduro.





214214











MyoDMyoD













Exemplo: IdentificaExemplo: Identificaçção de ão de miRNAsmiRNAs em em 
BosBos taurustaurus::

•• OBJETIVOS:OBJETIVOS:
•• Identificar Identificar microRNAsmicroRNAs de bovinos.de bovinos.
•• Determinar o grau de conservaDeterminar o grau de conservaçção de ão de miRNAsmiRNAs

de bovinos com outras espde bovinos com outras espéécies. cies. 
•• Determinar se Determinar se éé importante importante clonarclonar miRNAsmiRNAs de de 

bovinos ou se podemos usar apenas a bovinos ou se podemos usar apenas a 
informainformaçção do genoma. ão do genoma. 

•• Determinar o quanto precisamos Determinar o quanto precisamos sequenciarsequenciar
uma biblioteca para identificar os uma biblioteca para identificar os miRNAsmiRNAs..



Fase 1: PrediFase 1: Prediçção dos ão dos miRNAmiRNA In In 
silicosilico..

•• ComparaComparaçção com ão com miRNAsmiRNAs jjáá clonadosclonados de de 
outras espoutras espéécies. (cies. (mirBasemirBase 8.1).8.1).
–– BlastBlast contra o genoma bovinocontra o genoma bovino
–– Resultado: IdentificaResultado: Identificaçção de 221 ão de 221 miRNAsmiRNAs

bovinos.bovinos.
–– Alta conservaAlta conservaçção entre as espão entre as espéécies.cies.



Procura de Procura de miRmiR no genoma bovinono genoma bovino









ClonagemClonagem de de miRNAmiRNA

cDNA synthesis, 
cloning and 
sequencing

LM
W

 R
N

A

Isolation of small RNA 
from embryo, small 
intestine, thymus, 

abomasum and 
mesenteric lymph nodes 

or pool of tissues

Ligation of 5’
adaptor

Ligation of 3’
adaptor

MPSS

SEQSeq



Resultados: MPSS de uma biblioteca de um pool Resultados: MPSS de uma biblioteca de um pool 
de tecidos de tecidos (n(nóódulos linfdulos linfááticos, timo, ticos, timo, abomasoabomaso
intestino delgado, medula, baintestino delgado, medula, baçço).o).

•• SequenciamentoSequenciamento de mais de 1 milhão de de mais de 1 milhão de tagstags
–– TagsTags tem entre 17tem entre 17--20 bases, mas os 20 bases, mas os miRsmiRs tem tem 

22 bases22 bases

•• 106 clusters de 106 clusters de miRmiR bovinos (1 bovinos (1 tagtag para mais de para mais de 
um um miRmiR).).

•• 61 clusters que identificaram um 61 clusters que identificaram um úúnico nico miRmiR
bovino (1 bovino (1 tagtag para um para um úúnico nico miRmiR).).



SequenciamentoSequenciamento de individual das bibliotecas de de individual das bibliotecas de 
miRNAmiRNA ((SangerSanger).).

BibliotecaBiblioteca
SequenciasSequencias

de de 
qualidadequalidade

SequenciasSequencias
úúnicasnicas

miRNAmiRNA conhecidosconhecidos

THYTHY 579579 100100 5454

MLNMLN 542542 9191 4848

ALNALN 540540 9494 4747

SISI 559559 187187 6464

EMBEMB 397397 131131 5454

ConjuntoConjunto 2,6172,617 412412 100100



Resumo das duas estratResumo das duas estratéégiasgias

•• MPSS: 61MPSS: 61
•• SeqSeq: 129 : 129 (100 conhecidos e 29 potencialmente (100 conhecidos e 29 potencialmente 

novos).novos).
•• SobreposiSobreposiçção: MPSS e ão: MPSS e SeqSeq: 31: 31
•• Somente MPSS: 29Somente MPSS: 29
•• Somente Somente SeqSeq: 99: 99
•• Total de Total de miRmiR identificados: 159 (221 identificados: 159 (221 

preditos)preditos)



Padrão de expressão dos Padrão de expressão dos 
miRNAmiRNA bovinosbovinos
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E    T   SI  ALN  MLN

-Os diferentes tecidos têm um padrão de 
expressão diferente, mas ALN~MLN.

-Os tecidos embrionário e intestino 
delgado apresentaram maior 
diversidade.

-Abomaso e nódulo linfático abomasal
tem um padrão de expressão similar. 

-Alguns miRNAs são expressos 
preferencialmente no embrião, intestino 
delgado ou nódulos linfáticos e timo.

-mir-122a e mir-199a* parecem ser 
específicos do embrião e mir-145 do ID.

-Prevalência do bta-miR-26a em todos os 
tecidos.

--bta-mir-150 foi detectado somente nos 
tecidos relacionados com resposta 
imune.



ValidaValidaçção por RTão por RT--PCR quantitativoPCR quantitativo

Problema:Problema:



TaqManTaqMan probesprobes





ValidaValidaçção de novos ão de novos miRNAmiRNA bovinos.bovinos.

•• CritCritéérios:rios:
–– Expressão.Expressão.
–– Estrutura secundEstrutura secundáária.ria.
–– ConservaConservaçção da seqão da seqüüência entre espência entre espééciescies



Estrutura secundEstrutura secundááriaria



Novos Novos miRNAmiRNA (bra(braçços complementares)os complementares)



ConservaConservaçção de ão de sequenciasequencia..



ConservaConservaçção de ão de sequenciasequencia..

miR em região de intron



miRmiR em região em região intergênicaintergênica



Conclusões:Conclusões:

•• ComparaComparaçção in ão in silicosilico permitiu a identificapermitiu a identificaçção da maioria ão da maioria 
dos dos miRNAsmiRNAs bovinos.bovinos.

•• ConstruConstruçção e ão e sequenciamentosequenciamento de biblioteca de de biblioteca de miRNAmiRNA foi foi 
importante para identificar novos importante para identificar novos miRNAmiRNA bovinos. bovinos. 

•• miRNAsmiRNAs bovinos são conservados entre as espbovinos são conservados entre as espéécies. cies. 
•• SequenciamentoSequenciamento exaustivo permitiu a identificaexaustivo permitiu a identificaçção de ão de 

novos novos miRNAsmiRNAs..
•• ÉÉ necessnecessáário validar os novos rio validar os novos miRNAsmiRNAs bovinos. bovinos. 
•• ÉÉ preciso investigar outros tecidos. preciso investigar outros tecidos. 
•• ÉÉ preciso investigar os alvos dos preciso investigar os alvos dos miRNAsmiRNAs e a importância e a importância 

dos dos miRNAsmiRNAs na regulana regulaçção da expressão gênica.ão da expressão gênica.



Discovery and profiling of bovine Discovery and profiling of bovine 
microRNAsmicroRNAs from from AbomasumAbomasum of of 

BosBos indicusindicus Cattle (Cattle (NeloreNelore).).

LuizLuiz L. L. CoutinhoCoutinho, , LakshmiLakshmi K. K. MatukumalliMatukumalli, Tad , Tad 
S. S. SonstegardSonstegard, Curtis P. Van, Curtis P. Van

TassellTassell, Louis C. , Louis C. GasbarreGasbarre, Anthony V. , Anthony V. 
CapucoCapuco, Timothy P.L. Smith, Timothy P.L. Smith



ClonagemClonagem de de miRNAmiRNA

cDNA synthesis, 
cloning and 
sequencing

LM
W

 R
N

A

Isolamento de miRNA de 
abomaso.

Ligation of 5’
adaptor

Ligation of 3’
adaptor

454

SEQSeq



Tamanho dos fragmentos obtidos Tamanho dos fragmentos obtidos 
na biblioteca.na biblioteca.

Problema: vários clones não apresentaram miRNA



Resultado do Resultado do sequenciamentosequenciamento

•• A biblioteca apresentou duas classes de fragmentosA biblioteca apresentou duas classes de fragmentos
•• Foram Foram sequenciadossequenciados 30.787 clones.30.787 clones.
•• Aproximadamente a metade tinham um tamanho Aproximadamente a metade tinham um tamanho 

apropriado (17apropriado (17--25 bases).25 bases).
•• 6.006 clones apresentaram similaridade com 6.006 clones apresentaram similaridade com miRNAsmiRNAs

presentes no presentes no mirBasemirBase
•• ClusterizaClusterizaççãoão resultou em 591 resultou em 591 sequenciassequencias úúnicas, cada nicas, cada 

uma representando um potencial uma representando um potencial miRNAmiRNA de bovino.de bovino.
•• A freqA freqüüência da distribuiência da distribuiçção dos clones variou de 438 ão dos clones variou de 438 

copias para copias para btabta--miRmiR--26a e uma copia para 311 26a e uma copia para 311 
microRNAsmicroRNAs..



FreqFreqüüência dos ência dos miRNAsmiRNAs

Counts

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

m
iR

-2
6a

m
iR

-1
0a

m
iR

-1
48

b

m
iR

-6
38

m
iR

-7
92

m
iR

-2
7d

m
iR

-1
00

m
iR

-4
87

a

m
iR

-2
04

m
iR

-4
92

m
iR

-1
28

b

m
iR

-2
64

m
iR

-3
02

c*

m
iR

-1
9b

*

m
iR

39
4b

m
iR

-1
24

b

m
iR

-5
17

*

m
iR

-5
19

b

m
iR

-6
31

m
iR

-1
40

m
iR

-2
82

m
iR

16
9x

Counts



Conclusões:Conclusões:

•• A estratA estratéégia permitiu a identificagia permitiu a identificaçção de ão de 
miRNAsmiRNAs de Nelore.de Nelore.

•• Os Os miRNAsmiRNAs são bastante conservados são bastante conservados 
(esperado).(esperado).

•• PrPróóximo passo: Serximo passo: Seráá que existe diferenque existe diferençça a 
na seqna seqüüência alvo no ência alvo no RNAmRNAm??



Importância de Importância de miRNAsmiRNAs no no 
desenvolvimento muscular.desenvolvimento muscular.

Clop, A., Marcq, F., Takeda, H., Pirottin, D., Tordoir, X., Bibe, 
B., Bouix, J., Caiment, F., Elsen, JM., Eychenne, F., Larzul, C., 
Laville, E., Meish, F., Milenkovic, D., Tobin, J., Charlier, C., 
Georges, M.:  A mutation creating a potential illegitimate 
microRNA target site in the myostatin gene affects 
muscularity in sheep., Nat Genet 38:813-818, 2006. 





1) Identificação de um QTL no cromossomo 2



Expressão da Expressão da miostatinamiostatina (prote(proteíína)na)



Georges, 2007
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A N Á L I S E   P R O T E Ô M I C A

Marcelo D. Cantú, Ph.D.

DOW BRASIL S.A.

São Carlos, 12 de junho de 2007
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SUMÁRIO
Sumário

Definições
Proteoma

Análise proteômica

Estratégias para abordar um estudo proteômico
Bottom-up

Top-down

Técnicas analíticas

Eletroforese bidimensional

Cromatografia líquida

Espectrometria de massas

Busca de proteínas em bancos de dados – sistemática de busca
empregada pelos principais softwares (MASCOT e SEQUEST)

Interpretação de espectros de massas de peptídeos
(sequenciamento de peptídeos)



Embrapa - CPPSE Definições: Proteoma / Análise Proteômica

PORQUE ESTUDAR PROTEÍNAS???

responsáveis pelas principais funções celulares

crescimento

diferenciação

proliferação 

morte celular

PROTEOMA
Conjunto completo de proteínas codificadas e 
expressas por uma célula ou organismo num 
determinado momento e sob condições específicas



Definições: Proteoma / Análise Proteômica

ANÁLISE 
PROTEÔMICA

Conjunto de metodologias analíticas
aplicadas para a caracterização (qualitativa e 
quantitativa) de um proteoma

“Bottom-up” “Top-down”

Estratégias para abordar um estudo proteômico

Embrapa - CPPSE

ESTRUTURA (modificações pós-traducionais)

NÍVEIS (concentração)

FUNÇÃO

INTERAÇÃO



Análise Proteômica / Bottom-up

ANÁLISE PROTEÔMICA “Bottom-up”

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL
MALDI-TOF-TOF

LC-ESI-MS/MS
Busca em

banco de dados

H3N
+

COO-
P P

Digestão enzimática

H3N
+

COO-

P

P

MS e MS/MS

Análise individual dos peptídeos

(MM e sequência primária)

Ferramentas de 
bioinformática

P

H3N
+

COO-
P P

VANTAGENS
Instrumentação (espectrômetros de 

massas) menos sofisticada

LIMITAÇÕES
Baixa cobertura da sequência de 

aminoácidos

Dificuldade de analisar peptídeos
com modificações pós-traducionais

Embrapa - CPPSE



Análise Proteômica / Top-down

ANÁLISE PROTEÔMICA “Top-down”

VANTAGENS
Cobertura total da sequência

Permite a análise de peptídeos com 
modificações pós-traducionais

DESVANTAGENS
Requer o uso de espectrômetros de 

massas de altíssimo custo

Maior dificuldade para a 
interpretação dos resultados

H3N
+

COO-
P P

MS

Determinação da MM da proteína intacta

H3N
+

COO-
P P

MS/MS

H3N
+ P

COO-

P

H3N
+

COO-
P P

H3N
+ P

COO-

P

Ferramentas de 
bioinformática

Embrapa - CPPSE



ANÁLISE PROTEÔMICA, detalhamento de um 

estudo empregando a estratégia “BOTTOM-UP”



De uma maneira geral, é possível descrever um estudo 
proteômico empregando MS em seis etapas

Análise Proteômica / Bottom-up

ANÁLISE PROTEÔMICA “Bottom-up”

Embrapa - CPPSE

i) Preparo da amostra
Extração e pré-fracionamento da amostra

SDS-PAGE
eletroforese

bidimensional

ii) Digestão Enzimática

Enzima Clivagem*
tripsina
quimiotripsina

K, R 
F, Y, W

iii)
Separação – LC

Ionização - ESI
- MALDI

- troca iônica
- fase reversa

v) MS/MS

Analisador de íons

MS
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iv) PMF

Ferramentas:

Mascot     Sequest

vi) Busca em banco de dados
(NCBI; Swiss-Prot; MSDB; ...)

i) Preparo da amostra
Extração e pré-fracionamento da amostra

SDS-PAGE
eletroforese

bidimensional

ii) Digestão Enzimática

Enzima Clivagem*
tripsina
quimiotripsina

K, R 
F, Y, W

iii)
Separação – LC

Ionização - ESI
- MALDI

- troca iônica
- fase reversa

v) MS/MS

Analisador de íons

MS
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IPGPhor – GE Healthcare

PRIMEIRA DIMENSÃO (IEF) SEGUNDA DIMENSÃO (SDS-PAGE)

Ettan Dalt six Electrophoresis

GE Healthcare

Protean II Ready Gel System

Bio-Rad

OBTENÇÃO E ANÁLISE 
DAS IMAGENS

Image Scanner

GE Healthcare

Software de análise das imagens:

Image Master 2D

GE Healthcare

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL
Eletroforese BidimensionalEmbrapa - CPPSE



ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Promove a separação das proteínas em duas dimensões, de acordo 

com duas propriedades independentes

Eletroforese Bidimensional

Focalização isoelétrica (IEF)

separa as proteínas de acordo com seus

pontos isoelétricos (pI)

PRIMEIRA DIMENSÃO

separa as proteínas de acordo com suas

MM relativas

SDS-PAGE

SEGUNDA DIMENSÃO

Embrapa - CPPSE



Fonte+ -

Eletroforese Bidimensional

Primeira Dimensão: IEF
Fitas com gradiente de pH imobilizado – Fitas IPG

Embrapa - CPPSE

Remover o filme que
protege o gel da fita IPG

Aplicar a solução de re-
hidratação (que inclui a 

amostra)

Posicionar a fita IPG 
com a face do gel 

para baixo
Cobrir o gel com 

cover fluid
Remover o filme que

protege o gel da fita IPG

Aplicar a solução de re-
hidratação (que inclui a 

amostra)

Posicionar a fita IPG 
com a face do gel 

para baixo
Cobrir o gel com 

cover fluid



Eletroforese Bidimensional

Segunda Dimensão: SDS-PAGE
1 

/ M
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Embrapa - CPPSE



Eletroforese BidimensionalEmbrapa - CPPSE

Exemplo de aplicação: análise comparativa do 
extrato proteíco de plantas cítricas sadia e infectada

pela Morte Súbita dos Citros

PLANTA DOENTE PLANTA SADIA



Amostra 1 Amostra 2Padrão interno

Cy3 Cy2 Cy2

mistura

Primeira dimensão (IEF)

Segunda dimensão (SDS-PAGE)

Imagem

Cy3 Cy2 Cy2

Análise da imagem

(Software: Decyder DIGE)

Amostra 1 Amostra 2Padrão interno

Cy3 Cy2 Cy2

mistura

Primeira dimensão (IEF)

Segunda dimensão (SDS-PAGE)

Imagem

Cy3 Cy2 Cy2

Análise da imagem

(Software: Decyder DIGE)

DIGEEmbrapa - CPPSE

“State-of-the-art”

Differential Gel Electrophoresis 
(DIGE)



LC - MUDPITEmbrapa - CPPSE

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA MULTIDIMENSIONAL - MUDPIT



ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Espectrometria de massas

A MS é uma técnica que mede a relação entre a massa e a carga (m/z) 
de moléculas ionizadas em fase gasosa 

Fontes de ionização

ESI

MALDI

Analisadores de massas

Quadrupolo

Ion-Trap

Time-of-Flight (TOF)

Detector

Eletromultiplicadoras

Sistema de 
aquisição de dados

Esquema básico de um 
espectrômetro de massas

Embrapa - CPPSE



ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

Técnicas de ionização



ElectrosprayEmbrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)
Técnica de ionização: Electrospray
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A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Nesse mecanismo, sucessivas explosões
coulômbicas ocorrem de modo que gotículas contendo
apenas um único íon são formadas. Dessa maneira, 
uma vez evaporado o solvente dessa gota o íon é 
transferido para a fase gasosa
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Evaporação do íon

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Assim, a tensão superficial da gota é incapaz
de sustentar tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo
a transferência (expulsão) dos íons para a fase gasosa

+
++

+
+

+

Tipicamente de 2 a 5 kV

+
++

+
+

+ +
+

+
+

+
+

+
++

+
+

+ +
+

+
+

+
+

Gotícula
multicarregada

evaporação

Cone 
(contraeletrodo)

Fonte de
alta tensão+ Fonte de
alta tensão+

do solvente

+ ++

+
+ + +

+
+
++

+
+ ++

+
+ + +

+
+
++

+ explosão

coulômbica

+
+
+

+
+

+

+ --

-

--

-
- +

+
+

+
+

+

+

+
+

+

+

Cone de 
Taylor

Capilar de 
sílica fundida

Fissão Coulômbica

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Nesse mecanismo, sucessivas explosões
coulômbicas ocorrem de modo que gotículas contendo
apenas um único íon são formadas. Dessa maneira, 
uma vez evaporado o solvente dessa gota o íon é 
transferido para a fase gasosa

+
+ +

+ +
+

+
+

+

++
+

+
+

+
+

Fissão Coulômbica

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Nesse mecanismo, sucessivas explosões
coulômbicas ocorrem de modo que gotículas contendo
apenas um único íon são formadas. Dessa maneira, 
uma vez evaporado o solvente dessa gota o íon é 
transferido para a fase gasosa

+
+ +

+ +
+

+
+

+

++
+

+
+

+
+

Fissão Coulômbica

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Nesse mecanismo, sucessivas explosões
coulômbicas ocorrem de modo que gotículas contendo
apenas um único íon são formadas. Dessa maneira, 
uma vez evaporado o solvente dessa gota o íon é 
transferido para a fase gasosa

+
+ +

+ +
+

+
+

+

++
+

+
+

+
++

+ +
+ +

+

+
+

+

++
+

+
+

+
+

+
+ +

+

+
+

+
+

+
++

+

+ ++ + MS

Evaporação do íon

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Assim, a tensão superficial da gota é incapaz
de sustentar tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo
a transferência (expulsão) dos íons para a fase gasosa

+
++

+
+

+

Evaporação do íon

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Assim, a tensão superficial da gota é incapaz
de sustentar tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo
a transferência (expulsão) dos íons para a fase gasosa

+
++

+
+

+

Evaporação do íon

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Assim, a tensão superficial da gota é incapaz
de sustentar tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo
a transferência (expulsão) dos íons para a fase gasosa

Evaporação do íon

A evaporação do solvente faz com que a repulsão
eletrostática entre as espécies carregadas torne-se 
altíssima. Assim, a tensão superficial da gota é incapaz
de sustentar tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo
a transferência (expulsão) dos íons para a fase gasosa

+
++

+
+

+

+
++

+
+

+

Tipicamente de 2 a 5 kV



MALDIEmbrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)
Técnica de ionização: Matrix-assisted Laser Desorption Ionization (MALDI)
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As proteínas/peptídeos a serem analisados são misturados a um grande excesso de matriz, que
normalmente trata-se de um ácido orgânico que absorve fortemente energia na região do UV, de modo
que ocorre a co-cristalização da amostra com a matriz. Um feixe de laser com comprimento de onda
adequado para a matriz em uso é incidido no cristal a fim de promover a sublimação e transferência da
matriz, e consequentemente da espécie não volátil, para a fase gasosa. Após inúmeras colisões íon-
molécula que ocorrem durante esse processo, há a formação quase que exclusiva de moléculas
monocarregadas, as quais são aceleradas em direção ao analizador de massas
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

Analisadores de íons



QuadrupoloEmbrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)
Analisador de íons: Quadrupolo



Ion TrapEmbrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)
Analisador de íons: Ion Trap
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TOFEmbrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)
Analisador de íons: Time-of-flight (TOF)
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

Equipamentos que permitem a 

realização de experimentos em

sequência (tandem)



Triplo quadrupolo (QqQ)

Triplo quadrupoloEmbrapa - CPPSE

cela de colisão

Q Qq

lentes

N2, He

Detector 1 Detector 2

Fonte de íons + + + + + ++ ++ +

MS/MS: sequência de aminoácidos
dos peptídeos

m/z

%

Cromatograma do íon total:
MM dos peptídeos

tempo

sinal ++

+



Triplo quadrupolo (QqQ) (ESI)

Triplo quadrupoloEmbrapa - CPPSE

API 5000 – Applied Biosystems



ION TRAP (ESI)

Ion TrapEmbrapa - CPPSE

LTQ – Thermo Electro Co.



LASER
Laser beam

MALDI 
plate

Timed Ion 
Selector (TIS) Collision cell

Retarding 
lens Reflectron

Linear detector

Aceleration lens

Reflectron detector

MS beam

MS/MS beam

LASER
Laser beam

MALDI 
plate

Timed Ion 
Selector (TIS) Collision cell

Retarding 
lens Reflectron

Linear detector

Aceleration lens

Reflectron detector

MS beam

MS/MS beam

MALDI-TOF-TOF

MALDI-TOF-TOF

Peptide Mass Fingerprint (PMF): 
massa molecular dos peptídeos

m/z

%

MS/MS: sequência de aminoácidos
dos peptídeos

m/z

%

Embrapa - CPPSE



MALDI-TOF-TOF

MALDI-TOF-TOFEmbrapa - CPPSE

4700 – Applied Biosystems

Ultraflex - Bruker



Q-TOF

Q-TOFEmbrapa - CPPSE

Cromatograma do íon total:
MM dos peptídeos

tempo

sinal

MS/MS: sequência de aminoácidos
dos peptídeos

m/z

%



Q-TOF

Q-TOFEmbrapa - CPPSE

Premier - Waters

MicrOTOF - Bruker



FTICR

FT-ICREmbrapa - CPPSE

FTICR – Thermo Electro Co.



LTQ-ORBITRAP

LTQ-OrbitrapEmbrapa - CPPSE

LTQ-Orbitrap – Thermo Electro Co.



Busca em banco de dados

Ferramentas de busca mais comumente empregadas

MASCOT
www.matrixscience.com

SEQUEST
Thermo Electro Co.

Em posse dos dados de PMF e MS/MS

Busca em banco de dados

Embrapa - CPPSE



Busca em banco de dados - MASCOT

Busca em banco de dados MASCOT

Embrapa - CPPSE



Busca em banco de dados

Busca em banco de dados

SEQUEST

Embrapa - CPPSE



Sistemática da busca empregada tanto

pelo MASCOT quanto pelo SEQUEST



Sistemática da busca – Mascot e Sequest

B
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Peptídeo em estudo

MS - Informações referentes ao peptídeo

MM (PMF)

Espectro de Fragmentação (MS/MS)

Digestão teórica (in silico) com a enzima escolhida

Levando em consideração o erro da medida, a 
proteína do banco de dados possue algum peptídeo
com a mesma MM do peptídeo em estudo?

Ex.:

NÃO Testar próxima proteína!!!

SwissProt, NCBI, MSDB …

Busca em banco de dados – sistemática de buscaEmbrapa - CPPSE



Digestão teórica (in silico) com a enzima escolhida

Levando em consideração o erro da medida, a 
proteína do banco de dados possue algum peptídeo
com a mesma MW do peptídeo em estudo?

m/z

%

Experimental

m/z

%

Teórico

SIM !!!

Comparação dos espectros de MS/MS:

MASCOT - Busca em banco de dadosEmbrapa - CPPSE



m/z

%

“Ranking” dos resultados
Sequest

Thermo Electro Co.

Xcorr = cross correlation value
ΔCn = indica a diferença entre o 
primeiro e os demais “matches”

Xcorr > 3,75 (+3)
Xcorr > 2,20 (+2)
Xcorr > 1,90 (+1)

ΔCn>0,10

Se o score de um particular match exceder o valor 
limite, a chance de que esse match tenha ocorrido

ao acaso é inferior a 5%

MASCOT
www.matrixscience.com

Score  = - log P
onde P é a probabilidade de que

um match ocorra ao acaso

MASCOT - Busca em banco de dados

m/z

%

Embrapa - CPPSE



Exemplos de identificações positivas: 

MASCOT e SEQUEST



Identificação das proteínas – MALDI-TOF-TOF / MASCOT

Identificação das proteínas – MALDI-TOF-TOF (MASCOT)

NELCPLDVVQLSSDSER

TSIINEDVDLNVR

WFITTGGVEGNPGAQTLK

ALAVVLVPGNER

peptídeos identificados

1  MSTPFVTAIS  FLLLTFATKP  LVGLADPLVD  VNGNKVEASR  DYYLVSAIRG 

51  AGGGGLTLFR  GRNELCPLDV  VQLSSDSERG  TRLRFSMSDK  TSIINEDVDL

101  NVRFSTETRC  NEPTVWRVDS  YDPSRGKWFI  TTGGVEGNPG  AQTLKNWFKF 

151  ERIGRDRATY  KIVHCPSVCE  SCVSLCNDVG  VSNDHARRLA  LTNGRALAVV

201  LVPGNERSAS  CAS

Cobertura: 28% 

Proteína putativa similar a miraculina 2 (ABL67650)

pI MM (kDa) 

teórico

experimental 7 - 9

8,18

≈ 20

23,2

Embrapa - CPPSE



Identificação das proteínas – LC-ESI-MS/MS (SEQUEST)

pI MM (kDa) 

teórico

experimental 6,5 – 8,8

8,18

≈ 20

23,2

peptídeos identificados
DYYLVSAIRGAGGGGLTLFR

WFITTGGVEGNPGAQTLK  

GRNELCPLDVVQLSSDSER 

NELCPLDVVQLSSDSER

TSIINEDVDLNVR 

GAGGGGLTLFR

DYYLVSAIR 

ALAVVLVPGNER 

1     MSTPFVTAIS FLLLTFATKP LVGLADPLVD VNGNKVEASR DYYLVSAIRG AGGGGLTLFR
61   GRNELCPLDV VQLSSDSERG TRLRFSMSDK TSIINEDVDL NVRFSTETRC NEPTVWRVDS

121  YDPSRGKWFI TTGGVEGNPG AQTLKNWFKF ERIGRDRATY KIVHCPSVCE SCVSLCNDVG
181  VSNDHARRLA LTNGRALAVV LVPGNERSAS CAS 

Cobertura: 38% 

Identificação das proteínas – LC-ESI-MS/MS / SEQUESTEmbrapa - CPPSE



Fragmentação de peptídeos por espectrometria

de massas: É indispensável compreender
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H
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y8

b1

y7

b2

y6

b3

y5

b4

y4

b5

y3

b6

y2

b7

y1

b8

N
H O

N
H

Rm

Rm+1

O

x(n-m)

am

y(n-m)

bm

z(n-m)

cm

n: número total de resíduos no peptídeo

m: número de resíduos correspondentes aos íons a, b 
ou c

A)

B)

N
H O

N
H

Rm

Rm+1

O

íon imônio CHH2N

Rm

+

C)

NOMENCLATURA: Roepstorff–Fohlmann–Biemann

Embrapa - CPPSE Fragmentação de peptídeos por MS



Embrapa - CPPSE

Métodos de ionização mais comumente usados em MS

Collision Activation Dissociation (CAD)

Collision Induced Dissociation (CID)

Electron Transfer Dissociation (ETD)

+

+
+

+

+ collision gas

+

+
+

+

+

Fonte CI

N
H O

N
H

R2

R3

OO

R1

H2N
N
H O

OH

R4

y4

b1

y3

b2

y2

b3

N
H O

N
H

R2

R3

OO

R1

H2N
N
H O

OH

R4

z3

c1

z2

c2

z1

c3

Formação de íons b e y

-

-

--

-
-

Formação de íons c e z

antraceno

Fragmentação de peptídeos por MS



Interpretação de espectros – Regras básicas

Exemplo de um espectro obtido em um 
instrumento do tipo TOF/TOF

[M+H]+ = 1623,7

Embrapa - CPPSE

Composição de aminoácidos
Verificar a presença dos íons imônio

N
H O

N
H

Rm

Rm+1

O

íon imônio CHH2N

Rm

+

35.0 67.4 99.8 132.2 164.6 197.0
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112.066087.0680
183.1157130.042560.0579

38.9766 116.0466 170.0116 185.050484.0569 146.0277132.0450

P

I/L YQ ou K

NS

W

R

Fragmentação de peptídeos por MS



35.0 67.4 99.8 132.2 164.6 197.0
Mass (m/z)
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183.1157130.042560.0579

38.9766 116.0466 170.0116 185.050484.0569 146.0277132.0450

Determinação do aminoácido presente na posição C-terminal
Se os peptídeos a serem sequenciados são oriundos de digestão tríptica, 

verificar a existência dos íons diagnóstico y1: 147 para K ou 175 para R. 

P

I/L YQ ou K

NS

W

R

y1

R

Um vez verificada a presença de um destes íons (y1), determinar o 
correspondente íon bn-1 (na região de alta massa) por meio da seguinte relação:

bn-1 = (M+H)1+ - y1 + 1
bn-1 = 1623,7 - 175 + 1 = 1449,7

Fragmentação de peptídeos por MSEmbrapa - CPPSE



35.0 67.4 99.8 132.2 164.6 197.0
Mass (m/z)
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a2 b2
28 u

Verificar / confirmar a presença do íon b2. Geralmente esses íons podem ser 
identificados por meio da seguinte razão: íon b2/ íon a2 separados por 28 Da. 

Novamente, uma vez encontrada a razão m/z do íon b2, esta é usada para 
calcular a m/z do correspondente íon yn-2 fazendo uso da relação:

yn-2 = (M+H)1+ - b2 + 1
yn-2 = 1623,7 – 155,05 + 1 = 1469,7

Fragmentação de peptídeos por MSEmbrapa - CPPSE

Y

y1

R
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R
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I/L
Q ou K

NS



  G A S P V T C I/L N D Q/K E M H F/M* R C** Y W 

  57 71 87 97 99 101 103 113 114 115 128 129 131 137 147 156 161 163 186 

G 57 114                   

A 71 129 143                  

S 87 145 159 175                 

P 97 155 169 185 195                

V 99 157 171 187 197 199               

T 101 159 173 189 199 201 203              

C 103 161 175 191 201 203 205 207             

I/L 113 171 185 201 211 213 215 217 227            

N 114 172 186 202 212 214 216 218 228 229           

D 115 173 187 203 213 215 217 219 229 230 231          

Q/K 128 186 200 216 226 228 230 232 242 243 244 257         

E 129 187 201 217 227 229 231 233 243 244 245 258 259        

M 131 189 203 219 229 231 233 235 245 246 247 260 261 263       

H 137 195 209 225 235 237 239 241 251 252 253 266 267 269 275      

F/M* 147 205 219 235 245 247 249 251 261 262 263 276 277 279 285 295     

R 156 214 228 244 254 256 258 260 270 271 272 285 286 288 294 304 313    

C** 161 219 233 249 259 261 263 265 275 276 277 290 291 293 299 309 318 323   

Y 163 221 235 251 261 263 265 267 277 278 279 292 293 295 301 311 320 325 327  

W 186 244 258 274 284 286 288 290 300 301 302 315 316 318 324 334 343 348 350 361 

Lista de dipetídeos – determinação de íons b2.

Fragmentação de peptídeos por MSEmbrapa - CPPSE
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Impossível concluir!!!!

H2N C

H

G

C

O

NH C

H

P

C

O

NH … H2N C

H

P

C

O

NH C

H

G

C

O

NH …

b1=58 b2=155a2=127

?
b1=98 b2=155a2=127

?

Fragmentação de peptídeos por MSEmbrapa - CPPSE
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Estender as sequências de íons b ou y. Basta acrescer ou subtrair (dependendo 
da massa do íon em questão) a massa dos resíduos de aminoácidos 
sucessivamente a partir da G até o W.
Uma vez determinada a massa de um íon b ou y, o correspondente íon y ou b
pode ser calculado usando as seguintes relações gerais:

y = (M+H)1+ - b + 1
b = (M+H)1+ - y + 1

Fragmentação de peptídeos por MSEmbrapa - CPPSE



Fragmentação de peptídeos por MSEmbrapa - CPPSE
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Altas taxas de morbidadeAltas taxas de morbidade

Doenças parasitáriasDoenças parasitárias

Século XXISéculo XXI



Importância das doenças parasitárias 

no contexto da produção animal 

e na Saúde Pública

Relação parasita-hospedeiroRelação parasita-hospedeiro



Mecanismos???

Trypanosoma cruzi

Plasmodium spp

Toxoplasma gondii

Leishmania spp

Entamoeba histolytica

Schistosoma mansoni

Boophilus microplus

Relação parasita-hospedeiroRelação parasita-hospedeiro



Relação parasita-hospedeiroRelação parasita-hospedeiro

Biologia Bioquímica

Características antigênicas



PROTEÍNAS

Ciclo evolutivo Patogênese

Relação parasita-hospedeiroRelação parasita-hospedeiro

PROTEASESPROTEASES



Invasão tissular e celular 

PROTEASESPROTEASES

Metabolismo



Imuno-evasão 
e 

modulação da resposta imune

Virulência e patogenicidade

Multiplicação e diferenciação 



Imunogênicas Ciclo de vida

Diagnóstico

Vacinas

Antiparasitários

Diagnóstico

Vacinas

Antiparasitários

PROTEASESPROTEASES



PROTEASES - PEPTIDASES
ENZIMAS PROTEOLÍTICAS
PROTEASES - PEPTIDASES
ENZIMAS PROTEOLÍTICAS

PROTEASES

Peptídeo
Aminoácido



ENDOPEPTIDADSES
(EC 3.4.11)

ENDOPEPTIDADSES
(EC 3.4.11)

EXOPEPTIDASES
(EC 3.4.21)

EXOPEPTIDASES
(EC 3.4.21)

PROTEASES
(EC 3.4.-.-)*

PROTEASES
(EC 3.4.-.-)*

* Enzyme Comission (International Union of Biochemistry)



Treonina
Ácido glutâmico

Cisteína-proteases*
(EC 3.4.22)

Serina-proteases*
(EC 3.4.21)

Aspartil proteases
(EC 3.4.23)

Metalo-proteases*
(EC 3.4.24)

ENDOPEPTIDADSESENDOPEPTIDADSES



Cisteína-proteases Serina-proteases

Aspartil proteasesMetalo-proteases

PARASITASPARASITAS

*Plasmodium spp



Hemoglobina

*Plasmodium spp

Aspartil proteases
(plasmepsinas)

Cisteína-protease
(falcipaína)

Metalo-protease  
(falcilisina)



MÉTODOS ???MÉTODOS ???

PROTEASES



Técnicas convencionais

X

Técnicas de última geração



Características fisico-químicas  

Características biológicas 

Objetivo(s) do estudo

Grau de aprofundamento



Obtenção das proteasesObtenção das proteases

PROTEASES
(Atividade)

PROTEASES
(Atividade)

Mudanças 
Físico-químicas

Natureza
Estabilidade (oC, pH)



Preparações complexasPreparações complexas



Proteases purificadasProteases purificadas

Troca iônica
Gel de filtração

Afinidade



Extratos totais

Proteínas de membrana plasmática

Proteínas citoplasmáticas

Produtos de excreção/secreção*

Preparações dos parasitas Preparações dos parasitas 

Proteases purificadasProteases purificadas

Rendimento

Preparações complexasPreparações complexas



Escolha dos substratosEscolha dos substratos

Preparações complexasPreparações complexas

Proteases purificadasProteases purificadas

Atividade 
proteolítica
Atividade 

proteolítica



Atividade proteolíticaAtividade proteolítica

Ensaios – substratos protéicosEnsaios – substratos protéicos

Ensaios – substratos sintéticosEnsaios – substratos sintéticos



Substratos protéicos 

Preparações complexas*

PROTEASESPROTEASES

Gelatina

Proteases purificadas



PROTEASESPROTEASES

Caseína BSA

Hemoglobina

*Especificidade



Fibronectina Laminina

PROTEASESPROTEASES

Colágeno

Schistosoma mansoni (cercárias)
Haemonchus contortus (vermes adultos)
Larvas de dípteros causadoras de míiases



Hemoglobina

PROTEASESPROTEASES

Plasmodium spp

Schistosoma mansoni

Haemonchus contortus

IgG

IgA



PROTEASESPROTEASES

“in vitro”

“in vivo”

Relação parasita-hospedeiroRelação parasita-hospedeiro



Substratos sintéticos

Preparações complexas

PROTEASESPROTEASES

Proteases purificadas*

Investigar a especificidade

Procedimentos de purificação

Interação protease - inibidor

Quantificar a atividade hidrolítica
Caracterização quanto às classes



P- nitroalinida Bapna



Ensaios para a detecção das
proteases dos parasitas

Ensaios para a detecção das
proteases dos parasitas

Avaliar a atividade enzimática



Detecção eletroforética das proteasesDetecção eletroforética das proteases

Sodium Dodecyl Sulfate

Polyacrylamide Gel Electrophoresis

SDS-PAGE

Tisselius, 1937

Raymond & Weintraub, 1959

Laemmli, 1970



SDS-PAGESDS-PAGE



Detecção em gel contendo substrato

SDS-PAGE-Substrate
(HEUSSEN & DOWDLE, 1980)

Detecção em gel contendo substrato

SDS-PAGE-Substrate
(HEUSSEN & DOWDLE, 1980)

Preparações complexas Proteases purificadas

Condições nativas 

Levemente desnaturantes

Atividade proteolíticaAtividade proteolítica



Gel 
+ 

substrato

GEL
+

TRITON X-100

GEL
TAMPÃO DE ATIVAÇÃO(pH)

AGENTE REDUTOR
oC

Colágeno 
Laminina
Fibronectina

Gelatina
Caseína
BSA

Hemoglobina

Imunoglobulinas

Azul de Coomassie
Amido Black

Zimograma



SDS-PAGE-gelatinaSDS-PAGE-gelatina

Protease activity in excretory–secretory products
of Oestrus ovis (Diptera: Oestridae) larvae

Tabouret al., 2003 (Veterinary Parasitology)



SDS-PAGE-gelatinaSDS-PAGE-gelatina

The proteinases of Psoroptes ovis, the sheep scab mite—
their diversity and substrate specificity

Kenyon & Knox, 2000 (Veterinary Parasitology)



40 kDa

40 kDa

Purification and Characterization of a Hemoglobin Degrading

Aspartic Protease from the Malarial Parasite Plasmodium vivax

Sharma et al., 2005 (Journal of Biochemistry)

SDS-PAGE-gelatinaSDS-PAGE-gelatina



SDS-PAGE-substratoSDS-PAGE-substrato

Gelatina HemoglobinaBSAColágeno

Giardia duodenalis: protein substrates degradation
by trophozoite proteases

Coradi & Guimarães, 2006 (Parasitology Research)



SDS-PAGE-substratoSDS-PAGE-substrato

CP30, a Cysteine Proteinase Involved in 
Trichomonas vaginalis Cytoadherence

Mendoza-Lopez et al., 2000 (Infection and Immunity)



VANTAGENSVANTAGENS

Recuperar a atividade das proteases

Estimar o peso molecular

Estudo de diversos tipos de proteínas

Simplicidade e sensibilidade

Padrões de hidrólise reprodutíveis



LIMITAÇÕESLIMITAÇÕES

Algumas proteases perdem a atividade

Detecção das endoproteases

Gelatina não é substrato – proteases 

Substrato - interferir na migração proteinas



Ensaios de inibição da atividade 
proteolítica

Ensaios de inibição da atividade 
proteolítica

Efeito de inibidores

Atividade enzimática

Caracterização PROTEASESPROTEASES

Cisteína-proteases

Serina-proteases

Metalo-proteases

Aspartil-proteases



Inibidores sintéticos de proteases

Inibidores*

Enzimas Alvo

E-64 Cisteina-proteases

Cisteina-proteases

Serina-proteases

Serina-proteases

Serina-proteases

Serina/Cisteína-proteases

Serina/Cisteina-proteases

Serina-proteases

Aspartil proteases

Aminopeptidases

Metalo-proteases

IAA

PMSF 

TPCK

TLCK

Leupeptina

Antipaina

Elastatinal

Pepstatina

Bestatina

EDTA e 
Fenantrolina



Gel 
+ 

substrato

GEL
+

TRITON-X 100

GEL
TAMPÃO DE ATIVAÇÃO(pH)

AGENTE REDUTOR, oC
INIBIDOR

Controle E-64 PMSF



SDS-PAGE-gelatinaSDS-PAGE-gelatina

Controle PMSF TLCK E-64

Protease Activity in Giardia duodenalis Trophozoites of Axenic
Strains Isolated from Symptomatic and Asymptomatic Patients

Guimarães et al., 2003 (Mem. Inst. Oswaldo Cruz)



Identification and properties of proteases from an Acanthamoeba
isolate capable of producing granulomatous encephalitis

Sissons et al., 2006 (BMC Microbiology)

SDS-PAGE-substratoSDS-PAGE-substrato



Ensaios EspectrofotométricosEnsaios Espectrofotométricos

Substratos sintéticosSubstratos sintéticos Preparações complexas

Proteases purificadas*

Quantificar a atividade hidrolítica

(degradação dos substratos)

Azocaseína
Azoalbumina
Azocaseína
Azoalbumina
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Ensaios Espectrofotométricos

Figura 7. Cinética da atividade hidrolítica
dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e 
terceiro estágios de D. hominis sobre a 
AZOCASEÍNA.
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Figura 9. Atividade proteolítica dos PE/S de 
larvas de segundo estágio (L2) de 
D. hominis, tratados e não tratados (CE) com 
inibidores de proteases, sobre a 
AZOCASEÍNA. 

Análise bioquímica dos produtos de 
excreção/secreção de larvas de Dermatobia hominis

Dissertação de Mestrado



Ensaios Espectrofotométricos
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Figura 11. Cinética da atividade hidrolítica
dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e 
terceiro estágios de D. hominis sobre 
BAPNA.
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Figura 12. Atividade proteolítica dos PE/S 
de larvas de segundo estágio (L2) de 
D. hominis, tratados e não tratados (CE) 
com inibidores de proteases, sobre BAPNA. 

Análise bioquímica dos produtos de 
excreção/secreção de larvas de Dermatobia hominis

Dissertação de Mestrado



Relação parasita-hospedeiroRelação parasita-hospedeiro

PROTEASESPROTEASES

????



OBRIGADA



TÉCNICAS MOLECULARES 
UTILIZADAS EM ESTUDOS DE 

DOENÇAS DE INTERESSE 
VETERINÁRIO

Márcia Cristina de Sena Oliveira



DIAGNÓSTICO

Identificação do agente: “técnica ouro”

Pesquisa de anticorpos



PARASITISMO
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Introdução 

Marcadores genéticos têm sido elementos fundamentais nos estudos de 

segregação de caracteres hereditários, na análise do comportamento de genes em 

populações e na reconstrução da história evolutiva de populações, entre outras 

aplicações. 

Desde a descoberta do DNA, a genética molecular experimentou extraordinário 

avanço, que passou pelo desenvolvimento de métodos de análise da estrutura e da 

função do material genético, e de equipamentos com capacidade para análise 

automatizada de grande quantidade de amostras, até o desenvolvimento de métodos 

estatísticos e de ferramentas de informática, resultando na ciência conhecida como 

genômica. 

Os projetos de seqüenciamento do genoma de grande número de espécies 

produziram volume razoável de informações, que, aliadas à evolução metodológica, 

permitiram o desenvolvimento de uma variedade de marcadores genéticos 

moleculares. 

O seqüenciamento do genoma do bovino teve sua primeira versão em julho 

de 2005, ano em que um mapa genético com aproximadamente 4.000 marcadores 

foi também publicado, o que significa dizer que todos os intervalos de todos os 

cromossomos dos bovinos possuem pelo menos um ponto de referência. Assim 

como em outras espécies, tais como suínos, aves e ovinos, esse panorama vem se 

aprimorando com a geração maciça de dados sobre variações de seqüência 

resultantes da comparação de seqüências entre indivíduos. 

As informações geradas pelos projetos de genoma permitiram, por exemplo, o 

mapeamento de mais de 1.600 mutações responsáveis por características de 

herança mendeliana em humanos. Em suínos e em bovinos, dezenas de doenças 
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hereditárias tiveram seu mecanismo molecular desvendado. Porém, o desafio de 

elucidar os mecanismos determinantes da variação genética de características mais 

complexas, entre as quais figura a maioria das características de interesse 

econômico dos animais domésticos, permanece (Georges & Andersson, 2003). 

Geralmente, essas características são controladas por muitos genes, que podem 

resultar em complexas interações alélicas e não alélicas, e são influenciadas pelo 

ambiente. Diversos estudos têm demonstrado a possibilidade de mapear genes ou 

blocos de genes adjacentes que influenciam uma característica quantitativa, 

denominados  quantitative trait loci (QTL). 

Mais recentemente, a análise de expressão em escala genômica, também 

denominada genética genômica ou mapeamento de transcriptoma, tem permitido a 

identificação de variação no padrão de expressão de conjuntos de genes expressos 

que, aliada à análise de marcadores, possibilita identificar regiões do genoma 

responsáveis pelas variações na expressão desses genes (Kadarmideen et al., 

2006). Essa integração de informações estruturais e funcionais deverá permitir 

melhor conhecimento do controle genético das características de interesse 

econômico e auxiliar as decisões do melhoramento. 

 

Marcadores moleculares 
Desde a redescoberta dos princípios de Mendel, no início do século XX, o 

foco da atenção dos geneticistas passou a ser o gene como unidade fundamental da 

variação biológica. Com o desenvolvimento da genética de populações, surgiu o 

conceito de utilização de genes individuais como marcadores, com a finalidade de 

fazer inferências sobre as características de uma população, tais como o conteúdo 

de variabilidade, os padrões de migração, a seleção e a deriva genética. 

Marcadores genéticos são caracteres de herança mendeliana simples, em 

que o padrão fenotípico individual pode ser experimentalmente determinado, de 

modo a permitir que a segregação do loco marcador responsável pelo caráter seja 

acompanhada. A análise de segregação requer a existência de pelo menos duas 

formas alélicas, ou seja, a existência de polimorfismo no loco marcador. 

Inicialmente, as características disponíveis para esse tipo de análise eram as 

mutações que produziam alterações morfológicas, como o nanismo, a ausência de 

asas em Drosophila ou a ausência de pêlos em camundongos. Entretanto, tais 
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mutações são pouco freqüentes nas populações naturais, em que a maior parte da 

variação genética é de caráter contínuo (Tanksley, 1993). Além disso, mutações que 

provocam alterações fenotípicas drásticas, como as citadas, geralmente 

comprometem a adaptação do indivíduo, o que reduz sua utilidade em estudos de 

comparação entre populações. 

As primeiras contribuições ao estudo de marcadores genéticos em animais 

foram as descobertas dos polimorfismos de antígenos eritrocitários (Stormont & 

Cumley, 1943). A análise de marcadores foi ampliada com o desenvolvimento de 

técnicas de eletroforese de proteínas associadas a métodos de coloração 

histoquímica, que permitiram que a variação genética das proteínas passasse a ser 

estudada (Smithies, 1955). 

Porém, com o desenvolvimento das técnicas de análise de DNA, a possibilidade 

de analisar variações individuais nas seqüências de DNA, independentemente de 

corresponderem a um peptídeo ou não, permitiu o desenvolvimento de diversos tipos 

de marcadores moleculares. Nesse caso, cada segmento do DNA constitui um loco e 

os padrões correspondentes às variações de seqüência nesse segmento constituem 

fenótipos moleculares. Muitos desses marcadores se utilizam da técnica de reação em 

cadeia da polimerase (PCR), que permitiu a automação e a simplificação das etapas 

de obtenção dos padrões moleculares. Nessa técnica, segmentos de DNA específicos 

são replicados in vitro e isso resulta na produção de milhares de cópias da seqüência 

desejada, em quantidade suficiente para permitir a pronta visualização do DNA, sem a 

necessidade de métodos indiretos. Além disso, os produtos da PCR podem ser 

utilizados na construção de sondas e de moléculas recombinantes. 

Os diversos tipos de marcadores moleculares revelam variações de seqüência 

oriundas de diferentes mecanismos de mutação e a escolha do tipo de marcador a ser 

utilizado depende essencialmente da aplicação, mas deve levar em conta  dificuldade 

técnica,  custo para a obtenção do número necessário de genótipos,  informatividade,  

distribuição pelo genoma e o tipo de interação alélica. 

 

Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição 
A ocorrência de variação individual no número e no tamanho dos fragmentos 

formados pela digestão do DNA com uma enzima de restrição foi demonstrada por 

Grodzicker et al. (1975), em adenovírus. Essa variação é o resultado de mutações de 
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ponto, que eliminam ou criam sítios de restrição para determinada enzima, podendo 

também originar-se de eventos de inserção ou de deleção entre dois sítios de restrição 

adjacentes. Essa variação foi denominada polimorfismo de comprimento de 

fragmentos de restrição (RFLP, sigla derivada de restriction fragment length 

polymorphism). 

O método desenvolvido para adenovírus não produziu resultados satisfatórios 

em eucariotos superiores pois, em virtude do tamanho do genoma dessas espécies, o 

número de fragmentos resultantes da digestão com enzimas de restrição é muito 

grande. Conseqüentemente, tentativas de separar esses fragmentos por eletroforese 

em gel produziram um rastro em vez de bandas discretas. A solução para esse 

problema surgiu com o desenvolvimento da técnica de Southern blot (Southern, 1975), 

na qual os fragmentos separados por eletroforese são transferidos para um suporte 

sólido, usualmente uma membrana de nitrocelulose ou de náilon, imobilizados e 

desnaturados. Uma vez que a molécula de DNA tem tendência a formar fitas duplas 

complementares, um segmento de DNA de fita simples é utilizado como sonda. A 

sonda é marcada com um isótopo radioativo, como o 32P, ou, mais recentemente, com 

moléculas antigênicas que são detectadas por anticorpos associados a enzimas que 

catalisam reações cromogênicas ou quimiluminescentes. Como resultado, apenas os 

fragmentos complementares à seqüência da sonda são revelados. 

As sondas utilizadas para a obtenção de marcadores do tipo  RFLP podem ser 

ou não originadas de regiões codificadoras. O emprego de sonda de DNA 

complementar ao RNA mensageiro (cDNA) é o mais comum e apresenta a vantagem 

de não conter seqüências repetitivas. Sondas anônimas, constituídas por fragmentos 

de DNA genômico ao acaso, possibilitam a rápida obtenção de novos marcadores, 

além de permitirem a análise de regiões não codificadoras do genoma. Porém, em 

virtude da abundância de DNA repetitivo no genoma dos eucariotos, quando o objetivo 

é a obtenção de marcadores unilocais, essas sondas devem ser submetidas a um 

processo de seleção, de forma a garantir que apenas aquelas que representam 

seqüências de cópia única sejam empregadas. 

Os marcadores de RFLP são co-dominantes e muitos dos locos descritos são 

dialélicos, quer originados de mutações de ponto quer de mutações estruturais. 

Marcadores dialélicos são bastante limitados para o mapeamento genético, em 

conseqüência do número de cruzamentos informativos, que é função do número de 
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progenitores que segregam para o marcador (heterozigotos) e do número de progênies 

nas quais se pode atribuir um dos alelos ao progenitor. Essa relação pode ser 

quantificada pelo valor de conteúdo de informação polimórfica (PIC), definido por 

Botstein et al. (1980) como 
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Nesta equação, o primeiro membro corresponde à proporção de indivíduos 

heterozigotos na população, pressupondo-se equilíbrio de Hardy-Weinberg. Essa 

proporção é também definida como diversidade gênica (Weir, 1996). Dessa 

diversidade se subtrai a proporção esperada de progênies não informativas, isto é, 

aquelas em que não é possível diferenciar o alelo paterno do materno. Um exemplo 

seria o acasalamento de dois indivíduos heterozigotos idênticos (A1A2 x A1A2): em 

aproximadamente metade de suas progênies, as progênies heterozigotas, o alelo A1 

poderia ter origem tanto paterna quanto materna. O mesmo raciocínio seria válido 

para a análise da origem do alelo A2. 

Outras desvantagens dos marcadores de RFLP são a presença de alelos 

raros, os quais fazem com que muitas populações apresentem padrão monomórfico, 

e o grau de dificuldade técnica. Como foi mencionado, a técnica original depende do 

desenvolvimento e da seleção de sondas com base em bibliotecas genômicas ou de 

cDNA e da identificação das combinações de sonda e endonuclease de restrição 

que revelam polimorfismos. 

Para a análise de RFLP com a PCR, as extremidades da sonda que revelou o 

polimorfismo são seqüenciadas e as informações são utilizadas para a síntese de 

primers complementares (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Quando a posição do sítio 

polimórfico é conhecida, por exemplo, dentro de um gene bem caracterizado, os 

primers podem ser desenvolvidos com base em seqüências publicadas ou catalogadas 

em bases de dados, tais como o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A região que 

contém os sítios polimórficos de restrição é amplificada e os fragmentos produzidos 

pela digestão do produto de amplificação podem ser então analisados em géis de 

agarose. A grande vantagem dos marcadores de RFLP para estudos de população é a 

reprodutibilidade dos padrões fenotípicos; isso permite a designação de alelos 

correspondentes a cada padrão de fragmentos de restrição, que podem ser facilmente 
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comparados entre as populações. São muito utilizados como método diagnóstico, 

quando, por exemplo, um loco de RFLP é associado a uma característica monogênica, 

tal como uma doença hereditária. 

 

Microssatélites 
Os genomas dos eucariotos abrigam grande quantidade de DNA repetitivo, 

classificado de acordo com o número de nucleotídeos e a complexidade da seqüência 

que compõe as repetições. As diferentes classes são também caracterizadas por 

comportamento típico quanto à distribuição no genoma e quanto ao mecanismo 

envolvido em suas origens (Jobse et al., 1995). 

A variabilidade de seqüências repetitivas foi utilizada para a produção de perfis 

característicos de cada indivíduo pela técnica de DNA fingerprinting. Essa técnica é de 

grande utilidade na identificação de indivíduos ou de linhagens e em testes de 

paternidade. Entretanto, a aplicação em estudos de população pode ser dificultada 

pela elevada variação intrapopulacional, não sendo possível estabelecer um perfil 

característico de uma população, principalmente naquelas que possuem base genética 

ampla. Além disso, sua natureza multilocal não permite admitir, sem detalhada análise 

de segregação, que fragmentos de mesma taxa de migração sejam alelos idênticos de 

um mesmo loco. 

Avanço importante na obtenção de marcadores hipervariáveis unilocais veio da 

utilização de uma classe de DNA repetitivo, as seqüências de microssatélites ou SSR 

(simple sequence repeats). Os microssatélites são caracterizados por repetições em 

tandem de um mono-, di-, tri- ou tetranucleotídeo, localizadas dentro de regiões de 

seqüência única. Cada bloco de repetições é geralmente menor do que 100 pares de 

nucleotídeos (Tautz, 1989). Do mesmo modo que outras regiões repetitivas do 

genoma, a variação do número de repetições em cada loco é provavelmente resultante 

de erros no deslocamento da DNA-polimerase durante a replicação do DNA. 

Os microssatélites poli(G) e poli(A) são os mais simples, enquanto poli(GT) são 

os mais freqüentes, aparecendo em aproximadamente 5 a 10 x 104 locos individuais no 

genoma dos mamíferos. Muitos outros microssatélites foram identificados até o 

momento e é possível que qualquer seqüência de poucos nucleotídeos represente um 

microssatélite no genoma de eucariotos. 
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Os microssatélites podem ser amplificados de maneira específica pela técnica 

de PCR, utilizando primers que contém parte da seqüência flanqueadora. A 

amplificação resulta em produtos de diferente tamanho, em função do número de 

cópias da seqüência repetitiva delimitada pelos primers. A maior dificuldade técnica 

está relacionada à identificação dos genótipos, principalmente nos locos de 

microssatélites constituídos por repetições de um a dois nucleotídeos, nos quais dois 

alelos adjacentes diferem entre si por apenas um ou dois pares de bases, 

respectivamente. Há necessidade, portanto, de separar os produtos de PCR por 

eletroforese em gel de poliacrilamida de alta definição. A identificação dos produtos 

pode se valer de três estratégias:  

1) Utilização de um dos primers marcados com isótopo radioativo. Essa 

marcação pode ser feita pela adição de [γ32P] catalisada pela enzima T4-

polinucleotideoquinase. 

2) Marcação de um dos primers com fluoróforos e leitura em equipamento 

seqüenciador automático.  

3) Coloração do gel por impregnação com prata. 

O desenvolvimento de marcadores de microssatélites pode ser feito pela análise 

de seqüências contidas em bancos de dados, localizando-se aquelas que contêm SSR 

e delineando-se primers para a região que flanqueia a repetição. Outra estratégia é a 

seleção de fragmentos contidos em uma biblioteca genômica. A seleção dos clones 

que contêm microssatélites pode ser realizada pela hibridização das colônias que 

constituem a biblioteca com um oligonucleotídeo sintético marcado, composto pela 

repetição que se procura, por exemplo (dG-dT)15 ou (dA-dA-dT)10 para localizar as 

repetições de dinucleotídeos CA ou de trinucleotídeo TTA, respectivamente. Algumas 

metodologias utilizam o prévio enriquecimento das bibliotecas por meio de métodos 

que promovam a clonagem preferencial de fragmentos que contenham seqüências 

repetitivas. 

Os clones positivos, isto é, aqueles que ficaram marcados após a hibridização, 

são isolados e seqüenciados para o desenvolvimento de primers complementares às 

seqüências flanqueadoras dos SSR. 

Uma vez que os primers utilizados são complementares às seqüências de 

cópia única, obtém-se marcadores unilocais, altamente polimórficos e de herança 
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co-dominante. Esses atributos são de grande valor para a construção de mapas 

genéticos. 

Distorções da segregação podem surgir em decorrência da “expansão” ou da 

“contração” do microssatélite durante a meiose. A freqüência desses eventos é da 

ordem de 10 – 4 a 10 – 5 por loco, por gameta (Holmes, 1994). Entretanto, em presença 

de alterações do sistema de reparo, a taxa de mutação pode aumentar de 100 a 1.000 

vezes. A instabilidade resultante tem sido associada com o desenvolvimento de alguns 

tipos de câncer (Simpson, 1996) e com doenças hereditárias, como a síndrome do 

cromossomo X frágil. 

Ao considerar a freqüência dessas seqüências e a média do tamanho do 

genoma de mamífero de 3 x 109 pares de nucleotídeos, seria possível construir mapas 

genéticos das espécies domésticas com aproximadamente 10.000 locos de 

microssatélites. Em bovinos e em outras espécies domésticas, como suínos, galinhas, 

ovelhas, cabras e cavalos, mapas genéticos saturados foram obtidos com marcadores 

de microssatélites (Vignal et al., 2002). 

Apesar dado informativoidade e da distribuição regular dos microssatélites, a 

padronização da designação dos alelos é complexa, uma vez que na maioria dos 

locos, a diferença entre alelos é de apenas dois pares de bases e as estimativas de 

tamanho dos fragmentos pode variar entre equipamentos e entre técnicas,. Essa 

variação dificulta a comparação de freqüências alélicas obtidas em experimentos 

independentes. 

 

Polimorfismos de um nucleotídeo 
Os recentes avanços dos sistemas de seqüenciamento automatizado de 

ácidos nucléicos têm permitido que as seqüências de diferentes indivíduos sejam 

comparadas. Dessa forma, variações individuais, resultantes de mutações de ponto, 

podem ser identificadas. Essas mutações podem ser substituições, deleções e 

adições de nucleotídeos, que, uma vez caracterizadas, constituem os marcadores 

de polimorfismos de nucleotídeos (SNPs, sigla derivada de single nucleotide 

polymorphisms). Apesar de tanto substituições quanto inserções ou deleções serem 

consideradas SNPs, é importante ter em mente que os dois tipos se originam de 

mecanismos de mutação distintos (Vignal et al., 2002). Apesar de haver muito mais 

possibilidades de transversões (substituições de uma purina por uma pirimidina ou 
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vice-versa) do que transições (substituição de uma purina por outra purina ou de 

uma pirimidina por outra pirimidina), a razão observada entre o número de 

transições sobre o de transversões varia de 1,4 em humanos a 2,36 em galinhas 

(Vignal et al., 2002). 

Os SNPs são marcadores atraentes para a análise genética, por se 

encontrarem em praticamente qualquer região do genoma ou em qualquer 

seqüência de interesse, por exemplo, em éxons de genes; isso pode ter implicações 

diretas nas funções da proteína correspondente. Outras características importantes 

são a maior estabilidade, quando comparados aos marcadores de microssatélites, 

além da possibilidade de automação. Essa última é uma vantagem considerável em 

situações que exigem a análise de grande número de indivíduos e de marcadores, 

como no caso da utilização de marcadores aleatórios para scans completos de 

genomas para localização de QTL. 

Muitos métodos podem ser utilizados para genotipar SNPs. A maioria se 

baseia na obtenção e na separação de produtos de PCR que são –específicos para 

um alelo. Isso pode ser conseguido por meio de digestão com enzimas de restrição, 

de extensão de primer, de polimorfismo de conformação de fita simples (Single 

Strand Conformation Polymorphism - SSCP), de espectrometria de massa (matrix-

assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass spectrometry), de 

pirosseqüenciamento e de transferência de energia ressonante (FRET); estes três 

últimos métodos requerem equipamentos específicos. Mais recentemente, métodos 

que utilizam a hibridização alelo-específica em arranjos de alta densidade surgiram 

como alternativa para a obtenção de SNPs em escala genômica. Apesar do elevado 

custo dessa metodologia, a utilização de pools de DNA tem sido proposta como 

alternativa para redução do custo em estudos de associação (Pearson et al., 2007). 

A maioria dos marcadores do tipo SNPs são dialélicos, que resultam, como 

discutido anteriormente, em pouca informação por loco. Do ponto de vista de 

mapeamento, cinco marcadores desse tipo fornecem aproximadamente a mesma 

informação que um loco de microssatélite, de tal forma que os mapas de SNPs 

devem ter densidade maior do que os de microssatélites para se obter o mesmo 

poder de detecção de QTL. Porém, a densidade necessária ao mapeamento fino de 

QTL só pode ser obtida com esse tipo de marcador (Vignal et al., 2002). 
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Mapeamento de QTL 

O mapeamento de QTL, ou seja, a detecção, a localização e a estimativa do 

efeito de regiões do genoma associadas a uma característica quantitativa requer 

grande número de animais para os quais estejam disponíveis dados de avaliação do 

fenótipo de interesse. O número de indivíduos necessários depende da magnitude 

do efeito que se deseja identificar, da herdabilidade do caráter e da estrutura da 

população, entre outros fatores, porém, esse número é freqüentemente da ordem de 

milhares. Esse requisito é particularmente restritivo em animais de grande porte, nos 

quais o custo de produção e de manutenção de grandes populações experimentais é 

elevado. 

As populações comerciais têm sido úteis para o mapeamento de QTL em 

bovinos de leite, dos quais grandes progênies de touro, resultantes do uso intensivo 

de inseminação artificial, podem ser encontradas. Georges & Andersson (2003) 

apontaram como vantagem para o mapeamento de QTL em gado leiteiro a intensa 

anotação de dados referentes a avaliações fenotípicas, tais como medidas de 

qualidade do leite, avaliações da saúde do animal, avaliações morfométricas e 

informações de pedigree e de manejo, principalmente nos países mais 

desenvolvidos. 

Essa situação entretanto não se aplica a bovinos de corte, cujas famílias são 

menores e cuja quantidade de características fenotípicas avaliadas é restrita. Além 

disso, características de difícil avaliação, tais como taxa de ovulação, maciez da 

carne e resistência a doenças, raramente são consideradas em programas de 

melhoramento, requerendo a utilização de populações experimentais, as quais 

devem ser obtidas mediante a utilização de algum delineamento genético, tais como 

F2, retrocruzamento ou famílias de meios-irmãos. Os resultados mais promissores 

de identificação de marcadores associados a caracteres de interesse econômico são 

os relatados com suínos, de que 1.675 QTL foram descritos em mais de 100 

publicações (Rothschild et al., 2007) e algumas mutações em genes, ou em 

desequilíbrio de ligação com a mutação causal, têm sido regularmente utilizadas 

pela indústria de melhoramento de suínos. 

O mapeamento de QTL em espécies domésticas beneficia-se do reduzido 

tamanho efetivo das populações, pois a maioria das raças são formadas a partir de 

pequeno número de animais fundadores. Esse fato leva à redução da complexidade 
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das características dentro de raças, uma vez que poucos alelos estão representados 

na população. 

A utilização de pequeno número de indivíduos selecionados para dar origem 

à próxima geração leva ao aumento de endogamia e ao conseqüente aumento da 

probabilidade de a progênie receber dos parentais regiões do genoma que são 

idênticas por descendência, que podem conter alelos recessivos deletérios, ou seja, 

que causam doenças, malformações ou anomalias hereditárias. A utilização de 

marcadores como método diagnóstico para eliminar animais portadores de alelos 

deletérios está entre as mais promissoras aplicações dessa tecnologia. Como 

exemplo, podemos citar a mutação responsável pela síndrome do estresse dos 

suínos (Rothschild et al., 2007), a mutação no gene que codifica a proteína CD18, 

responsável pela síndrome de deficiência de adesão dos leucócitos, que afeta 

bovinos da raça Holandesa (Shuster et al., 1992), e a recente descrição de 

mutações independentes no gene LRP4 (lipoprotein receptor-related protein 4) 

relacionadas à sindactilia dos bovinos (Drogemuller et al., 2007). 

 

Seleção assistida por marcadores 
A seleção assistida por marcadores (MAS) tem por objetivo aumentar a 

acurácia da seleção. Porém, quando se utiliza MAS, apenas alguns dos genes que 

contribuem para a variação do caráter selecionado são avaliados. Assim, a utilização 

de informação de genótipo para o marcador, sem considerar as avaliações de 

diferença esperada na progênie, que fornecem uma visão do componente 

quantitativo não explicado pelo marcador, pode conduzir à rápida fixação do alelo de 

QTL selecionado e à maior perda de variabilidade durante o processo de seleção. A 

MAS deve ser realizada concomitantemente à seleção tradicional, pois dar grande 

ênfase a somente um marcador poderá ocasionar perda da variabilidade em outros 

locos e restringir a seleção no longo prazo, resultar em efeito carona ou na fixação 

de alelos desfavoráveis por deriva na porção do genoma não associada ao 

marcador. Segundo Van Eenennaam (2007), os benefícios da MAS são maiores nas 

características que têm baixa herdabilidade, nas que são difíceis ou caras para 

mensurar e nas que não podem ser medidas antes que o animal contribua para dar 

origem à próxima geração. Outras características que podem ser beneficamente 

selecionadas com MAS são produção de leite, habilidade materna, resistência a 
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doenças, rendimento de carcaça, desempenho de crescimento, fertilidade, eficiência 

reprodutiva e características limitadas pelo sexo. 

Os maiores avanços na área de MAS deverão ser experimentados quando as 

novas tecnologias de análise de marcadores, tais como microarranjos de DNA, que 

permitem a investigação simultânea de grande número de marcadores, chegarem a 

um custo compatível com a aplicação. Nesse caso, a seleção será feita com base no 

genoma do animal e não mais em informações pontuais de poucos genes. 

Aliadas às técnicas de análise do genoma funcional e da genômica 

comparada, as informações sobre QTL deverão rapidamente conduzir à descoberta 

de genes e de mutações causais, aquelas que determinam a variação fenotípica. A 

compreensão dos mecanismos biológicos e do controle genético das características 

de interesse será um campo aberto para a manipulação da expressão de genes, 

quer via transgênese, quer via técnicas de expressão transitória, tais como o RNA 

de interferência. 

 

Caracterização de recursos genéticos 
Uma das premissas fundamentais do melhoramento é a existência de 

variabilidade genética nas características a serem selecionadas. O processo de 

melhoramento leva à fixação de caracteres e à perda de variabilidade, quer 

intencionalmente, por meio de seleção, quer acidentalmente, por meio de deriva 

genética resultante do reduzido tamanho efetivo das populações. A conservação de 

recursos genéticos animais tem por objetivo manter os repositórios de alelos e de 

combinações alélicas que podem vir a suprir necessidades do melhoramento animal, 

inclusive para nichos pouco privilegiados pelos objetivos da indústria agropecuária, 

como genes relacionados à adaptação a condições tropicais e de baixo investimento 

tecnológico (INTERNATIONAL, 2007). 

Entretanto, quando se trata de animais domésticos, a manutenção de 

recursos genéticos requer extensas áreas e representa custo razoável. A utilização 

de marcadores moleculares permite o monitoramento da variabilidade genética e a 

estimativa de parâmetros populacionais, tais como o coeficiente de endogamia. Nas 

populações em que não há registro genealógico, é possível identificar a paternidade, 

apesar de esse processo requerer a análise de grande número de marcadores ou de 

padrões de DNA-fingerprints. 
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A análise de diversidade intrapopulacional pode também ser utilizada como 

método para identificar os acessos que constituem a menor coleção em que está 

representada a máxima variabilidade genética de uma unidade de preservação (core 

collection). Esse conceito tem sido amplamente utilizado em recursos genéticos 

vegetais e foi recentemente proposto para o manejo de coleções de animais 

domésticos (Egito, 2007). 

 

Considerações finais 
Os avanços metodológicos dos últimos 50 anos permitiram o desenvolvimento 

de um número ilimitado de marcadores moleculares. A escolha do marcador 

adequado a cada situação depende principalmente do objetivo do trabalho. Para 

construção de mapas genéticos e para mapeamento de QTL, marcadores altamente 

informativos podem ser melhores, porém, quando se deseja a construção de mapas 

de alta densidade, mesmo que menos informativos, os SNPs são mais adequados, 

pois se apresentam em maior freqüência nos genomas. Para fins de comparação de 

populações, além do conteúdo de informação polimórfica, a reprodutibilidade dos 

fenótipos moleculares é um dos fatores a ser considerado.  
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O melhoramento genético de espécies animais de interesse econômico vem 

ocorrendo a milhares de anos por meio da domesticação e da seleção de fenótipos 

desejáveis. Entretanto, o cruzamento de animais com características 

comercialmente interessantes fornece poucas informações a respeito de quais 

fatores são responsáveis por estes caracteres e de como manipulá-los para se obter 

o melhoramento genético desses animais mais eficientemente (Ruvinsky & Graves, 

2005). 

A genética, que tem como um dos primeiros objetivos estudar os padrões de 

herança dos genes, tornou-se limitada para que pudéssemos alcançar um nível 

superior de conhecimento sobre o genoma completo de diversas espécies. Em 

virtude do desenvolvimento de novas técnicas e de novas estratégias de estudo do 

DNA para o Projeto Genoma Humano, grandes avanços foram obtidos nas 

pesquisas genéticas que envolvem animais de interesse econômico, mediante 

aplicação dessas mesmas tecnologias para melhor conhecer e para manipular o 

genoma destas espécies. 

Surge então o que chamamos de “a era da genômica”, em que estratégias 

avançadas são utilizadas com o objetivo de aumentar o conhecimento sobre a 

estrutura e sobre o funcionamento de genomas inteiros (Hocquette, 2005). A 

Genômica é dividida em duas subáreas: a genômica estrutural e a genômica 

funcional. A primeira tem por objetivo caracterizar a natureza física (DNA) dos 

genomas, por meio da identificação e da localização dos genes, e a segunda estuda 

a expressão dos genes, ou seja, o funcionamento do genoma (Hocquette, 2005). 

Em espécies de animais de interesse econômico, a genômica estrutural vem 

permitindo avanços significativos quanto à localização e à organização dos genes 
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por meio do mapeamento genômico, que é definido como a indicação de um gene a 

um locus (região específica) no cromossomo e o posicionamento desse gene em 

relação a outros genes encontrados no mesmo cromossomo (Womack, 2005). 

Atualmente, os mapas genômicos são divididos em três categorias: mapas 

genéticos ou de ligação; mapas físicos, que abrangem os mapas de sintenia, 

citogenético e de híbridos irradiados (RH); e mapas moleculares ou de seqüências 

de DNA (Ruvinsky & Graves, 2005). Para que a seqüência de DNA do genoma de 

um animal de interesse econômico seja elucidada e para que todos seus genes 

sejam conhecidos, diferentes tipos de mapas vêm sendo desenvolvidos com base 

na utilização das estratégias de mapeamento do genoma humano. Essas estratégias 

definem desde a simples indicação de um gene a um cromossomo até a obtenção 

da sua seqüência completa de bases (CURSO, 2003). 

O mapeamento genômico em animais de interesse econômico é importante 

por quatro motivos principais: para localizar genes responsáveis por características 

comercialmente importantes, tais como produção de leite e maciez de carne; para 

localizar genes associados a doenças, sejam eles envolvidos na patogênese ou na 

resistência à doença; para procurar genes que sirvam como modelo no estudo dos 

efeitos de doenças genéticas humanas; e finalmente, para estudar os mecanismos 

de rearranjos cromossômicos que resultaram na evolução das diferentes espécies 

de mamíferos (CURSO, 2003; Womack, 2005). 

 

Como iniciar os estudos de mapeamento do genoma de uma espécie de 
mamífero de interesse econômico? 

O primeiro passo é saber quais genes pertencem a um mesmo cromossomo. 

Essa informação é obtida construindo-se o mapa denominado sintênico ou de 

sintenia. Esse tipo de mapa, que é construído sem a necessidade de cruzamento 

sexual, é feito por meio da utilização de um conjunto de linhagens de células 

híbridas resultantes da fusão do genoma das células de uma espécie “hospedeira” 

com o genoma das células da espécie de interesse (Ruvinsky & Graves, 2005). 

Cada linhagem celular apresenta o conjunto completo do genoma hospedeiro mais 

um ou dois cromossomos inteiros do genoma em estudo. O mapeamento de um 

grupo de genes se dá utilizando-se a técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) com o DNA de todas as linhagens celulares do conjunto, seguida da análise 
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estatística do padrão de presença ou de ausência do gene nas diferentes linhagens 

celulares (Ruvinsky & Graves, 2005). Genes com padrões de presença e de 

ausência parecidos são categorizados em um mesmo grupo de sintenia. Entretanto, 

o mapa de sintenia não fornece informações quanto à ordem dos genes no 

cromossomo e quanto a qual cromossomo esse grupo de genes pertence (Ruvinsky 

& Graves, 2005). 

 

Como saber em qual cromossomo um grupo de sintenia está localizado? 
Para obter essa informação, é preciso gerar outro tipo de mapa, o mapa 

citogenético. Este mapa é construído por meio da técnica de hibridização in situ, que 

utiliza seqüências de DNA (sondas) complementares aos genes-alvo, para hibridizar 

em cromossomos metafásicos do genoma de interesse contidos em lâminas de 

microscópio (Ruvinsky & Graves, 2005). Diferente do mapa de sintenia, o mapa 

citogenético permite a visualização dos genes nos cromossomos, pois a ligação da 

sonda ao gene produz um sinal visível que permite identificar o gene no 

cromossomo. Assim, os grupos de sintenia passam a pertencer a um cromossomo 

do cariótipo da espécie, sendo possível diferenciar em qual braço ou em qual região 

do cromossomo os genes estão localizados (Ruvinsky & Graves, 2005). Entretanto, 

a ordem e a distância desses genes ainda não são conhecidas, pois o mapa 

citogenético, apesar de ser classificado como um tipo de mapa físico, é um mapa de 

baixa resolução, ou seja, pouco detalhado. 

 

Como conhecer a ordem dos genes e a distância entre eles no cromossomo? 
Existem duas estratégias que permitem identificar a ordem e a distância entre 

os genes: o mapeamento genético e o mapeamento RH − que utiliza células híbridas 

irradiadas (Ruvinsky & Graves, 2005). O mapa genético fornece a ordem dos genes 

em um cromossomo com base na freqüência de recombinação entre eles (Griffiths 

et al., 2006). Sabemos que cada indivíduo diplóide possui duas cópias de cada gene 

em suas células – cada cópia localizada em um cromossomo homólogo. Quando 

essas cópias são iguais, ou seja, quando a forma do gene (alelo) representada é a 

mesma nos dois cromossomos homólogos, dizemos que o indivíduo é homozigoto 

para o gene (DICTIONARY, 2007). Quando os cromossomos homólogos possuem 



 

 

19
alelos diferentes, dizemos que o indivíduo é heterozigoto para o gene (Griffiths et al., 

2006). 

Durante o processo de formação dos gametas (meiose), esses cromossomos 

podem trocar pedaços por meio do mecanismo chamado recombinação ou crossing-

over (DICTIONARY, 2007). Nos gametas resultantes, os cromossomos podem 

conter os mesmos alelos do parental ou cromossomos recombinantes com 

combinações de alelos diferentes daquelas do parental (Griffiths et al., 2006). 

Em 1911, um aluno de Thomas Hunt Morgan (descobridor do crossing-over), 

Alfred Sturtevant, utilizou a teoria da recombinação para gerar o primeiro mapa de 

ligação. A hipótese criada para a construção do mapa foi a seguinte: quanto menor 

for a distância entre dois genes em um mesmo cromossomo, tanto maior será a 

chance de eles serem herdados juntos − ligados (Ruvinsky & Graves, 2005). 

Dessa forma, um mapa genético é construído pela análise da herança dos 

genes a partir dos progenitores para a prole, e para tanto é necessário o cruzamento 

sexual entre os animais para se observar a recombinação meiótica (Ruvinsky & 

Graves, 2005). Por meio da genotipagem (análise dos genótipos) dos pais e da 

progênie de uma família em relação a um par de genes, é possível determinar se 

eles estão sendo herdados ligados ou independentes (em cromossomos diferentes) 

(Ruvinsky & Graves, 2005). Um conjunto de genes ligados forma um grupo de 

ligação. A distância entre eles é dada em centiMorgan (cM); 1 cM representa 1% de 

probabilidade de um gene ser separado de seu vizinho pelo processo de 

recombinação meiótica (DICTIONARY, 2007). 

Apesar de fornecer a ordem e a distância entre genes ligados, o mapa de 

ligação apresenta diversas limitações que o tornam pouco detalhado. Os grupos de 

ligação possuem informações quanto à ordem e à distância entre os genes, mas não 

fornece a posição do conjunto no cromossomo (Rexroad, 1999). Sua construção 

depende ainda da presença de indivíduos heterozigotos na família para que os 

alelos possam ser diferenciados na análise de recombinação (Ruvinsky & Graves, 

2005). Além disso, a estratégia necessita que os genes apresentem diferentes alelos 

(polimorfismo), para que possam ser observados na população (Rexroad, 1999). 

Essa necessidade limita esta técnica, já que os genomas dos mamíferos são 

altamente conservados e os genes tendem a conter poucos alelos. 
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Assim, os mapas de ligação possuem poucos genes e a maioria de 

microssatélites, seqüências de DNA não codificantes que contêm pequenas 

repetições de um a seis pares de base (Ruvinsky & Graves, 2005). Os 

microssatélites são encontrados espalhados no genoma e apresentam alto grau de 

polimorfismo devido à presença de vários alelos diferenciáveis pelo número de 

repetições que possuem (Griffiths et al., 2006). Adicionalmente, existem regiões do 

genoma que possuem baixas taxas de recombinação meiótica e que não podem ser 

estudadas utilizando esta estratégia (Ruvinsky & Graves, 2005). Mesmo assim, os 

mapas genéticos são importantes, pois descrevem como os genes são transmitidos 

através das gerações. 

No final do século XX, uma nova estratégia revolucionou os estudos de 

mapeamento do genoma de animais de interesse econômico. O mapeamento RH, 

inicialmente desenvolvido para o genoma humano em 1990, foi aplicado em 1997 ao 

primeiro genoma animal de importância econômica, o genoma bovino (Womack, 

2005). 

A estratégia que origina um mapa RH (classificado como um tipo de mapa 

físico) é uma adaptação da metodologia aplicada ao mapeamento sintênico. Neste 

caso, um conjunto de células híbridas é obtido fusionando-se as células hospedeiras 

às células da espécie de interesse, cujos cromossomos foram previamente 

fragmentados por radiação (Cox et al., 1990). As linhagens celulares híbridas 

denominadas irradiadas contêm diferentes combinações dos fragmentos 

cromossômicos do genoma de interesse e juntas representam o genoma completo 

da espécie-alvo (Cox et al., 1990). Essas linhagens são analisadas estatisticamente 

quanto à presença ou à ausência dos genes e a hipótese elaborada para a 

construção do mapa é parecida com aquela da análise de ligação: quanto mais 

próximos dois genes estiverem localizados em um cromossomo, tanto maior será a 

probabilidade de se encontrarem juntos no mesmo fragmento cromossômico 

(Ruvinsky & Graves, 2005). A unidade de distância do mapa RH é o centiRay (cR); 1 

cR equivale a 1% de probabilidade de quebra entre dois genes após a exposição de 

determinada dosagem de radiação, a qual define a resolução do mapa (Cox et al., 

1990). 

A principal vantagem do mapeamento RH em relação ao mapeamento por 

ligação é, sobretudo, localizar e ordenar fisicamente um gene ou qualquer outra 



 

 

21
seqüência de DNA sem a necessidade de polimorfismo ou de acompanhamento de 

indivíduos heterozigotos em. famílias (Rexroad, 1999). Essa vantagem trouxe uma 

conseqüência importante para o estudo do genoma de espécies de interesse 

econômico: a possibilidade de construir outro tipo de mapa denominado mapa 

comparativo (Womack, 2005). 

O mapeamento comparativo utiliza informações de genomas altamente 

caracterizados para localizar seqüências de DNA em genomas pouco 

documentados, baseando-se na conservação existente entre os genomas de 

mamíferos (Ruvinsky & Graves, 2005). Assim, a partir das informações dos 

diferentes tipos de mapas do genoma humano e de camundongo (que possuem a 

maior quantidade de informações dentre os genomas de mamíferos), começaram a 

ser construídos mapas comparativos com maior detalhamento para o genoma de 

animais de interesse econômico, tais como o boi, o cavalo, o porco e a ovelha 

(Goldammer et al., 2002). 

+

Apesar das vantagens do mapeamento RH, a distância entre os genes ainda 

não é fornecida com a exatidão necessária para sua manipulação individual. 

 

Mas, então, como conhecer a distância real entre os genes em determinado 
cromossomo, ou seja, em uma molécula de DNA? 

O mapa mais detalhado possível de se obter é o mapa molecular ou o mapa 

de seqüências de DNA, que é construído por meio da identificação e da ordenação 

de um conjunto de fragmentos clonados de DNA, que, quando superpostos, 

representam todo um cromossomo ou todo um genoma (Griffiths et al., 2006). 

Organizado em pares de base, o mapa molecular fornece a distância exata entre os 

genes. Assim, é possível estudar detalhadamente o funcionamento gênico, já que a 

localização de um gene não é casual no genoma e envolve seqüências de DNA 

adjacentes ou até mesmo distantes do próprio gene, mas que são responsáveis pelo 

controle de sua expressão (Ruvinsky & Graves, 2005). 

Entretanto, a obtenção da seqüência completa de bases de um genoma por si 

só não é suficiente para conhecermos todos os genes e seu funcionamento. 

Sabemos que todos os genomas são compostos pelas mesmas bases nitrogenadas 

(A, T, C e G) e simplesmente conhecer a seqüência de todas as bases que 

compõem um genoma não basta para sabermos onde um gene e suas seqüências 
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reguladoras estão localizados. Por isso, a construção de diferentes tipos de mapas e 

a integração entre eles é que vai permitir um conhecimento mais aprofundado sobre 

todos os genes do genoma, desde a sua localização precisa até o seu 

funcionamento (Ruvinsky & Graves, 2005). A localização e o funcionamento dos 

genes representam pontos-chave para estudos de características economicamente 

importantes e para a manipulação de genes que tenha por objetivo a obtenção de 

fenótipos desejáveis e possíveis curas de doenças. 
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Locos de características quantitativas (QTL, de quantitative trait loci) são 

definidos como regiões do genoma responsáveis pela expressão de uma ou mais 

características quantitativas. Em princípio, portanto, um QTL é um poligene. 

Contudo, existe uma diferença básica. Um poligene é um dos infinitos genes com 

efeito infinitesimal sobre a característica, enquanto um QTL é um gene com efeito 

importante sobre a característica. Assim, para trabalhar com QTL, em princípio, há 

de se modificar a idéia sobre a arquitetura genética (controle genético) das 

características quantitativas. O mapeamento de QTLs fornece respostas sobre esta 

arquitetura genética. Perguntas sobre a quantidade de genes responsáveis pela 

expressão das características, sobre a segregação destes genes, sobre a 

importância relativa de um deles, sobre a distribuição destes genes pelo genoma, 

entre outras, estão sendo respondidas por vários estudos. 

Saber onde se encontram os genes pode ajudar a distinguir entre efeitos de 

pleiotropia e de ligação gênica. Também torna possível separar os efeitos aditivos e 

de dominância em locos isolados e indicar a direção da razão de dominância nos 

vários locos. Além disto, é possível verificar os efeitos da interação entre locos 

(epistasia). 

Se for possível a identificação de QTLs fisiologicamente associados a 

características economicamente importantes, pode-se utilizar estas informações nos 

modelos de avaliação genética em um processo conhecido como seleção assistida 

por marcadores (MAS – de marker-assisted selection; Mullen et al., 2006). A 

aplicação deste tipo de seleção é especialmente importante nos casos de 

características com herdabilidade baixa, de características difíceis de medir ou de 

medidas realizadas muito tardiamente na vida dos animais. 

Segundo Mullen et al. (2006), há dois caminhos para a identificação de 

marcadores a serem utilizados em MAS. Entretanto, em qualquer dos casos, uma 
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das dificuldades é que, nas situações em que a MAS é mais útil, as medidas 

fenotípicas para a detecção dos QTLs são, também, de difícil obtenção.  

A primeira abordagem é a do gene-candidato. O seqüenciamento de locos 

que supostamente participam de vias metabólicas importantes para a expressão da 

característica em indivíduos fenotipicamente divergentes permite a identificação de 

polimorfismos. Polimorfismos de nucleotídeos em regiões codificadoras podem 

causar mudanças na seqüência de aminoácidos e, assim, dar origem a variantes 

fenotípicas. Inserções ou deleções podem resultar no aparecimento de, por 

exemplo, seqüências regulatórias fora de posição, como no caso da hipertrofia 

muscular dos bovinos (Switonski, 2002). Assim, métodos estatísticos passam a ser 

empregados para buscar associar esta variação à expressão das características. A 

grande desvantagem deste método é a necessidade de conhecimento da fisiologia 

da característica, o que nem sempre está disponível. Além disto, muitos outros 

genes que não são parte de vias metabólicas conhecidas podem alterar o efeito do 

gene-candidato (epistasia). 

A segunda abordagem é o mapeamento de QTLs em regiões mais amplas 

dos cromossomos, seguida de refinamentos para regiões mais estreitas até 

encontramos localizações confiáveis do QTL. A limitação neste caso é o tempo 

necessário para chegar a resultados, que pode levar vários anos em alguns casos. 

Na prática, as duas abordagens acabam se misturando. Informações obtidas com 

base em estudos de mapeamento do genoma bovino, além de informações do 

genoma de outras espécies, podem ser úteis para acelerar o processo de 

identificação dos genes envolvidos com as diversas características de interesse 

econômico e o mapeamento dos QTLs. 

 

Mapeamento de QTLs 
A partir do trabalho de Sax em 1923 (citado por Kearsey & Pooni, 1996), 

vários trabalhos foram realizados para tentar encontrar marcadores com 

características quantitativas. O uso de marcadores enzimáticos ampliou as 

possibilidades de uso dos QTLs. Mas foi o desenvolvimento de técnicas para 

detecção de polimorfismos de DNA que permitiu pensar na possibilidade de 

encontrar QTLs em quantidade que viabilizasse seu uso em programas de 

melhoramento. 
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O mapeamento de QTLs, diferentemente da determinação da posição de um 

gene com característica qualitativa, é difícil, porque o mesmo fenótipo pode ser 

gerado por diferentes genótipos e porque diferentes fenótipos podem ser gerados 

pelo mesmo genótipo. Por isto, os marcadores moleculares, por permitirem 

identificação do genótipo, são fundamentais para o mapeamento dos QTLs. Estes 

marcadores segregam genes simples, obedecendo ao princípio da genética 

mendeliana, e não são influenciados pelo ambiente. Os marcadores moleculares 

permitiram a construção de mapas de ligação do genoma das diversas espécies de 

bovinos domésticos com grande qualidade. Estes mapas podem ser encontrados em 

diversos sites. 

Os mapas de ligação são construídos com base na proporção de 

recombinação entre os locos e são utilizados no planejamento de experimentos 

delineados para a localização dos QTLs. Busca-se a partir destes mapas a 

associação entre os marcadores que possuem posição conhecida no genoma e o 

fenótipo dos animais. 

Do ponto de vista estatístico, os métodos para mapeamento de QTLs são 

baseados em três classes: regressão, máxima verossimilhança e modelos 

bayesianos. O método mais simples, de análises com um único marcador, identifica 

QTLs com base nas médias fenotípicas dos diferentes marcadores, mas não 

consegue separar as estimativas da fração recombinante do efeito do QTL. O 

mapeamento por intervalo clássico (IM; Lander & Botstein, 1989) é baseado em 

máxima verosimilhança e utiliza um teste de razão de verossimilhança para apontar 

a posição do QTL. O uso da regressão no IM foi proposto para aproximar os 

resultados da máxima verossimilhança e economizar tempo de computação para 

uma ou múltiplas posições no genoma. A maior desvantagem do IM é que as 

estimativas das posições dos QTLs podem ser viciadas quando existirem outros 

QTLs ligados. No mapeamento por intervalo composto (CIM), o IM é combinado com 

análise de regressão para marcadores múltiplos, o que permite controle sobre os 

efeitos de QTLs de outros intervalos ou de cromossomos no QTL que está sendo 

testado. Os modelos bayesianos, apesar da grande flexibilidade, tanto na 

implementação dos modelos quanto nas inferências com base nos resultados, não 

têm sido utilizados amplamente nas análises de mapeamento de QTL.  
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Populações 

Diz-se que uma população encontra-se em equilíbrio de ligação quando, para 

dois locos M e Q, as freqüências com que os quatro tipos de gametas são formados 

(com relação aos dois locos) obedecerem à seguinte regra: f(MQ) x f(mq) = f(Mq) x 

f(mQ). Assim, a proporção de cromossomos com loco M que portam também o loco 

Q é igual à proporção daqueles com loco m que portam também o loco Q e, da 

mesma forma, loco M para q e loco m para q. Quando se tomarem animais desta 

população ao acaso, não haverá como saber a qual alelo do QTL os alelos do 

marcador estarão associados e a simples comparação de indivíduos que portam um 

ou outro alelo do marcador (M) não permitirá detectar a presença do QTL. Assim, 

são geradas populações experimentais em desequilíbrio de ligação, para facilitar o 

mapeamento de QTLs. Na verdade existem alguns delineamentos específicos para 

o mapeamento de QTLs em populações em equilíbrio de ligação, mas, a fim de 

ilustrar os métodos estatísticos para a detecção de QTLs, será utilizada uma 

população formada pelo cruzamento de indivíduos provenientes de populações 

endogâmicas retrocruzados com uma das populações parentais. 

Portanto, o objetivo de se criar populações experimentais para a detecção de 

QTLs é produzir desequilíbrio de ligação, de modo que seja mais simples associar 

fenótipo e genótipo. As populações experimentais são formadas com base em 

cruzamentos de linhagens endogâmicas. Na verdade, como a base para formação 

das raças é a endogamia, pode-se utilizar as raças puras em lugar de linhagens 

endogâmicas. As conseqüências do relaxamento desta suposição serão discutidas 

posteriormente. Supõe-se que tanto o marcador quanto o QTL que foram fixados 

sejam diferentes nas duas linhagens ou raças. Em relação ao marcador, isto é 

verificado na genotipagem, mas, quanto ao QTL, podemos apenas supor que sejam 

diferentes. 

 

Métodos estatísticos aplicados às populações em retrocruzamentos 
Existem diversos métodos estatísticos aplicáveis nas análises de dados para 

mapeamento de QTL e cada um deles pode ser aplicado de maneira semelhante, 

independentemente da estrutura populacional, embora alguns sejam mais 

vantajosos do que outros em determinadas estruturas. Optou-se por apresentar a 
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análise na população formada por retrocruzamentos e depois comentar a extensão 

do método para as demais estruturas populacionais. 

 

Análise de variância  

Com base nos dados fenotípicos e na genotipagem dos animais de acordo 

com o marcador, é possível tentar estabelecer a relação entre o genótipo e o 

fenótipo dos animais. Neste caso, a análise de variância, quando se colocar o 

marcador como efeito classificatório de quantificação das diferenças entre os 

portadores de diferentes alelos para o marcador, será bastante eficiente. 

Para aplicar o método da análise de variância aos dados coletados em uma 

população do tipo escolhido, deve-se, primeiramente, determinar os fatores que 

podem influenciar a expressão fenotípica dos indivíduos, além do genótipo. Fatores 

como sexo e idade da mãe devem fazer parte do modelo de análise de variância. O 

genótipo do marcador entra no modelo como variável classificatória. Os testes 

estatísticos visam comparar as duas classes genotípicas com relação ao fenótipo. 

Um efeito significativo do marcador implica que o marcador está ligado ao QTL. O 

efeito estimado do QTL é, então, aproximadamente, igual à diferença entre as 

médias, e a localização do QTL é, aproximadamente, igual à localização do 

marcador. 

A simplicidade deste método é seu principal atrativo. Pode se estender 

facilmente para vários locos e para delineamentos com mais de dois marcadores e 

não é necessário um mapa para determinar o efeito do QTL. Além disto, este 

método permite que se incluam efeitos de outros fatores no modelo de análise. 

Entretanto, o principal defeito deste método é que ele não permite separar o efeito 

do QTL da sua distância do marcador. Além disto, no caso de marcadores múltiplos, 

observam-se apenas aqueles que têm o maior efeito sobre o fenótipo e a informação 

sobre os indivíduos não genotipados é perdida. 

A diferença de mérito entre a progênie que recebe o alelo M e aquela que 

recebe o alelo m do pai F1 é igual a Δ(1 − 2r), como se pode ver na Figura 1. 
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Figura 1. Comparação entre as médias dos genótipos MM e Mm de uma população 
experimental em retrocruzamentos. 
 

Observa-se, portanto, que, para o mesmo efeito (Δ) do QTL, a diferença entre 

as médias dos dois genótipos para o marcador vai depender da taxa de 

recombinação (r) entre o marcador e o QTL. Por um lado, se a distância entre o QTL 

e o marcador for nula (r = 0,0), então a diferença entre os alelos será igual ao efeito 

do QTL. Por outro lado, se a distância para o marcador for grande (r = 0,5) então 

não haverá diferença entre as médias dos alelos do marcador, mesmo que o efeito 

do QTL seja muito grande. 

Idealmente, deve-se reduzir ao máximo a variância dentro de cada classe 

genotípica, o que significa que, além de controlar todos os efeitos conhecidos (tais 

como sexo, manejo e idade), deve-se, também, controlar os efeitos de outros 

marcadores (QTLs) conhecidos. 

 

Análise de regressão 

A análise de regressão apresenta resultados idênticos aos da análise de 

variância nas situações mais simples. Porém, em situações mais complexas, a 

análise de regressão pode ser bem mais útil. 

Para aplicar o método da análise de regressão deve-se, primeiramente, criar 

códigos numéricos (por exemplo, Mm = 0, MM = 1) e, então, fazer a regressão do 

fenótipo nos códigos. Novamente, neste caso, a significância da regressão indica 

que o marcador está ligado ao QTL. Considera-se, também, que o efeito do QTL é, 

aproximadamente, igual ao coeficiente de regressão e a sua localização é, 

aproximadamente, igual à localização do marcador. 



 29
Os resultados obtidos deste modo são idênticos àqueles conseguidos por 

meio da análise de variância. Também as limitações quanto aos resultados 

dependerem tanto do efeito quanto da distância são verdadeiras. Contudo, o método 

de regressão é mais fácil de ser estendido para outras situações; por exemplo, se 

houver um genótipo perdido, é possível utilizar a probabilidade de ele ser MM (o uso 

das probabilidades é a base para o mapeamento por intervalo). Quando existirem 

três genótipos, como no caso do delineamento de F2, é possível utilizar dois 

códigos, um para os efeitos aditivos e outro para os desvios de dominância. 

 

Mapeamento por intervalo 

O mapeamento por intervalo (composto ou simples) é a maneira mais 

utilizada atualmente para mapear QTLs. Neste caso, podem ser utilizados vários 

marcadores, com distância aproximada de 10 a 20 cM entre os marcadores. Busca-

se, então, a posição em que estão os QTL entre os marcadores e a posição mais 

provável desse QTL entre os marcadores. 

O princípio do mapeamento por intervalo simples baseia-se em testar o 

ajustamento de um modelo que considera a presença do QTL em várias posições 

entre os marcadores, em comparação com um modelo que não considera a 

presença do QTL. Para esta comparação, é utilizada a função de verossimilhança. 

A função de verossimilhança é calculada para cada posição entre dois 

marcadores. Quanto maior for o valor da função, tanto maior será a probabilidade de 

que o QTL esteja naquela posição. 

 

Função de verossimilhança 

Para trabalhar com a função de verossimilhança, em primeiro lugar é 

necessário supor um modelo que considere a distribuição de probabilidade da 

amostra estudada. Se todos os parâmetros da distribuição fossem conhecidos, 

então seria possível calcular a probabilidade de se obter uma amostra como a 

estudada de uma população com aquela distribuição. A função que calcula esta 

probabilidade é chamada de função de verossimilhança. Se não for conhecido algum 

dos parâmetros da distribuição, pode-se supor valores para ele e calcular a 

probabilidade de a amostra ser proveniente daquela distribuição com o valor suposto 

para o parâmetro. O valor para o qual esta probabilidade resulta máxima é a 
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estimativa de verossimilhança do parâmetro da distribuição. Por exemplo, este 

parâmetro pode ser a média ou a variância de uma distribuição normal. Mais de um 

parâmetro pode ser estimados simultaneamente por este método. 

Assim, no caso da estimação do QTL, considera-se que os dados fenotípicos 

possam ser descritos por determinado modelo. Calcula-se a probabilidade de que a 

amostra em avaliação seja proveniente de uma população na qual não existe QTL 

que influencie a característica. Em seguida, calcula-se a probabilidade de que a 

amostra seja originada de uma população com a presença do QTL na mesma 

localização do marcador L, então, a probabilidade de o QTL estar a um cM do 

marcador L, depois a dois cM, e assim por diante. Estes valores são comparados 

com os valores do modelo sem o QTL. A razão entre a probabilidade 

(verossimilhança) com o QTL e a verossimilhança do modelo sem o QTL serve de 

base para a realização de um teste que verifica se o efeito do QTL é significativo e 

que indica sua posição mais provável. 

Ao considerar como exemplo uma população obtida por retrocruzamento, na 

qual os animais foram genotipados para dois marcadores (L e R) a cerca de 10 cM 

de distância, objetiva-se calcular o valor da verossimilhança para o QTL localizado 

entre eles a cada 1 cM. 

Por ser uma população em retrocruzamento, existem quatro possíveis 

genótipos observáveis quando os dois marcadores forem considerados em conjunto 

(dois genótipos parentais LL−RR e Ll−Rr, e dois recombinantes Ll−RR e LL−Rr). 

Quando forem considerados também os QTLs (Q e q) e a possibilidade de 

recombinação entre os QTLs e os marcadores, existem oito possíveis genótipos. A 

Tabela 1 apresenta, para o genótipo dos dois marcadores, a freqüência com que 

ocorre um dos alelos do QTL. Desta forma, dados os registros fenotípicos, os 

genótipos dos animais e ainda a função de densidade de distribuição da 

característica fenotípica, é possível estimar o valor da função de verossimilhança 

para cada ponto do intervalo, considerando a presença do QTL. Em cada ponto, 

estima-se o valor dos parâmetros (por exemplo, a média, a variância e o efeito do 

QTL) da distribuição, obtendo-se um valor máximo para a função de verossimilhança 

naquele ponto. No caso do modelo que não considera a presença do QTL, o valor 

máximo da função é sempre o mesmo em qualquer ponto do intervalo. No caso em 

que se considera a presença do QTL, o valor máximo da função de verossimilhança, 
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entre todos os pontos dentro do intervalo deve coincidir com a presença do QTL. Se 

o valor máximo coincidir com um dos marcadores, então é provável que o QTL 

esteja fora do intervalo. 

 

Tabela 1. Freqüência de ocorrência do alelo Q condicionalmente ao genótipo dos 
dois marcadores do intervalo. 

Genótipo do marcador P(Q|M) 

LL RR ( )r
LrRr

−− 11  

LL Rr ( )r
LrRrLr −

 

Ll RR ( )r
LrRrRr −

 

Ll Rr ( )r
LrRr

−1  

 

 

Teste estatístico 

Lander & Botstein (1989) introduziram o conceito de mapas de 

verossimilhança, propondo o uso do LOD score (de logarithm of the odds, ou 

logaritmo das chances) como teste estatístico (Werf & Kinghorn, 2000). O LOD 

score, é dado por: 

)  (
)  (log10 QTLsemModeloML

QTLcomModeloMLLOD = . 

 

Valores aproximados com intervalos de confiança de 95% para a posição do 

QTL podem ser construídos utilizando-se a regra de um LOD score. Este valor seria 

correspondente a um nível de significância de 4% num teste de qui-quadrado para 

razão de verossimilhança. Contudo, no caso dos QTL, que envolvem mistura de 

distribuições, estas estatísticas fornecem um teste apenas aproximado. 

Churchill & Doerge (1994) propuseram um teste estatístico empírico para 

verificar a significância do efeito do QTL. Ao redistribuir aleatoriamente os valores 

fenotípicos pelos marcadores testados e obter o valor máximo de LOD score para as 

posições testadas, obtém-se um valor de LOD score ao acaso. Ao repetir o processo 

um número grande de vezes, pode-se saber o valor correspondente ao percentil 
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95% e usá-lo como valor limite a partir do qual o efeito do QTL seria significativo. A 

grande vantagem deste método, chamado de teste de permutação, é que não é 

necessário fazer pressuposições a respeito da distribuição dos dados. 

 

Aproximação por regressão 

Haley & Knot (1992) verificaram que os resultados obtidos por meio da 

máxima verossimilhança podem ser aproximados satisfatoriamente mediante análise 

de regressão. Este tipo de análise é bem mais simples de ser implementada do que 

a análise de máxima verossimilhança e pode ser estendida mais facilmente para 

situações mais complexas. Neste caso, após a genotipagem dos animais para os 

marcadores, é feita a regressão dos valores fenotípicos sobre a probabilidade de os 

animais serem portadores do alelo Q. Esta probabilidade (Tabela 1) é calculada para 

cada animal e para cada ponto do intervalo, em função do seu genótipo para o 

marcador. No caso da situação mais simples, em que não há outros efeitos a serem 

considerados, o modelo de análise seria dado por y = a + bx + e , em que y é o valor 

fenotípico, x é a probabilidade de o animal ser portador do alelo Q, e representa o 

erro aleatório, e a e b são os parâmetros a serem estimados. Da forma maneira que 

na análise com máxima verossimilhança, deve-se considerar um modelo sem o 

efeito do QTL, que seria simplesmente y = a + e.  No caso do primeiro modelo, a 

soma de quadrados total (SST) é dada por Σ(y-â)2 e é igual à soma de quadrados do 

resíduo (SSR) do modelo sem o QTL. No caso do modelo com o QTL: SSR = SST – 

Σ(y – â-bx)2. 

Na maioria das situações reais, é necessário incluir outros efeitos no modelo. 

Efeitos de ambiente que podem interferir na característica fenotípica analisada são 

os principais fatores a serem considerados. Nestes casos, calcula-se a soma de 

quadrados do modelo sem o QTL (mas com todos os outros efeitos) e o modelo 

completo. Segundo Haley & Knot (1992), os valores de LOD score podem ser 

aproximados por: 

 

 

 

Este teste pode ser viciado, por superestimar os valores da SSR, 

especialmente quando o efeito do QTL for grande. Esta superestimação também 
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será observada quando a incerteza a respeito de qual alelo está ligado ao marcador 

for maior, o que ocorre na região central do intervalo entre os marcadores. Em razão 

disto, Xu (1995) propôs que se aplicasse uma correção para este vício. 

 

Mapeamento por intervalo composto (CIM) 

Um dos problemas do mapeamento por intervalo simples é que, se existirem 

outros QTLs (mesmo fora do intervalo), ligados aos marcadores, então o QTL 

estimado será viciado, tanto em posição quanto em seu efeito. Para resolver este 

problema, Jansen (1993) propôs o uso do mapeamento por intervalo composto. 

Neste caso, utiliza-se análise de regressão e, se outros marcadores ligados ao QTL 

fora do intervalo existirem, então este efeito pode ser incluído no modelo de análise. 

Este é, segundo Li et al. (2007), o método mais utilizado para mapeamento de QTLs, 

devido à sua simplicidade e também por estar disponível em software de uso livre. 

 

Abordagem bayesiana 

Mais recentemente, o uso de abordagens bayesianas tem sido pesquisado 

(Xu, 2003; Gonçalves et al., 2005; Wang et al., 2005) e, apesar da flexibilidade nos 

modelos que podem ser aplicados, seu uso ainda não é disseminado. Segundo Li et 

al. (2007), isto provavelmente se deve às dificuldades de obtenção de prioris 

adequadas e também à ausência de software de fácil uso para realização das 

análises. 

 

Outros tipos de populações 
A extensão destes métodos para outras populações é direta. Sempre serão 

comparados os animais com diferentes marcadores de acordo com os possíveis 

haplótipos produzidos pelos pais. No caso de populações F2, provenientes de 

populações endogâmicas, a principal diferença é que em vez de dois existirão três 

genótipos possíveis para o QTL, permitindo a estimação dos efeitos de dominância. 

Quando as populações utilizadas nos cruzamentos não forem endogâmicas, 

como é o caso de cruzamentos entre raças em produção animal, a maior diferença é 

que podem existir vários alelos para os marcadores e também para os QTLs. Apesar 

disto, acredita-se que as freqüências dos alelos dos QTLs possam variar bastante 

entre as populações. É preciso também levar em consideração que um alelo de 
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marcador presente em uma raça pode também estar presente na outra. Portanto, 

em muitas situações não será possível saber se determinado alelo é proveniente do 

pai ou da mãe do animal, razão pela qual o dado não pode ser utilizado. 

Também é possível procurar QTLs utilizando-se famílias provenientes de 

populações em equilíbrio de ligação. Nestes casos, utilizam-se famílias de meios-

irmãos ou de irmãos completos. Em geral, o uso de famílias de meios-irmãos é mais 

adequado, por ser mais fácil de serem obtidas famílias mais numerosas. A situação 

para aplicação dos diversos métodos estatísticos é análoga àquela observada nas 

populações oriundas de retrocruzamentos. A partir de reprodutores heterozigotos 

para os marcadores, a genotipagem dos filhos permite, na maioria dos casos, saber 

quais foram os alelos herdados do pai (em algumas situações não é possível 

determinar com certeza se o alelo foi herdado do pai ou da mãe e este dado é 

perdido). Outra particularidade desta situação é que as análises devem ser feitas 

inicialmente dentro de família e depois para o conjunto de famílias, uma vez que o 

alelo do QTL ligado aos marcadores pode ser diferente para cada família. 

O delineamento de netas é utilizado em rebanhos de produção visando 

economizar na quantidade de animais genotipados. Apenas os avós e os pais dos 

animais cuja produção é registrada são genotipados. A comparação é feita em 

termos da produção dos filhos dos pais que receberam do avô alelos diferentes. 

Este delineamento é indicado para gado de leite, em que as famílias de meias-irmãs 

são muito numerosas e a estrutura de pedigree permite sua aplicação. 
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Introducción 
 En la actualidad, a nivel mundial existe un creciente interés por definir la calidad 

de la carne lograda en diferentes sistemas de producción debido a que el 

consumidor cada vez es más exigente en calidad e inocuidad de los alimentos.  

La calidad de la carne está definida principalmente por su composición química 

y por sus características organolépticas tales como terneza, jugosidad, color, olor y 

sabor. La terneza es uno de los atributos más exigido y valorado (Miller, 1992; 

Boleman et al., 1997). Sin embargo, también la cantidad y el tipo de ácidos grasos 

es importante, porque existe la percepción general de que la grasa bovina es 

perjudicial para la salud (Scollan, 2003). El sistema de producción, el tipo de animal, 

la dieta, el manejo pre y post faena pueden modificar considerablemente la calidad 

de la carne. 

 La determinación de la terneza y el contenido de grasa se realiza después del 

sacrificio del animal mediante métodos objetivos o subjetivos. Por ello es difícil 

incluirlos como criterios de selección en planes de mejora genética. 

 Aunque muchas de las características relacionadas con calidad de carne son 

cuantitativas, es decir están bajo el control de muchos genes, existe evidencia que 

ciertos genes en particular, explican una proporción importante de la variabilidad 

fenotípica de composición y calidad carnicera (Burrow et al., 2001). A medida que se 

fue acumulando información sobre los genomas de diferentes especies domésticas, 

se fueron definiendo estrategias para identificar a los genes de importancia 

económica en producción animal, actualmente se están utilizando dos estrategias. 

Para algunos genes existe un buen nivel de conocimiento sobre su rol fisiológico y 

bioquímico, incluso se conoce la estructura del gen y su secuencia. En este caso 

esos genes son considerados “candidatos” para explicar diferencias detectadas en 
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variables productivas y el objetivo es identificar en ellos polimorfismos asociados con 

las variables en estudio (Rothschild & Soller, 1997). Para el caso en el que no se 

tiene conocimiento previo sobre posibles genes involucrados en el control de una 

variable de interés económico, se ha desarrollado una estrategia experimental 

específica conocida como mapeo de loci relacionados a atributos cuantitativos 

(Quantitative Trait Loci -  QTL). Esta metodología se basa en detectar la posición en 

el genoma de aquellos genes involucrados en la variación de caracteres 

cuantitativos independientemente de su función. Por definición los QTL son regiones 

cromosómicas que contienen el o los genes involucrados en el control de un fenotipo 

de interés. 

 Las diferentes razas y cruzas bovinas presentan variación en calidad de carne e 

incluso existe variabilidad entre animales de una misma raza. Por otro lado, no 

existe una raza que tenga todos los atributos necesarios para la producción eficiente 

de carne en todos los ambientes y que pueda cumplir con los requerimientos de los 

consumidores de diferentes mercados. El desarrollo de marcadores moleculares, 

podría mejorar la precisión en la estimación del Mérito Genético y de ese modo se 

podría identificar a los animales productores de carne de mejor calidad, metodología 

denominado Selección Asistida por Marcadores (S.A.M.) 

 A continuación se resumen los resultados de la evaluación de dos genes 

candidatos para terneza (CAPN1 y CAST), otro para contenido de grasa (LEP) y el 

cuarto (PPARGC1α) para ambas características. 

 

Gen CAPN1 

 Este gen codifica la subunidad mayor de la μ-calpaína, principal enzima 

responsable de la proteólisis post-mortem del músculo (Koohmaraie, 1996). Existen 

amplias evidencias que sugieren que después de la muerte, las calpaínas son 

responsables de la proteólisis de las proteínas miofibrilares cuya degradación 

provoca el debilitamiento de la estructura del tejido muscular y por lo tanto la 

tiernización de la carne (Killefer & Koohmaraie, 1994). Este gen mapea dentro de los 

límites de un QTL descripto para terneza de la carne en el cromosoma 29 (BTA29) 

del bovino (Smith et al., 2000). Dicho QTL fue identificado en una familia de medios 

hermanos, todos hijos de un toro Piamontés-Angus, y se lo halló asociado con 

Resistencia al Corte (RC, una medida objetiva de la terneza de la carne determinada 
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mediante la cizalla de Warner Bratzler) determinada en la carne a los 3 y 14 días 

post-mortem (Casas et al., 2000). Por función y posición en el genoma, se lo 

considera un gen candidato para terneza. 

La terneza esta relacionada con la estructura de la fibra muscular, la cantidad y 

el “croslinking” del tejido conectivo y la cantidad de grasa intramuscular. Está 

influenciada por factores genéticos y ambientales. Información más detallada sobre 

los factores que la determinan ha sido revisada por Soria & Corva (2004)  

Este gen contiene 22 exones y sus respectivos intrones. Se ha determinado 

parcialmente su secuencia, excepto la del intrón 10 (Nº de acceso al GenBank 

AF252504 y AF248054). Se han identificado 38 SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism) en dos toros (Piamontés x Angus y Jersey X Limousin). Dos de ellos 

(SNP 316 y SNP530) alteran la secuencia de aminoácidos.  El SNP 316 es una 

sustitución de citosina por  guanina (alelos C o G) en el exón 9 (nucleótido 5709 de 

AF252504). Provoca el cambio de alanina por glicina en el aminoácido 316 (dominio 

II) de la enzima. El otro SNP (SNP 530) se localiza en el exón 14 (nucleótido 4558 

de AF248054) y es un cambio de adenina por guanina (alelos A o G) que provoca el 

cambio de isoleucina por valina en el dominio III de la proteína (Page et al., 2002).  

Page et al. (2004) analizaron las diferencias en terneza de los distintos 

genotipos de los SNP316 y SNP 530 en un rodeo comercial Bos taurus. Los 

homocigotas CC para 316 presentaron menor RC que los CG y GG. Con una 

diferencia de 0,6 kg entre los dos genotipos homocigotas (CC y GG). Por otro lado, 

los homocigotas GG para 530 mostraron menor RC que los animales con genotipos 

GA y AA, siendo 0,4 kg la diferencia en RC entre los genotipos GG y AA.  

El estudio del efecto de los polimorfismos de este gen sobre la terneza de la 

carne en novillos Bos indicus, permitió identificar tres nuevos SNP ubicados en los 

intrones 1, 17 y 21 (Casas et al., 2005; White et al., 2005). El análisis de asociación 

con RC permitió confirmar el efecto del SNP316 en estos trabaos y encontraron que 

el SNP del intrón 17 (SNP4751) está significativamente asociado con RC a los 7, 14 

y 21 días de maduración en ambas subespecies. Este último, es una sustitución de 

citosina/timina en la posición 6545 de la secuencia AF248054 (White et al., 2005).  

Los SNP316 y SNP4751 han sido incluidos en dos tests comerciales: Igenity 

TenderGene (Merial Ltd., Atlanta, GA) y GeneSTAR Tenderness (Genetic Solution 

Pty. Ltd., Albion, Australia). Recientemente el US National Beef Catle Evaluation 
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Consortium ha validado el efecto de dichos tests, confirmando el efecto de ambos 

polimorfismos del gen CAPN1 (Van Eenennaam et al., 2007). 

Se han obtenido los primeros resultados del estudio de los SNP316, SNP530 

y SNP4751 en novillos Angus y Brangus invernados en condiciones pastoriles en 

Argentina por métodos de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction 

Fragment Lenght Polymorphism) con las enzimas BtgI, AvaII y Bsa JI 

respectivamente, hallándose al alelo C del SNP 316 asociado con mayor terneza de 

la carne. Sin embargo no se encontró efecto de los SNP 530 y SNP4751 (Soria et 

al., 2006). En el Cuadro 1  se resumen los resultados obtenidos 

 
Cuadro 1. Frecuencia genotípica de los SNP316, SNP 530 y SNP 4751 y contraste 
entre genotipos y RC a los 7 días post-mortem (P<0.01) 

Grupo/Raza1   
SNP Genotipo A6 

(n=10) 
A7 

(n=11) 
BR1 

(n=20) 
BR2 

(n=20) 
BR3 

(n=20) 
Total Porcentaje RC (kg)2

CC 1 1 0 2 0 4 4.9 4.44±0.75a

CG 3 7 9 6 6 31 38.3 5.62±0.27aSNP316 
GG 6 3 11 12 14 46 56.8 6.61±0.23b

AA 0 0 0 1 0 1 1.2 5.11±1.57a

AG 4 0 1 0 6 11 13.6 6.67±0.50aSNP530 
GG 6 11 19 19 14 69 85.2 6.00±0.19a

TT 1 0 6 2 1 10 12.3 6.37±0.52a

TC 5 1 10 10 14 40 49.4 6.36±0.27aSNP4751 
CC 4 10 4 8 5 31 38.3 5.74±0.29a

1 A6: Vacas Angus INTA EEA Balcarce con toros Angus comerciales. A7: Angus 
INTA EEA Balcarce. BR1, BR2 y BR3 Brangus de tres cabañas diferentes. 
2 Medias de cada genotipo con letras diferentes difieren estadísticamente (P<0.05) 
  

Las medias de RC a los 7 días fueron significativamente diferentes (P<0.01), 

con 2,17 ± 0.79 kg de diferencia entre los genotipos homocigotas (Grafico 1). Los 

heterocigotas mostraron una terneza intermedia. Las diferencias entre CC vs CG y 

CG vs GG no fueron estadísticamente significativas (P<0.05), sugiriendo un efecto 

genético aditivo. 
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Gráfico 1.  Promedio de Mínimos Cuadrados de RC a 1, 7 y 14 días post-mortem 
para cada genotipo del SNP 316 
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Al estudiar una muestra de toros Brangus, Angus y Brahman se hallaron 

patrones de RFLPs no esperados en seis toros. La clonación y secuenciación, 

permitió confirmar polimorfismos nuevos de este gen en los intrones 8, 9 y 15 y una 

sustitución neutra en el codón del aminoácido 528 en el exón 14 (número de acceso 

al GenBank DQ111667, DQ111668, DQ111669, DQ111770) (Soria et al., 2005). La 

determinación de genotipos en este grupo de toros permitió establecer que en forma 

similar a lo que ocurre en Brahman y contrariamente a la situación en Angus, según 

datos de la bibliografía, la frecuencia del alelo más favorable en cuanto a terneza en 

el SNP 316 (C) resultó baja en la muestra de Brangus. En el SNP 530, de menor 

efecto sobre la terneza, el alelo favorable (G) está prácticamente fijado, similar a lo 

que ocurre en Brahman (Corva et al., 2005). 

Corva et al. (2007a) analizaron el efecto de los SNP316 y SNP530 en 313 

novillos Angus, Hereford, cruzas recíprocas, retrocruzas y cruzas con Limousin 

engordados en condiciones pastoriles en Argentina, hallando a ambos SNP 

asociados con RC (Cuadro 2). El rango de frecuencias de cada alelo favorable de 

cada marcador  fue 0.22 a 0.57 en el SNP316 y 0.82 a 0.97 en el SNP530. 
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Cuadro 2. Medias de RC y errores estándar de cada genotipo de dos SNP del gen 
CAPN1. 

SNP316 SNP5302

Genotipo n RC ± EE (Kg)1 Genotipo n RC ± EE (Kg)1

CC 41 7.86 ± 0.65 a - - - 

CG 165  8.73 ± 0.51 ab AG 66 7.98 ± 0.62 a  

GG 107 9.21 ± 0.54 b GG 243 8.90 ± 0.47 b  
1 Medias de cada genotipo con letras diferentes difieren estadísticamente (P<0.05). 
2 Genotipo AA del SNP530 no fue incluido en el análisis por el bajo número de 
animales de esta clase. 
 

 Se están analizando esos tres SNP del gen CAPN1 en 190 novillos Brangus 

engordados en condiciones pastoriles en Argentina. La frecuencia del alelo C del 

SNP316 y SNP 4751 es 0,29 y 0,49 respectivamente. Falta completar la 

determinación de genotipos del SNP530 y los determinaciones analíticas de calidad 

de carne. 

 

Gen CAST 
 El gen CAST mapea en el BTA7 (Bishop et al., 1994) y codifica la enzima 

calpastatina, enzima inhibidora de las calpaínas. Por lo tanto es un modulardor del 

efecto proteolítico de las calpaínas. Se ha secuenciado el ARNm de músculo 

esquelético bovino (Nº de acceso a GenBank  L14450) (Koohmaraie, 1994). 

 En el bovino tiene 35 exones y los ARNm aislados son heterogéneos en 

longitud, esto es debido a que el gen posee cuatro promotores (Raynaud et al., 

2005) pero sólo tres son activos en músculo (Parr et al., 2004) 

Se han identificado SNP en dicho gen, algunos con efecto (Barendse, 2002; 

Schenkel et al., 2006) y otros sin efecto sobre la terneza de la carne (Corva et al., 

2007). Los primeros están incluidos en dos tests comerciales: Igenity TenderGene y 

GeneSTAR Tenderness Recientemente el US National Beef Catle Evaluation 

Consortium ha validado el efecto de dichos tests, confirmando el efecto de ambos 

polimorfismos del gen CAST (Van Eenennaam et al., 2007). 

La disponibilidad creciente de secuencias de ADN en bases de datos de libre 

acceso estimula la utilización de metodologías bioinformáticas para la investigación 
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en genómica. Una de esas aplicaciones aprovecha las colecciones de Expressed 

Sequence Tags (EST). La acumulación de EST de diversas procedencias en bases 

de datos genera un proceso de muestreo que puede utilizarse para estudiar la 

variabilidad poblacional de una especie. En base a este principio se creó un 

marcador molecular para el gen CAST. Noventa y siete secuencias correspondientes 

al gen CAST bovino fueron recuperadas de Genbank y alineadas con el programa 

CAP3 (Figura 2) Los contigs resultantes fueron analizados con el programa 

AutoSNiP (Figura 3). Para distinguir polimorfismos genuinos de los errores de 

secuenciación se estableció un criterio de “redundancia”, basado en el número de 

veces que un mismo alelo aparecía en una posición del contig. Entre los potenciales 

SNP detectados, tres localizados en la región 3’-UTR cumplieron ese criterio. Uno de 

ellos (SNP2870) se eligió para diseñar un marcador, utilizando un sistema PCR-

RFLP (enzima Tsp509I) (Corva et al., 2007a) 

 

 
Figura 2. Resultados obtenidos con CAP3. La columna izquierda corresponde al 
número de acceso a GenBank de las secuencias. En rojo está señalado el SNP en 
las secuencias alineadas. 
 

 
Figura 3. Resultados obtenidos con AutoSNiP. Las letras por orden alfabético 
corresponden a cada una de las secuencias alineadas. Los números de la izquierda 
indican las posiciones de los SNP detectados. Los puntos simbolizan la ausencia de 
secuencia para cada SNP. Los distintos alelos para un SNP son indicados con 
diferente color. 
 

Se confirmó la existencia del polimorfismo en CAST en una muestra de 313 

novillos de grupos genéticos diversos, todos Bos taurus. El marcador desarrollado 

no presentó efecto sobre la terneza (Cuadro 3) (Corva et al., 2007a).  
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Cuadro 3. Medias de RC y errores estándar de cada genotipo del SNP2870 del gen 
CAST. 

SNP2870 

Genotipo N RC ± EE (Kg)1

AA 53 9.11 ± 0.75 a

AG 162 8.91 ± 0.53 a

GG 98 8.68 ± 0.56 a

1 Medias de cada genotipo con letras iguales no difieren estadísticamente (P<0.05). 
 

Gen PPARGC1α (o PGC1α) 

 Este gen codifica el coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por 

proliferadores peroxisómicos, una proteína que activa la expresión génica mediante 

la interacción con factores de transcripción. Los más importantes son PPARγ 

(receptor gamma activado por proliferadores peroxisómicos) y MEF2s (Muscle 

Enhancers Factors) (Puigserver et al., 1998). El primer factor de transcripción está 

relacionado con la formación de depósitos grasos en forma de grasa parda y el 

segundo promueve la transición de fibra muscular de tipo IIb (glicolíticas) a tipo I y 

IIa (oxidativas) (Lin et al., 2002a,b; Zhao et al., 2004). La proporción de cada tipo de 

fibra varía en cada músculo. Las propiedades bioquímicas de las proteínas 

miofibrilares de cada tipo de fibra son diferentes (Xiong, 1994). La proporción de 

fibras oxidativas contribuiría en la determinación de la terneza y la jugosidad de la 

carne (Henckel et al., 1997). 

 El ADNc del PPARGC1α bovino ha sido secuenciado completamente (Nº de 

acceso al GenBank AY321517). El gen bovino está organizado en 13 exones y su 

locus se ubica en el BTA6. En el mismo se identificaron 11 SNP. Uno de ellos, 

ubicado en el intrón 9 (alelos C y T) se halló significativamente asociado con 

contenido de grasa en la leche en rodeo Holstein (Weikard et al., 2005). En cerdos 

se han identificado varios SNP en dicho gen, uno de ellos ubicado en el exón 8 ha 

sido hallado asociado con conversión, grasa abdominal y subcutánea (Stachowiak et 

al., 2007). 

En novillos Angus (21) y Brangus (60) engordados en condiciones pastoriles en 

Argentina el SNP del intrón 9 no se halló asociado con extracto etéreo (una medida 

objetiva del contenido de grasa de la carne) ni con terneza (P>0.05) (datos no 
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publicados). Este resultado coincide con lo informado recientemente por White et al. 

(2007).  

Mediante la comparación de secuencias de regiones codificantes y 3’-URT de 

dicho gen de toros Angus (7), Brangus (9), Brahman (6) y Braford (2) se identificaron 

2 SNP en la región codificante. Uno de ellos es conservativo (no cambia el 

aminoácido) pero el otro (alelos A y G) produce una sustitución de aminoácidos. Del 

análisis de las secuencias surge que el alelo A está en Brahman y Brangus y 

ausente en Angus. En esta última raza todos los toros presentaron el alelo G. La 

ausencia de homocigotas AA y la baja frecuencia de heterocigotas impidió realizar el 

análisis estadístico con el propósito de establecer la influencia de dicho SNP sobre 

contenido de grasa y terneza en novillos Angus (21) y Brangus (60) engordados en 

condiciones pastoriles en Argentina (datos no publicados). Actualmente este SNP se 

está analizando en 190 novillos Brangus con datos analíticos de calidad de carne. 

 

Gen LEP 
 El gen LEP codifica la leptina, una proteína producida principalmente en las 

células de tejido adiposo (Botella Carretero et al., 2001). Por su función biológica y 

fisiológica, el gen LEP es candidato para ser responsable de la variabilidad en la 

deposición de tejido graso. La leptina tiene un rol central en la regulación de la 

homeostasis energética corporal (consumo, gasto energético y composición 

corporal) (Botella Carretero et al., 2001). La leptina se produce fundamentalmente en 

la grasa blanca y existe una relación entre niveles de leptina  y depósitos de grasa 

(Villaseñor, 2002). 

 El gen LEP mapea en el BTA4 (Schenkel et al., 2005) y en él se han descripto 

varios SNP, uno en el exón 2, dos en el exón 3 y tres en el promotor (Buchanan et 

al., 2002; Nkrumah et al., 2004). El SNP del exón 2 es una transición de citosina a 

timina en el codón 25 y corresponde a una sustitución de arginina por cisteína. Se 

encontró que los animales homocigotas TT presentan mayor deposición grasa que 

los CC. Se ha confirmado la asociación entre el genotipo del SNP del exón 2 y 

ciertas características de la res (Buchanan et al., 2002; Nkrumah et al., 2004; 

Kononoff et al., 2005). Del mismo modo dos polimorfismos del promotor se han 

encontrado asociados con concentraciones séricas de leptina, peso corporal, 
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consumo, comportamiento alimenticio y características de la res (Nkrumah et al., 

2004). 

 En 157 novillos de biotipo europeo (Angus, Hereford, cruzas, retrocruzas y 

cruzas con Limousin) y 247 novillos Brangus, todos engordados en condiciones 

pastoriles en Argentina, se evaluaron dos SNP del gen LEP. Mediante la técnica de 

ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction) 

se determinaron los genotipos del SNP del exón 2 (alelos C y T) y de uno de los 

polimorfismos del promotor (alelos C y T). Los resultados de la evaluación del efecto 

de ambos SNP se resumen en los Cuadros 4 y 5. Aunque ambos polimorfismos 

tendrían relación con variables productivas (Peso de la Res, Área de Ojo de Bife, 

Espesor de Grasa Dorsal y % de Grasa de Riñonada), los efectos no son 

consistentes a través de biotipos. Las diferencias entre genotipos son pequeñas, 

estos resultados podrían estar influenciados por el bajo nivel de ganancia de peso y 

los pesos de faena de los novillos de la comparación  (Motter et al., 2006; Corva et 

al., 2007b)   

 

Cuadro 4. Medias y errores estándar del polimorfismo en el promotor de Leptina, 
para cada biotipo. 

 Europeos1 Brangus 

 CC CT TT CC CT TT 

N 54 70 31 134 75 37 

PV (Kg) 331 ± 6 323 ± 5 329 ± 8 436 ± 4  445 ± 5 430 ± 7 

PR (Kg) 171 ± 3a 166 ± 3a 171 ± 5a 239 ± 2a 246 ± 3b 235 ± 4a

REN (%) 50,7 ± 0,4 50,6 ± 0,2 51,0 ± 0,3 54,6 ± 0,2 55,1 ± 0,2 54,6 ± 0,3 

AOB (cm2) 46,2 ± 1,1a 43,6 ± 1,1b 44,2 ± 1,5ab 65,9 ± 0,8a 68,6 ± 0,8b 65,8 ± 1,4a

EGD (mm) 4,7 ± 0,2 4,7 ± 0,2 4,6 ± 0,3 6,3 ± 0,1 6,3 ± 0,2 6,5 ± 0,3 

PGR (g) 1.780 ± 124 1.626 ±  108 1.796 ± 164 2.826 ± 88 2.795 ±  107 2.597 ± 154 

%GR 1,05 ± 0,05 0,98 ± 0,05 1,06 ±  0,06 1,15 ±  0,03 1,10 ± 0,04 1,09 ±  0,06 

EE (%) 2,4 ± 0,2 2,3 ± 0,1 2,3 ± 0,2 2,7 ± 0,2 2,9 ± 0,2 3,0 ± 0,4 
1 Europeos: novillos ≥ 75%  Angus, ≥ 75% Hereford, F1, retrocruzas,  Limousin x F1. 
Medias de cada genotipo con letras distintas dentro de biotipo difieren 
significativamente (P<0,05). 
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Cuadro 5. Medias y errores estándar del polimorfismo en el exón 2 de leptina, para 
cada biotipo 

 Europeos1 Brangus 

 CC CT TT CC CT TT 

N 23 84 50 54 142 51 

PV (Kg) 322 ± 9 329 ± 5 326 ± 6 441 ± 6  436 ± 4 444 ± 6 

PR (Kg) 167 ± 5 170 ± 3 168 ± 3 241 ± 3 240 ± 2 242 ± 3 

REN (%) 50,7 ± 0,4 50,9 ± 0,2 50,6 ± 0,3 54,7 ± 0,2 55,0 ± 0,2 54,4 ± 0,3 

AOB (cm2) 45,2 ± 1,7 45,1 ± 0,9 44,0 ± 1,2 66,8 ± 1,1 66,9 ± 0,8 66,5 ± 1,2 

EGD (mm) 5,1 ± 0,3a 4,4 ±  0,1b 5,0 ± 0,2a 6,1 ± 0,2a 6,5 ± 0,1a 6,2 ± 0,2a

PGR (g) 1.813 ± 189 1.612 ± 99 1.844 ± 129 2.755 ± 126 2.742 ±  85 3.000 ± 132 

%GR 1,10 ± 0,07a 0,95 ± 0,04b 1,10 ± 0,05a 1,12 ± 0,05ab 1,11 ± 0,03b 1,19 ±  0,05a

EE (%) 2,6 ± 0,2 2,2 ± 0,1 2,5 ± 0,2 2,8 ± 0,3 2,9 ± 0,2 2,5 ± 0,3 
1 Europeos: novillos ≥ 75%  Angus, ≥ 75% Hereford, F1, retrocruzas,  Limousin x F1. 
Medias de cada genotipo con letras distintas dentro de biotipo difieren 
significativamente (P<0,05). 
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Introdução 

O embrião mamífero diplóide (2n) é formado pela fusão do gameta (1n) 

masculino (espermatozóide) e do gameta feminino (oócito). Uma vez que cada um 

dos genitores fornece para seu descendente um gameta, ou seja, um conjunto 

haplóide de cromossomos, parecia óbvio supor que a contribuição genética 

transmitida por ambos os pais deveria ser idêntica (Watson et al., 1992). Entretanto, 

para alguns genes, isso não é observado. 

Estudos em camundongos transgênicos demonstraram a ocorrência de 

distúrbio de desenvolvimento quando o alelo paterno do gene do fator de 

crescimento semelhante à insulina do tipo 2 (Igf2) foi inativado por mutação, 

enquanto animais portadores da inativação do alelo materno se desenvolveram 

normalmente. Disso concluiu-se que, enquanto o gene Igf2 de origem paterna é 

transcrito, o de origem materna permanece silencioso (Alberts et al., 1994). De 

maneira semelhante, foi observado que embriões de camundongos formados 

exclusivamente por genoma de origem materna (ginogenéticos ou partenogenéticos) 

ou paterna (androgenéticos), produzidos por transferência de pronúcleo ou por 

ativação partenogenética (McGrath & Solter, 1984; Solter, 1988), morrem logo após 

a implantação. Assim, para a embriogênese ser completa, o zigoto deve conter 

ambos os genomas parentais. 

Essas evidências despertaram a curiosidade de diversos pesquisadores que 

buscaram entender a maneira pela qual a expressão de alguns genes é controlada 

por sua origem (materna ou paterna) e os mecanismos e as implicações desse 

evento, o que levou à descoberta de vários genes com expressão dependente da 

origem parental. O “silêncio” de um gene dependente de sua origem foi denominado 

de genomic imprinting − impressão genômica (Kendrew, 1994). O estudo do 

imprinting permite a compreensão de certas doenças humanas, de mecanismos de 
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formação de tumores e de eventos do desenvolvimento e do crescimento em 

mamíferos, além de ser uma possível ferramenta para a seleção animal e de 

fornecer subsídios para o controle de falhas que ocorrem nas biotecnologias com 

embriões. 

 

Definição 

O evento no qual a expressão de um gene depende de sua origem (materna 

ou paterna) é denominado de genomic imprinting (Watson et al., 1992; Alberts et al., 

1994; Jaenisch, 1997). Assim, a atividade de um gene imprinted em cada indivíduo 

depende do sexo do progenitor do qual o alelo foi herdado (Watson et al., 1992), de 

maneira que alguns genes são expressos somente com base nos alelos maternos e 

outros somente pelos paternos (Kendrew, 1994). 

O imprinting é uma modificação epigenética (informação diferente daquela 

codificada pela seqüência de nucleotídeos, isto é, a informação citoplasmática), que 

altera o fenótipo sem modificar o genótipo, é introduzida nos cromossomos, é 

replicada estavelmente durante as divisões celulares e é reversível (Kendrew, 1994). 

O genomic imprinting ocorre em genes autossômicos de mamíferos eutérios 

(que possuem placenta verdadeira) e leva a desvios da herança mendeliana 

(Ruvinsky, 1999). Em plantas angiospérmicas, em marsupiais e em insetos já foi 

descrito fenômeno epigenético semelhante ao genomic imprinting (Toder et al., 

1996; Spielman et al., 2001; Lize et al., 2007). Os genes imprinted possuem algumas 

características em comum: estão dispostos em grupos (o que indica que podem 

sofrer interação) e apresentam assincronia na replicação do DNA, seqüências 

repetitivas e poucos e pequenos íntrons. A maioria dos genes imprinted codifica 

proteínas, mas alguns genes codificam RNA, que não é transcrito, como o H19 

(Sasaki et al., 1995; RUVINSKY, 1999; YOUNG & FAIRBURN, 2000). O imprinting 

dos genes é específico para tecidos e para estádios do desenvolvimento e nem 

todos os genes que são imprinted em uma espécie o são em outra, o que indica 

aquisição evolutiva (Ruvinsky, 1999). 

 

Hipóteses que explicam a ocorrência de imprinting 

Há várias hipóteses que tentam explicar a ocorrência de imprinting e as suas 

conseqüências. Uma teoria baseia-se na idéia do “conflito genético” entre os genes 
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maternos e os genes paternos durante a gestação, também conhecida como 

“batalha dos sexos”. Uma vez que os fetos de mamíferos são nutridos diretamente 

pelos tecidos maternos, para os alelos de origem paterna seria vantajoso promover 

maior crescimento do feto, de modo a aumentar suas chances de espalhar 

descendentes pela população, enquanto os alelos maternos deveriam evitar a 

sobrecarga da mãe e favorecer a manutenção de fetos pequenos para assegurar o 

sucesso do parto e das futuras gestações. Assim, o imprinting seria um 

compromisso entre mãe e feto e entre genes maternos e paternos (Kendrew, 1994; 

Ruvinsky, 1999). Essa teoria prediz o comportamento dos genes Igf2 e do receptor 

do fator de crescimento semelhante à insulina do tipo 2 (Igf2r) com muita acurácia: a 

maior expressão do gene que codifica a proteína IGF-II (gene Igf2) pode aumentar o 

tamanho do feto e, por isso, está sob controle paterno, enquanto o gene que codifica 

o receptor (Igf2r), que se liga ao IGF-II e diminui sua disponibilidade, está sob 

controle materno (Kendrew, 1994). Entretanto, essa teoria não explica a ocorrência 

de imprinting em diversos outros genes. 

A teoria do “modelo de desenvolvimento” sugere que o imprinting seria uma 

aquisição evolutiva e ocorreria em resposta à pressão ambiental, induzindo a rápidas 

mudanças de expressão ou à inativação dos alelos parentais de acordo com a 

necessidade (Beaudet & Jiang, 2002). Entretanto, essa maior capacidade de 

adaptação é controversa, uma vez que a diploidia, ao contrário do imprinting (que se 

assemelha à haploidia), protege contra mutações recessivas deletérias (Wolf & 

Hager, 2006). 

Há também a hipótese do “ovário bomba-relógio”, na qual o imprinting evitaria 

a partenogênese e dessa forma asseguraria a variabilidade genética e protegeria a 

mãe contra doenças malignas do trofoblasto (Varmuza & Mann, 1994; Hagemann et 

al., 1998). Apesar de não ocorrer naturalmente em mamíferos, a partenogênese (ou 

reprodução assexuada) já foi descrita em cerca de 70 espécies de vertebrados, tais 

como cobras e lagartos, dentre esses o dragão-de-comodo, o que traz 

preocupações a respeito da diminuição da variabilidade genética e do aumento dos 

riscos de extinção da espécie (Watts et al., 2006). Um fato interessante é que nas 

espécies de lagarto, em que a fêmea é o sexo heterogamético (possui os 

cromossomos Z e W), o desenvolvimento partenogenético do gameta feminino (sem 

a contribuição do gameta masculino) produzirá somente machos ZZ e WW (Watts et 

al., 2006). 
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Além disso, o imprinting permitiria a vigilância contra a perda de 

cromossomos, de modo a prevenir o câncer e defender o organismo contra a 

invasão de DNA estranho (Jaenisch, 1997). 

 

Principais genes imprinted descritos e suas funções 

No genoma, estima-se a existência de 100 a 1000 genes imprinted (Young & 

Fairburn, 2000). Segundo o catálogo on-line de genes imprinted (IMPRINTED, 

2007), já foram descritos 51 genes imprinted em humanos e 82 em camundongos. 

Entretanto, para os animais de produção, esse número é bem menor: sete em 

bovinos (GTL2, IGF2, IGF2R, NESP55, NNAT, PEG3 e XIST), dez em ovinos (DAT, 

DLK1, GTL2, H19, IGF2, IGF2R, MEG8, MEST, PEG11 e PEG11-AS) e cinco em 

suínos (IGF2, IGF2-AS, IGF2R, PEG10 e PLAGL1)1.  

Os genes imprinted representam menos de 0,1% dos genes em todo o 

genoma, mas possuem funções determinantes em vários processos. Dentre essas 

funções, destacam-se a regulação do crescimento fetal, por IGF2, IGF2R e H19 

(Watson et al., 1992; Kendrew, 1994; Sasaki et al., 1995; Dean et al., 1998); o 

suprimento sangüíneo e a formação da placenta, por IGF2R, INS2 e MASH2 (Loi et 

al., 1998; Tanaka et al., 1999; Young & Fairburn, 2000); a inativação do cromossomo 

X, pelo XIST (Young & Fairburn, 2000); o comportamento materno, pelo Mest 

(Lefebvre et al., 1998); e a aprendizagem, pelo Xrl3b (Davies et al., 2005). 

Em camundongos, os genes de origem materna contribuem para o 

desenvolvimento do embrião propriamente dito, principalmente das estruturas axiais 

(cérebro, tubo neural e somitos), dos órgãos (rim e baço) e do endoderma do saco 

vitelino, enquanto os genes de origem paterna participam no desenvolvimento dos 

tecidos extra-embrionários, especialmente do trofoblasto (Cruz & Pedersen, 1991; 

Kendrew, 1994; Kono, 1998). Dessa maneira, os embriões monoparentais 

(androgenéticos ou partenogenéticos) são incapazes de levar a gestação a termo e 

 
1 GTL2: “Gene trap locus 2” (expressão materna); IGF2: “insulin-like growth factor 2” (expressão 
paterna); IGF2R: “insulin-like growth factor 2 receptor” (expressão materna); NESP55: 
“neuroendocrine secretory protein” (expressão materna); NNAT: “neuronatin” (expressão paterna); 
PEG3: “paternally expressed gene 3” (expressão paterna); XIST: “X (inactive)-specific transcript” 
(expressão paterna); DAT: “DLK1-associated transcripts” (expressão paterna); DLK1: “Delta-like 1” 
(expressão paterna); H19: “H19 gene” (expressão materna); MEG8: “maternally expressed gene 8” 
(expressão materna); MEST: “Mesoderm-specific transcript” (expressão paterna); PEG11: “paternally 
expressed gene 11” (expressão paterna); PEG11-AS: “antisense transcript from PEG11” (expressão 
materna); IGF2-AS: “IGF2-antisense” (expressão paterna);  PEG10: “paternally expressed gene 10” 
(expressão paterna); PLAGL1: “pleiomorphic adenoma gene-like 1” (expressão paterna). 
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morrem durante a fase inicial do desenvolvimento intra-uterino. Entretanto, estudos 

demonstraram que a manipulação do genoma de embriões partenogenéticos, a qual 

levou ao aumento da expressão do Igf2 e à expressão monoalélica do H19, 

normalizou a expressão de 32 outros genes imprinted e possibilitou o nascimento de 

um camundongo partenogenético (Kono et al., 2004). Isso demonstra a intensa 

interação existente entre genes imprinted. 

Esse estudo não foi repetido em outras espécies animais. Assim, em bovinos 

e ovinos, apesar de os genes de origem materna serem capazes de estabelecer o 

tamanho adequado das membranas extra-embrionárias (Hagemann et al., 1998; 

Méo-Niciura, 2005), os embriões partenogenéticos morrem na fase em que o 

desenvolvimento da placenta é crítico para a implantação (Hagemann et al., 1998).  

 

Mecanismos de estabelecimento de imprints 

Assim como a metilação do DNA participa na inativação do cromossomo X e 

na expressão de genes tecido-específicos (Young & Fairburn, 2000), acredita-se que 

a metilação da citosina em sítios de CpG (resíduos de citosina adjacentes a guanina, 

com mais de 50% de CG – ilhas de CpG) participe no imprinting (Alberts et al., 1994; 

Ruvinsky, 1999). A metilação, que ocorre na posição 5 do anel pirimídico da citosina, 

transformando-a em 5-metil-citosina, é estabelecida pelas DNA-metiltransferases 

(Dnmts). As Dnmts são compostas por várias famílias, com diferentes funções: as 

Dnmt1 são metiltransferases de manutenção (ex.: a Dnmt1 mantém a metilação dos 

imprints durante o desenvolvimento) e as Dnmt3 são “de novo” metiltransferases 

(ex.: a Dnmt3a promove a metilação na linhagem germinativa e a Dnmt3L regula o 

estabelecimento do imprinting). Camundongos sem o gene Dnmt não mantêm a 

metilase ativa e morrem enquanto ainda estão na fase embrionária, devido ao 

imprinting incorreto (como o observado no gene Igf2) ou devido à falha na metilação 

de diversos genes que dão suporte ao desenvolvimento, com conseqüentes erros na 

transcrição (Alberts et al., 1994; Lei et al., 1996). 

As ilhas de CpG reguladas por metilação de DNA alelo-específica constituem 

as regiões diferencialmente metiladas (DMRs) que controlam o imprinting e, por isso, 

são chamadas de imprinting control regions (Feil & Berger, 2007). A metilação do 

DNA na região promotora de genes está associada, na maioria dos casos, à inibição 

da transcrição e ao silenciamento gênico. 
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Nos genes imprinted, para que o padrão de metilação seja transmitido aos 

descendentes, é necessário que ele já seja estabelecido nos gametas, durante a 

gametogênese, que é a única fase em que os genomas de origem materna e 

paterna estão fisicamente separados (Sasaki et al., 1995). Da mesma forma, é 

essencial que todos os imprints herdados do espermatozóide e do oócito sejam 

“apagados” nas células germinativas do embrião recém-formado, para que o 

indivíduo produza gametas somente com os padrões de imprints relativos ao seu 

sexo. Portanto, os imprints desaparecem nas células germinativas primordiais 

(Young & Fairburn, 2000) e voltam a aparecer durante a gametogênese, nos 

gametas maduros (Ruvinsky, 1999). 

Durante o desenvolvimento do concepto, há desmetilação global do genoma, 

logo após a fecundação, e o restabelecimento do padrão de metilação acontece no 

estádio de blastocisto, em camundongos, ou no estádio de 8 a 16 células, em 

bovinos (Reik et al., 2001; Mann & Bartolomei, 2002). Entretanto, os genes imprinted 

resistem a essa onda de desmetilação global (Jaenisch, 1997; Ruvinsky, 1999). 

Além da metilação do DNA, a estrutura da cromatina, a acetilação, a 

fosforilação e a metilação das histonas associadas à cromatina e a expressão de 

transcrito antisense e de RNA não-codificante (incluindo microRNA) também 

constituem mecanismos de controle de imprinting (Kendrew, 1994; Ruvinsky, 1999; 

Young & Fairburn, 2000; Spahn & Barlow, 2003). Por um lado, a cromatina muito 

condensada (devido à metilação ou à fosforilação) promove restrição à atividade 

gênica. Por outro lado, a cromatina menos condensada (ou mais aberta; devido à 

acetilação) cria ambiente mais permissivo para a ativação gênica (Jirtle & Weidman, 

2007). Sugere-se que a metilação de DNA esteja associada mecanicamente à 

modificação da histona: a metilação em CpG recruta outras proteínas que se ligam 

ao DNA e atraem enzimas que removem o grupo acetil das histonas, condensando a 

cromatina e limitando a transcrição (Jirtle & Weidman, 2007). Assim, o controle do 

imprinting pode ocorrer por mais de um mecanismo. 

 

Implicações do genomic imprinting 

a) Para o crescimento e o desenvolvimento: 

Em humanos, a alteração em genes imprinted desencadeia diversas 

patologias. A dissomia uniparental do cromossomo 15q11-13, quando de origem 
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materna, provoca a síndrome de Prader Willi e, quando de origem paterna, a 

síndrome de Angelman. A dissomia ou a trissomia parcial do cromossomo 11p15.5 

de origem paterna desencadeia a síndrome de Beckwith-Wiedemann, que provoca 

supercrescimento fetal, provavelmente devido à expressão excessiva do Igf2. O 

aumento ou a diminuição da expressão de genes imprinted pode contribuir em 

alguns casos de câncer, como o tumor de Wilms e o rabdomiossarcoma provocados 

por dissomia paterna do cromossomo 11p. É ignorado se a carcinogênese é afetada 

pela superexpressão de fatores de crescimento imprinted ou pela inativação 

epigenética de genes supressores de tumor (Kendrew, 1994). 

Outro caso de patologia provocada por imprinting é a doença de Huntington, 

que é letal no adulto e cuja idade de aparecimento dos sintomas varia, mas é mais 

precoce em filhos de pai afetado pela doença. A diabetes melito dependente de 

insulina (diabetes juvenil) é menos transmitida aos descendentes de mulheres 

afetadas do que aos de homens afetados pela doença (Solter, 1988). Nas fêmeas 

com síndrome de Turner (X0), o fenótipo cognitivo e o fenótipo social dependem de 

qual X está presente (de origem paterna ou materna). Efeitos de origem parental 

também ocorrem em outras condições neuro comportamentais, como autismo, 

doença de Alzheimer, desordem bipolar e esquizofrenia (Jirtle & Weidman, 2007). 

 

b) Nas biotecnologias com embriões: 

O cultivo in vitro e outras manipulações de embriões, no momento em que os 

imprints são estabelecidos ou mantidos, são candidatos em potencial à indução de 

erros que podem levar a anomalias e a contribuir para a baixa eficiência observada 

em muitos desses procedimentos. 

Os componentes do meio de cultivo podem interagir com os genes imprinted 

e provocar modificações epigenéticas, como a remoção de metilações. Oócitos 

coletados para a produção de embriões podem ser oriundos de folículos imaturos ou 

atrésicos e que, normalmente, não ovulariam e poderiam apresentar defeitos de 

imprinting (Young & Fairburn, 2000). 

Em humanos, as tecnologias de reprodução assistida, tais como a injeção 

espermática intracitoplasmática e a fecundação in vitro, aumentam a incidência de 

patologias relacionadas às falhas de imprinting (Cox et al., 2002; DeBaun et al., 

2003). Em camundongos, foi observada expressão anômala do gene H19 após 
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intensa manipulação dos embriões (Sasaki et al., 1995). Em bovinos e ovinos 

produzidos in vitro, a síndrome do bezerro gigante pode ser causada por diversos 

genes imprinted com expressão alterada (Young & Fairburn, 2000). 

O padrão de metilação dos genes é essencial para o sucesso dos programas 

de clonagem a partir de células somáticas. Os núcleos derivados de células 

somáticas possuem padrão específico de metilação, diferente daquele do embrião 

precoce. Dessa maneira, para que a clonagem tenha sucesso, o padrão somático de 

metilação deve ser apagado e transformado em embrionário (reprogramação 

nuclear), sem que os genes imprinted sejam alterados. Uma vez que isso nem 

sempre ocorre, defeitos no crescimento da placenta e falhas no suprimento 

sangüíneo são observados em clones de bovinos, tanto devido às alterações da 

metilação do DNA (Bourc’his et al., 2001; Dean et al., 2001; Kang et al., 2001; Cezar 

et al., 2003) como devido à expressão anormal de genes imprinted (Rideout III et al., 

2001; Niemann et al., 2002; Zhang et al., 2004). Foi observada redução de 

expressão de IGF2 e de IGF2R em fetos e em placentas de clones bovinos (Perecin, 

2007) e de H19 e de IGF2 em placenta de clones bovinos a termo (Yamazaki, 2006). 

A redução da expressão do H19 foi ainda mais marcante na placenta de clones 

fêmeas, o que sugere que o processo de reprogramação de alguns genes pode ser 

influenciado pelo sexo do concepto (Yamazaki, 2006). 
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c) Na produção animal: 

É possível que o conhecimento do mecanismo (paterno ou materno) usado 

por um gene para entrar na próxima geração possa ser adotado em alguns 

programas de seleção animal (Ruvinsky, 1999). 

Em suínos, a investigação do papel do imprinting na composição corporal 

identificou quatro quantitative trait loci (QTL) imprinted (iQTL): um de expressão 

paterna para espessura de toucinho no cromossomo 2; um de expressão materna 

para deposição de gordura no cromossomo 7; e um de expressão paterna e outro de 

expressão materna para gordura intramuscular no cromossomo 6 (Koning et al., 

2000). Para características reprodutivas, foram encontrados iQTLs de expressão 

materna relacionados ao número de leitões natimortos no cromossomo 14 e ao 

número de fetos mumificados no cromossomo 2; e de expressão paterna 

relacionados à idade à puberdade no cromossomo 15, ao número de tetos nos 

cromossomos 1, 6 e 15, e ao número de fetos mumificados no cromossomo 6 (Holl 

et al., 2004). Por mapeamento fino, um iQTL, com efeito sobre massa muscular no 

cromossomo 2 suíno, foi mapeado em um segmento cromossômico de ~250 kb, o 

qual continha os genes de expressão paterna INS e IGF2 (Nezer et al., 2003). 

Diferenças na gestação de bardotos (jumenta x cavalo) e de mulas (égua x 

jumento) podem ser atribuídas ao imprinting, que influencia a produção do hormônio 

eCG (Ruvinsky, 1999). 

 

Identificação de genes imprinted 

Genes imprinted podem ser identificados pela utilização de animais 

portadores de dissomia uniparental ou de translocações cromossômicas; pela 

avaliação da expressão diferencial entre conceptos androgenéticos e 

partenogenéticos (por hibridização subtrativa ou differential display); e, também, pela 

avaliação de genes candidatos conhecidamente imprinted em outras espécies.  Além 

disso, genes imprinted podem ser inferidos pela identificação de ilhas de CpG, com o 

auxílio de programas (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/), e de DMRs em genes 

candidatos. O estado de metilação das DMRs pode ser determinado por meio de 

digestão do DNA com enzimas de restrição sensíveis à metilação2 ou por tratamento 

 
2 A digestão do DNA com enzima de restrição sensível à metilação (tais como CfoI, HpaII, MaeII, 

MluI, NotI e XhoI) promove clivagem somente do alelo não-metilado. 
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com bissulfito seguido de seqüenciamento ou de reação em cadeia da polimerase 

(PCR) de metilação-específica3 (Trinh et al., 2001). Entretanto, a confirmação do 

imprinting se dá por meio da avaliação da expressão gênica alelo-específica 

parental4. 

Uma vez que essas técnicas são laboriosas e só permitem a avaliação de 

poucos genes, tem-se utilizado o mapeamento genético para identificação de genes 

imprinted baseado em mapas de ligação. Para tanto, métodos estatísticos que 

incorporam o genomic imprinting no mapeamento genético de QTLs estão sendo 

desenvolvidos (Cui, 2007). Nessas análises, o efeito de imprinting deve ser 

diferenciado do efeito materno5. 

 

Considerações finais 

Além do código genético, fatores citoplasmáticos ou epigenéticos interferem 

na expressão gênica. A expressão de alguns genes controlada pela sua origem, 

materna ou paterna, denominada de genomic imprinting, derrubou algumas bases 

genéticas estabelecidas e contribuiu para a compreensão de diversos fenômenos 

anteriormente inexplicados. 

 
3 O tratamento do DNA com bissulfito de sódio converte as citosinas não-metiladas em uracilas 

(transformação do DNA com bissulfito). Posteriormente, faz-se a amplificação do DNA transformado 

por PCR. Para isso, duas estratégias podem ser utilizadas: 1) utilização de primers desenhados para 

cobrir os sítios potenciais de metilação: PCR de metilação-específica (duas reações separadas, uma 

com primers para segmento metilado e outra para não-metilado); 2) amplificação com primers que 

evitam sítios de CpG, seguida de análise do produto por seqüenciamento (seqüenciamento com 

bissulfito) ou por digestão com enzima de restrição (combined bissulfite restriction analysis). 
4 Comparação entre as seqüências de produtos de RT-PCR e de PCR de DNA genômico, em 

indivíduos heterozigotos (com polimorfismos conhecidos), visando à determinação da origem parental 

do alelo expresso. 
5 A expressão de um gene imprinted depende do sexo do parente do qual ele foi herdado e, como 

resultado, os heterozigotos recíprocos podem apresentar diferentes fenótipos (o indivíduo que herdou 

o alelo A1 da mãe e o alelo A2 do pai possui fenótipo diferente do indivíduo que herdou o A1 paterno e 

o A2 materno). Em contraste, o efeito materno surge quando, além da herança direta dos alelos, as 

características genéticas e as ambientais (fenótipicas) da mãe influenciam o fenótipo da progênie. 

Esses efeitos contribuem para a semelhança entre filhos da mesma mãe e entre mãe e filhos para 

características como crescimento da progênie, produção e suscetibilidade a doenças (Santure & 

Spencer, 2006). 
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O imprinting participa na regulação do crescimento do feto, no suprimento 

sangüíneo e na formação da placenta, na supressão de tumores, na proteção do 

organismo contra DNA estranho, na memória celular, na expressão de hormônios e 

na produtividade de animais, entre outros. Portanto, tal mecanismo é de extrema 

importância para a vitalidade do organismo e para a realização plena de suas 

funções. Dessa maneira, o imprinting anômalo pode acarretar falhas no 

desenvolvimento e no crescimento, no surgimento de doenças humanas e animais, 

na formação de tumores e no envelhecimento celular. 

Portanto, o estudo dos mecanismos de imprinting, das suas implicações e das 

suas possibilidades de correção faz-se necessário, pois pode facilitar a 

compreensão de diversos mecanismos fisiológicos, trazer benefícios à saúde 

humana e animal e servir como ferramenta na seleção de animais superiores. 
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MicroRNA: UMA NOVA CLASSE DE MODULADORES DA EXPRESSÃO GÊNICA 
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MicroRNAs (miRNAs) são uma classe abundante de moléculas pequenas de 

RNA não-codificante, de aproximadamente 22 nucleotídeos de comprimento, com 

capacidade de regular a expressão gênica por meio de controle da tradução ou da 

degradação do RNA mensageiro (RNAm) (Ambros et al., 2003). Estes microRNAs 

foram originalmente descobertos em Caenorhabditis elegans, como reguladores 

pós-transcricionais de genes envolvidos com o processo de desenvolvimento (Lee et 

al., 1993; Ambros et al., 2003), e agora são identificados em todos os organismos 

multicelulares, com a capacidade de modular a expressão de centenas de genes 

(Lim et al., 2005; Shingara et al., 2005). Eles atuam em vários processos biológicos, 

entre eles a morfogênese do cérebro (Giraldez et al., 2005), a degradação de RNAm 

materno durante o início do desenvolvimento (Giraldez et al., 2006), a secreção de 

insulina (Poy et al., 2004), a proliferação e a diferenciação de cardiomiócito (Zhao et 

al., 2005), a tumorigênese, a defesa viral (Lecellier et al., 2005), a diferenciação 

hematopoiética (Chen & Lodish, 2005), o desenvolvimento embrionário (Tang et al., 

2007) e o desenvolvimento muscular (McCarthy & Esser, 2007). 

Os microRNAs são transcritos na forma de miRNA primário pela enzima RNA-

polimerase II e contêm um cap 5’ e uma cauda poli-A característicos (Lee et al., 

2002; Smalheiser, 2003; Cai et al., 2004). MicroRNAs também podem ser transcritos 

como parte do íntron de um RNAm primário. Enquanto ainda no núcleo, o miRNA 

primário apresenta a estrutura secundária do tipo grampo, que é reconhecida e 

clivada pela enzima Drosha, uma RNAse que reconhece RNA de fita dupla (Lee et 

al., 2003). A molécula resultante é um RNA de fita dupla de aproximadamente 70 

nucleotídeos, na forma de grampo, e com terminais protuberantes na extremidade 5’ 

ou 3’. Esta estrutura é denominada pré-miRNA (Figura 1). Este pré-microRNA é 

então transportado do núcleo para o citoplasma por uma proteína conhecida com 

Exportin-5 (Yi et al., 2003; Lund et al., 2004) (Figura 1). No citoplasma, a enzima 
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Dicer, membro da superfamília de RNAse III, cliva este pré-miRNA (Lee et al., 2003; 

Yi et al., 2003) em uma molécula de RNA de fita dupla, com extremidades 5’ e 3’ 

protuberantes (Lund et al., 2004). Uma das fitas de RNA (de aproximadamente 22 

nucleotídeos) associa-se com o complexo de silenciamento de RNA induzido (RISC) 

e transforma-se na forma ativa e madura do miRNA. Esta forma madura modula a 

expressão gênica por meio de interação com regiões específicas da porção 3’ dos 

RNAm (Schwarz et al., 2003) (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Biogênese e modo de ação dos microRNAs. 

 

A maneira exata pela qual os miRNAs modulam a expressão gênica ainda 

não está totalmente elucidada. Estudos recentes apontam que os mecanismos são 

pós-transcricionais, envolvendo a inibição da tradução nas fases de iniciação e de 

elongação, ou levando diretamente à degradação do RNAm-alvo. Estudos sugerem 

que os microRNAs reconhecem o RNAm-alvo por interações de pareamento de 

bases entre a extremidade 5’ do microRNA e de seqüências complementares na 

região 3’UTR do RNAm-alvo (Nilsen, 2007). 

O padrão de expressão dos miRNAs é diferente nos diversos tecidos (Barad 

et al., 2004; Liu et al., 2004; Farh et al., 2005; Lim et al., 2005; Shingara et al., 2005) 
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e a abundância de um miRNA específico varia de algumas cópias a mais de 30.000 

moléculas por célula (Chen et al., 2005). 

Até o momento, 4.321 miRNA já foram descritos: 474 em humanos, 98 em 

bovinos, 149 em aves e 54 em suínos (miRBASE, 2007). Programas de 

bioinformática e experimentos de clonagem desenvolvidos para identificar miRNAs 

no genoma sugerem a existência de aproximadamente 800 miRNAs no genoma 

humano. Estes programas buscam em bancos de dados genômicos por seqüências 

de aproximadamente 70 bases, que apresentem potencial de formar um RNA de fita 

dupla estável e que seja conservado entre espécies (uma lista dos programas pode 

ser encontrado em Kim & Nam, 2006). 

A comprovação da existência de um novo miRNA deve ser feita utilizando-se 

estratégias independentes e complementares, ou seja, é preciso que o miRNA seja 

detectado (por Northern blot ou por clonagem, por exemplo) e que a seqüência do 

miRNA primário, obtido da seqüência genômica da espécie em estudo, tenha 

capacidade de formar a estrutura de RNA de fita dupla característica dos miRNAs 

(Ambros et al., 2003). 

A clonagem de miRNAs pode ser feita com a construção de bibliotecas de 

DNA complementar (cDNA) com base na fração de RNA de baixo peso molecular, 

de tamanho entre 15 e 25 bases. Estas bibliotecas permitem a clonagem dos 

microRNAs expressos em um tecido de interesse. Neste caso, um cuidado especial 

deve ser observado no processo de extração de RNA total, pois alguns métodos de 

purificação do RNA podem eliminar a fração de baixo peso molecular. Uma vez 

obtido o RNA total, diferentes procedimentos podem ser utilizados para enriquecer a 

amostra com RNA de baixo peso molecular. As estratégias para esta etapa variam 

desde a precipitação do RNA de alto peso molecular com polietilenoglicol, até a 

utilização de colunas ou de sistema de eletroforese para o isolamento das moléculas 

menores. A fração enriquecida de RNA com fragmentos de 15 a 25 bases é isolada 

em gel de acrilamida. Após a eluição do gel, adaptadores são ligados aos RNAs pela 

ação de uma RNA-ligase. Estes adaptadores utilizados são compostos de 

oligonucleotídeos modificados com o objetivo de facilitar a ligação dos adaptadores 

com o RNA e de impedir a ligação dos adaptadores entre si. Após a ligação, uma 

transcrição reversa é realizada a partir de um primer complementar ao adaptador 3’. 

Finalmente, é feita uma reação em cadeia da polimerase (PCR) a partir de primers 



 70
complementares aos adaptadores, com posterior clonagem e seqüenciamento. A 

Figura 2 ilustra as etapas empregadas para a clonagem de miRNAs. 

 

Síntese de cDNA, 
clonagem e 

seqüenciamento 
 

Isolamento de RNA de 15 a 
25 bases 

Ligação do 
Adaptador 5’ 

 

Ligação do 
Adaptador 3’ 

 
 

Figura 2. Metodologia utilizada para clonar e identificar microRNAs. 

 

Uma vez identificado um novo microRNA, este precisa ser validado pelos 

critérios de formação de fita dupla e de conservação entre espécies. Como o miRNA 

clonado representa o miRNA maduro, de aproximadamente 22 bases, é necessário 

identificar as regiões genômicas que flanqueiam o miRNA. Isto pode ser feito com o 

auxílio dos bancos do National Center for Biotechnology Information (NCBI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ou da University of California, Santa Cruz (UCSC;  

http://genome.ucsc.edu/). Para exemplificar, apresentamos a seguir as etapas 

necessárias para validar a identidade de um miRNA. Como exemplo, utilizamos o 

hsa-mir-26a, um miRNA identificado em seres humanos (Figura 3). 
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Sequencia do miRNA obtida de uma biblioteca de cDNA

Sequencia genômica flanqueando o hsa-mir-26a 
GGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC

 

 1-1-
 hshsa-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC 

 2-
 GU

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 3. Etapas que envolvem bioinformática para a validação de um novo 
microRNA. 
 

A importância desta nova classe de pequenos RNAs não-codificantes para a 

produção animal foi elegantemente comprovada em trabalho realizado pela equipe 

do Dr. Michel George, da Bélgica (Clop et al., 2006). Nesse estudo, o quantitative 

trait locus (QTL) que controla o fenótipo de musculosidade observado em ovinos da 

raça Texel foi mapeado no cromossomo 2, em um intervalo que continha o gene 

GDF-8. No entanto, o seqüenciamento da região codificante do gene GDF-8 não 

revelou polimorfismos nesta região. A mutação foi identificada na região 3’ não 

traduzida (3’UTR) do gene GDF-8 e associada à característica de musculosidade 

observada em animais Texel. Os autores observaram que a mutação nesta região 

criava um sítio de interação com os microRNAs mir1 e mir206, normalmente 

expressos no tecido muscular. Estudos de imunodetecção revelaram que animais 

portadores da mutação possuem um terço do nível de miostatina (GDF-8) observado 

no soro de animais normais. Estudos de expressão do gene GDF-8 em animais 

UGUGCAGGUCCCAAUGGGCCUAUUCUUGGUUACUUGCACGGGGACGC

obtida por alinhamento da sequencia clonada com sequencia genômica. Pode ser 
alizado por Blat no site da UCSC).

a-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC 

Sequencia do miRNA obtida de uma biblioteca de cDNA

Sequencia genômica flanqueando o hsa-mir-26a 
GGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC

2-

(
re

GU UGUGCAGGUCCCAAUGGGCCUAUUCUUGGUUACUUGCACGGGGACGC

obtida por alinhamento da sequencia clonada com sequencia genômica. Pode ser 
alizado por Blat no site da UCSC).

(
re

3- Estrutura secundário do hsa-mir-26a  3- Estrutura secundário do hsa-mir-26a  

4- Conservação entre espécies da região genômica que contem a sequencia do hsa-mir-26a  

(pode ser obtida com o programa mfold (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html)

btido no site da UCSC)

4-

(o
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heterozigotos para a mutação revelaram que a abundância do RNAm do alelo 

normal da miostatina era 1,5 vezes superior à do alelo mutante. Estes dois 

resultados estão de acordo com o mecanismo de ação proposto para os miRNA, ou 

seja, na regulação da tradução e na alteração da estabilidade do RNAm de um 

gene-alvo. 

Esta nova classe de RNA adiciona mais um nível de complexidade no já 

intricado mecanismo de controle da expressão gênica e ao mesmo tempo abre 

novas perspectivas para que possamos avançar o nosso conhecimento sobre as 

bases moleculares que controlam a variabilidade fenotípica observada nos seres 

vivos. 
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Proteoma é o conjunto de proteínas que, sob determinadas condições, são 

codificadas e expressas por um genoma. A análise proteômica, cuja definição é o 

conjunto de metodologias analíticas empregadas para caracterizar (qualitativamente 

e quantitativamente) um proteoma, trata-se da área interdisciplinar da ciência que 

agrega principalmente química, biologia e informática. A sinergia oriunda de 

tamanha interdisciplinaridade faz-se necessário num cenário em que se pretende 

estudar a função e o comportamento dos genes com base na identificação das 

proteínas por eles codificadas e por eles expressas. Neste contexto, muitas vezes é 

necessário não somente determinar o conjunto e a quantidade de proteínas 

presentes em uma amostra, o que por si só apresenta alto grau de dificuldade, mas 

também caracterizar as inúmeras e as comumente presentes isoformas das 

proteínas, produto de modificações pós-traducionais que elas sofreram, e por fim as 

interações dessas proteínas (Aebersold & Mann, 2003; Tyers & Mann, 2003; Ong & 

Mann, 2005). Tais estudos são tipicamente desafiadores, devido ao alto grau de 

complexidade das amostras e à baixíssima concentração de determinadas 

proteínas, o que requer o uso de técnicas analíticas extremamente sensíveis. Assim, 

a espectrometria de massa (MS) trata-se da ferramenta ideal para aplicações 

proteômicas, fato esse atribuído à sua capacidade de analisar proteínas e peptídeos 

com alta especificidade, precisão, velocidade e sensibilidade. 

 

Estratégias para abordar um estudo proteômico: bottom-up vs. top-down 
Existem basicamente duas maneiras de se abordar um estudo proteômico no 

que diz respeito à estratégia empregada para analisar a amostra por espectrometria 

de massa (MS); elas são classificadas em bottom-up e top-down (McLafferty, 2001; 

Bogdanov & Smith, 2004). No caso da abordagem bottom-up é necessário isolar a(s) 

proteína(s) de interesse, realizar procedimento de clivagem enzimática e então 

submeter os peptídeos formados à análise por MS. Em posse desses resultados, 
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ferramentas de busca procuram correlacionar os dados obtidos com as informações 

contidas em bancos de dados de proteínas, permitindo assim sua identificação 

(Figura 1). Essa abordagem é a mais comumente empregada, uma vez que mesmo 

espectrômetros de massa relativamente simples e de baixo custo são capazes de 

fornecer resultados satisfatórios para a análise de peptídeos. No entanto, um arranjo 

do tipo bottom-up que empregue uma única enzima apresentará a desvantagem de 

tipicamente proporcionar baixa cobertura da seqüência de aminoácidos constituinte 

da proteína; todavia, algo em torno de 50% já é considerado positivo (Wilm et al., 

1996; Kelleher et al., 1999). Ou seja, apenas uma parte dos peptídeos originados 

pela clivagem enzimática é analisada ou fornece dados confiáveis para 

interpretação. Em decorrência da baixa taxa de cobertura inerente ao arranjo 

experimental do tipo bottom-up, surge outra limitação desta estratégia, que é a 

restrita capacidade de prover informações inerentes às modificações pós-

traducionais. É intuitivo concluir que, se uma baixa cobertura de aminoácidos é 

obtida, a chance de não analisar aminoácidos que porventura estejam modificados 

seja maior (Figura 1; Kelleher et al., 1999). Porém, no arranjo top-down a amostra de 

proteína(s) é submetida diretamente à análise por MS, ou seja, intacta. 

Primeiramente, deve-se determinar, com grande exatidão, a massa molecular da 

proteína em questão e posteriormente realizar estágios de fragmentação da proteína 

que proporcionam a identificação de pequenos trechos de seqüência e que 

permitem a identificação da proteína (Figura 1). Nessa abordagem, a cobertura da 

seqüência é total. No entanto, essa estratégia requer o uso de espectrômetros de 

massa de altíssima resolução e de altíssima exatidão (e, por conseqüência, de 

altíssimo custo), que até pouco tempo atrás não eram sequer comercialmente 

disponíveis (Bogdanov & Smith, 2004). 
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Figura 1. Esquema de comparação das estratégias bottom-up e top-down, 
empregadas em análise proteômica. MS: espectrometria de massa; MM: massa 
molecular. 
 

Assim, o altíssimo custo dos equipamentos requeridos para a abordagem top-

down faz com que a estratégia mais tradicional ganhe espaço e, mesmo que com 

limitações, seja a mais largamente empregada. 

 

Detalhamento de um estudo proteômico com emprego da abordagem bottom-

up 
Em linhas gerais, é possível descrever um estudo proteômico que use a 

estratégia bottom-up em seis etapas (Figura 2), que são descritas a seguir:  

i) As proteínas a serem analisadas devem ser primeiramente extraídas de 

lisados celulares ou de tecidos e submetidas a etapas de separação (eletroforese 

unidimensional ou bidimensional, cromatografia líquida). 

ii) Após a etapa de obtenção e de purificação, o próximo passo é converter 

a(s) proteína(s) isolada(s) em um conjunto de peptídeos. Isso é feito com o uso de 

enzimas que promovem a clivagem das proteínas em pontos específicos. 

iii) Os peptídeos obtidos podem ser separados por meio da técnica de 

cromatografia líquida (unidimensional ou multidimensional), ionizados e transferidos 
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(usando as técnicas de electrospray ou de matrix-assisted laser desorption and 

ionization) para o analisador de massa. 

iv) Nesta etapa, o espectro de massa dos peptídeos oriundos da digestão 

enzimática é adquirido. Este resultado indica a relação entre a massa e a carga 

(m/z) e conseqüentemente a massa molecular dos peptídeos. Para esse tipo de 

dado experimental, dá-se o nome de peptide mass fingerprint (PMF). 

v) Os peptídeos previamente detectados durante o PMF (chamados de íons 

precursores) são isolados e submetidos à fragmentação por colisão com moléculas 

de um gás inerte, tal como argônio, nitrogênio ou hélio. Os fragmentos formados são 

então analisados e o espectro obtido é chamado espectro de fragmentação ou 

MS/MS. 

vi) Ao final do processo, os resultados inerentes à massa molecular dos 

peptídeos, obtida com base no PMF, bem como a informação relativa à seqüência 

de aminoácidos dos peptídeos, contida nos espectros de fragmentação (MS/MS), 

são usados pelo software de busca para “localizar” as proteínas nos bancos de 

dados. Os programas mais conhecidos e comumente mais empregados são o 

Sequest (Eng et al., 1994) e o Mascot (Perkins et al., 1999). 
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Figura 2. Esquema ilustrativo das seis etapas que comumente integram um estudo 
proteômico com o emprego de espectrometria de massa (MS). SDS-PAGE: 
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilssulfato de sódio; LC: 
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cromatografia líquida; ESI: electrospray; MALDI: matrix-assisted laser desorption and 
ionization; PMF: peptide mass fingerprint.  
 

A separação das proteínas por meio da técnica de eletroforese bidimensional 

e a subseqüente identificação por MS trata-se da estratégia mais empregada em 

análise proteômica (Suckau et al., 2003). A união dessas tecnologias mostra-se 

ainda mais interessante quando se pretende realizar análises comparativas entre 

amostras em diferentes condições. Isso inclui, por exemplo, a comparação entre 

amostras de pessoas sadias e amostras de pessoas doentes, quando se objetiva 

encontrar proteínas diferentemente expressas, as quais podem servir de 

biomarcadores. Além da informação qualitativa, a eletroforese bidimensional é capaz 

de prover resultados quantitativos, o que possibilita o monitoramento dos níveis de 

expressão das espécies de interesse. Nesse quesito, a tecnologia denominada 

differential gel electrophoresis (DIGE) constitui o estado da arte. 

Apesar dos recentes e dos promissores avanços em tecnologias alternativas 

e complementares (principalmente a cromatografia capilar multidimensional), a 

eletroforese bidimensional é atualmente a única técnica que pode ser rotineiramente 

aplicada para a separação de misturas verdadeiramente complexas de proteínas, 

tais como lisados celulares. 

 

Eletroforese bidimensional 
A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-E) é uma técnica de 

separação largamente usada para a análise de misturas complexas de proteínas 

extraídas de células, de tecidos ou de outras amostras biológicas. Esta técnica 

promove a separação das proteínas em duas dimensões, de acordo com duas 

propriedades independentes. Na primeira dimensão, a focalização isoelétrica, as 

proteínas são separadas de acordo com seus pontos isoelétricos. A segunda 

dimensão, a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilssulfato de 

sódio (SDS-PAGE), separa as proteínas de acordo com sua massa molecular 

relativa (Figura 3; Görg et al., 2004). Uma vez realizada a separação eletroforética 

bidimensional, é necessário fazer a coloração do gel, a fim de visualizar o resultado 

obtido. A seleção do procedimento de visualização apropriado é tão importante 

quanto a técnica de análise de proteínas empregada. Sensibilidade, simplicidade, 

velocidade e integração do procedimento com etapas futuras (por exemplo, análise 



 

 

80

subseqüente de um spot por MS) são critérios importantes para a escolha do 

método de coloração. Os métodos mais comumente empregados são a coloração 

com prata e com corantes orgânicos, tais como o azul-de-comassie (Comassie blue; 

Candiano et al., 2004). 
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Figura 3. Esquema que mostra as etapas envolvidas no processo de separação de 
uma mistura de proteínas por eletroforese bidimensional. Na primeira dimensão, a 
separação ocorre de acordo com o ponto isoelétrico, enquanto a massa molecular 
(MM) relativa das proteínas é a propriedade usada para a separação na segunda 
dimensão. DTT: ditiotreitol; SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida com 
dodecilssulfato de sódio. 
 

Espectrometria de massa (MS) 
A MS é uma técnica que mede a relação entre a massa e a carga (m/z) de 

moléculas ionizadas em fase gasosa. De maneira geral, um espectrômetro de 

massa é constituído por uma fonte de ionização, um analisador de massa, um 

detector e um sistema de aquisição de dados. Na fonte de ionização, as moléculas 

são ionizadas e transferidas para a fase gasosa. No analisador de massa, os íons 

formados são separados de acordo com sua relação m/z e posteriormente 

detectados (usualmente por elétron-multiplicadoras). 

Até a década de 1980, a necessidade de ionizar as moléculas para obter um 

espectro de massa era um grande obstáculo enfrentado no caso de moléculas 
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biológicas de alta massa molecular. Nos métodos de ionização disponíveis na 

época, as moléculas a serem ionizadas deveriam estar em fase gasosa, sob alto 

vácuo e a alta temperatura, condições incompatíveis com biomoléculas. Esse 

problema foi resolvido com o surgimento de técnicas brandas de ionização, 

electrospray (ESI) (Fenn et al., 1989) e matrix-assisted laser desorption and 

ionization (MALDI) (Karas & Hillenkamp, 1988), estabelecidas no final daquela 

década. Outro avanço tecnológico relevante que contribuiu para o desenvolvimento 

da MS foi a conjugação de analisadores de massa em seqüência (MS/MS). Tal 

arranjo aumentou muito o poder de resolução e a sensibilidade da técnica, tornando-

a praticamente obrigatória nas análises de moléculas biológicas. Com esta técnica é 

possível fragmentar uma molécula ionizada por meio da colisão com um gás inerte 

(argônio, hélio, nitrogênio). A análise da massa dos fragmentos obtidos fornece 

informações sobre a estrutura da molécula original e isso permite determinar, por 

exemplo, a seqüência de aminoácidos de um peptídeo ou a alteração de algum 

resíduo de aminoácido (Steen & Mann, 2004). 

 

Software de busca de proteínas em bancos de dados: sistemática de busca 
Os programas de busca mais comumente empregados para a identificação de 

proteínas em bancos de dados com base em dados de MS são o Sequest (Eng et 

al., 1994) e o Mascot (www.matrixscience.com; Perkins et al., 1999). Ambos os 

programas correlacionam espectros de massa de fragmentação (não interpretados) 

de peptídeos com seqüências de aminoácidos de proteínas registradas em bancos 

de dados (Chamrad et al., 2004). Além disso, esse software também tem a 

capacidade de usar seqüências de nucleotídeos para fazer tal correlação. Para isso, 

esses programas primeiramente simulam as seqüências primárias das proteínas 

correspondentes àquelas seqüências de nucleotídeos encontradas nos bancos de 

genes, utilizando-se do código genético universal; posteriormente, eles simulam a 

fragmentação destas seqüências primárias. De forma geral, estes programas têm 

como objetivo encontrar, em determinado banco de dados, a seqüência de 

aminoácidos que melhor descreve os íons – fragmentos encontrados em um 

espectro. As seqüências-candidatas são procuradas nos bancos de dados de acordo 

com a massa molecular do peptídeo (informação adquirida na etapa do PMF) e com 

o espectro de fragmentação (MS/MS) obtido para cada peptídeo. 
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No Sequest, uma técnica de processamento do sinal chamada autocorrelação 

é usada a fim de determinar matematicamente a sobreposição entre o espectro 

teórico, derivado de cada seqüência obtida no banco de dados em questão, e o 

espectro obtido experimentalmente. O resultado de tal sobreposição é expressa 

quantitativamente em termos de um escore para cada peptídeo (Xcorr). O Xcorr é um 

parâmetro que depende de diversos fatores, tais como estado de carga do peptídeo 

e tamanho do banco de dados que está sendo usado para a busca. Assim, a 

avaliação de um segundo escore, classificado como ΔCn, faz-se necessária para que 

a confiabilidade do resultado obtido seja aumentada. Esse parâmetro é definido pela 

diferença entre os valores de Xcorr obtidos da seqüência de aminoácidos que 

alcançou o maior Xcorr e a seqüência subseqüente. Na literatura, diferentes critérios 

são usados para classificar uma determinação como satisfatória ou não. De forma 

geral, estes valores são: Xcorr > 3,75 para peptídeos com carga +3, Xcorr > 2,2 para 

peptídeos com carga +2 e Xcorr > 1,9 para peptídeos com carga +1. Em todos os 

casos descritos, ΔCn > 0,10 é exigido para que a determinação seja considerada 

suficientemente confiável (Washburn et al., 2001; Sadygov et al., 2004). 

O Mascot também envolve o cálculo de fragmentos teoricamente preditos 

para todos os peptídeos de um banco de dados de acordo com a massa do íon 

precursor, previamente determinada. Os valores de m/z dos fragmentos preditos são 

comparados com os valores obtidos experimentalmente. A probabilidade de que o 

valor de m/z de um fragmento teoricamente obtido coincida, de maneira randômica, 

com o valor de m/z de um fragmento obtido experimentalmente é calculado e 

expresso pelo negativo do logaritmo desse número (escore). Assim, quanto maior for 

o valor obtido, menor será a probabilidade de que este resultado seja fruto de uma 

“coincidência”. Esse programa fornece para cada busca submetida um valor-limite 

(dependendo das condições usadas para a busca) a partir do qual o valor obtido 

indica que a determinação possui probabilidade inferior a 5% de ser um evento 

randômico (Perkins et al., 1999). 

A Figura 4 mostra um esquema detalhado da sistemática de busca 

empregada pelos principais programas de busca de identificação de proteínas em 

bancos de dados (Mascot e Sequest). 

 



 

 

83

MS

PMF (MM)

MS/MS (sequência de aminoácidos)

B
an

co
de

 d
ad

os
 d

e 
pr

ot
eí

na
s

peptídeo em estudo

(S
w

is
sP

ro
t, 

B
C

B
I, 

M
SD

B
, …

)

Digestão teórica (in silico) com a enzima escolhida

Levando em consideração o erro da medida, a proteína do banco de dados 
possue algum peptídeo com a mesma MM do peptídeo em estudo?

1a. Proteína do 
banco de dados

Peptídeos formados (teoricamente)

Se a resposta for NÃO, outra proteína deve ser avaliada

Se a resposta for SIM, os espectros de MS/MS devem ser comparados

Nesse exemplo, existe um peptídeo com MM coincidente (*)

*

MS

PMF (MM)

MS/MS (sequência de aminoácidos)

B
an

co
de

 d
ad

os
 d

e 
pr

ot
eí

na
s

peptídeo em estudo

(S
w

is
sP

ro
t, 

B
C

B
I, 

M
SD

B
, …

)

Digestão teórica (in silico) com a enzima escolhida

Levando em consideração o erro da medida, a proteína do banco de dados 
possue algum peptídeo com a mesma MM do peptídeo em estudo?

1a. Proteína do 
banco de dados

Peptídeos formados (teoricamente)

Se a resposta for NÃO, outra proteína deve ser avaliada

Se a resposta for SIM, os espectros de MS/MS devem ser comparados

Nesse exemplo, existe um peptídeo com MM coincidente (*)

*

 

m/z

%

ExperimentalExperimental

m/z

%

Teórico

Correlação entre os espectros

Cálculo dos “scores”
MASCOT

Score  = - log P
onde P é a probabilidade de que um 

“ match” ocorra ao acaso

espectros MS/MS

SEQUEST
Xcorr = parâmetro de cross correlação

ΔCn = indica a diferença entre o 
primeiro e os demais “matches”

m/z

%

Teórico

m/z

%

Correlação entre os espectros

Cálculo dos “scores”
MASCOT

Score  = - log P
onde P é a probabilidade de que um 

“ match” ocorra ao acaso

espectros MS/MS

SEQUEST
Xcorr = parâmetro de cross correlação

ΔCn = indica a diferença entre o 
primeiro e os demais “matches”  

Figura 4. Esquema ilustrativo da sistemática de busca de identificação de proteínas 
em bancos de dados empregada pelos programas de busca Mascot e Sequest. MS: 
espectrometria de massa; PMF: peptide mass fingerprint; MM: massa molecular; 
m/z: relação entre a massa e a carga. 
 

Uma vez compreendida a sistemática aplicada pelo software para a 

identificação de proteínas em bancos de dados com resultados de espectrometria de 

massa, faz-se necessário e é de suma importância o completo entendimento de 

como ocorre a fragmentação dos peptídeos. Além disso, a interpretação manual de 

espectros de MS/MS é recomendada em todos os casos e indispensável em 
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algumas situações. Por exemplo, quando o genoma de determinada espécie ainda 

não está completamente seqüenciado ou disponível, é necessário derivar a 

seqüência primária de aminoácidos de determinado peptídeo baseado somente nos 

dados obtidos por espectrometria de massa, isto é, sem recorrer a banco de dados 

(seqüenciamento de novo; Steen & Mann, 2004). 
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Introdução 
Os organismos que parasitam os homens e os animais, sejam eles 

procariotas ou eucariotas, endoparasitas ou ectoparasitas, induzem em seus 

hospedeiros o desenvolvimento de mecanismos que atuarão de modo a promover a 

eliminação do parasita e/ou de seus produtos tóxicos. Em resposta aos mecanismos 

criados pelo hospedeiro, os parasitas se valem de estratégias que possibilitarão a 

invasão, o crescimento, a reprodução e a sobrevivência em um ambiente adverso. 

Há muitos séculos, essa relação de extrema complexidade entre os parasitas e os 

seus hospedeiros tem atraído a atenção de parasitologistas, de bioquímicos, de 

imunologistas e de biologistas moleculares e, com isso, determinado a diversificação 

das linhas de pesquisa em diferentes áreas da Biologia. Apesar do número 

crescente de pesquisas importantes sobre as doenças parasitárias, os mecanismos 

envolvidos nas interações parasita−hospedeiro ainda necessitam ser melhor 

elucidados. 

Recentemente, estudos de bioquímica e de biologia molecular têm 

possibilitado a identificação de moléculas específicas, tais como as proteínas que 

participam do ciclo evolutivo dos parasitas ou da patogênese de doenças causadas 

por esses organismos. O conhecimento da composição e da natureza dessas 

proteínas tem propiciado avanços significativos no estudo de aspectos associados à 

biologia, à bioquímica e às características antigênicas e moleculares, que podem 

estar, diretamente, envolvidos na relação parasita−hospedeiro. Tudo isso tem 

assegurado aos pesquisadores maior percepção sobre as novas alternativas para o 

desenvolvimento de vacinas e de testes diagnósticos e para o descobrimento de 

novos alvos para as substâncias antiparasitárias. 

Dentre as proteínas que têm despertado grande interesse, incluem-se 

aquelas que apresentam atividade catalítica, mais especificamente, as proteases, 
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que são enzimas que catalisam a hidrólise das ligações entre os peptídeos de uma 

proteína (Bond & Butler, 1987). As proteases, também denominadas enzimas 

proteolíticas, encontram-se amplamente distribuídas na natureza e podem ser 

identificadas em diferentes sistemas biológicos, desde vírus até vertebrados. 

As enzimas proteolíticas constituem uma grande família e geralmente são 

classificadas com base em dois critérios principais: (1) o tipo de reação catalisada e 

(2) a natureza química do sítio catalítico. Grosso modo, de acordo com a posição da 

ligação peptídica a ser clivada na cadeia, as proteases podem ser subdivididas em 

endopeptidases e em exopeptidases. Dessa forma, as endopeptidases ou 

proteinases são proteases que clivam preferencialmente as ligações peptídicas 

localizadas internamente na cadeia de aminoácidos, enquanto as exopeptidases 

atuam somente nas ligações próximas às extremidades das cadeias polipeptídicas 

nas regiões terminais N ou C. Além disso, com base no grupo funcional presente no 

sítio ativo, as endopeptidases podem ainda ser classificadas em quatro grupos 

principais: serinoproteases, cisteinoproteases ou tiolproteases, metaloproteases e 

aspartilproteases (McKerrow et al., 1993). 

A identificação e a caracterização das proteases dos parasitas abrangem 

grande volume de investigações, especialmente, no que diz respeito às proteases 

ligadas à membrana de superfície e àquelas que são excretadas e/ou secretadas. 

Nesses organismos, as proteases podem desempenhar papel importante em 

diversos processos, tais como (1) invasão dos tecidos do hospedeiro, (2) digestão 

de proteínas específicas do hospedeiro importantes para o metabolismo do parasita, 

(3) imunoevasão e modulação da resposta imunológica do hospedeiro, (4) virulência 

e patogenicidade, e (5) multiplicação e diferenciação dos parasitas, seja, por 

exemplo, no encistamento e no desencistamento dos protozoários ou nos processos 

de eclosão e de muda dos helmintos e dos artrópodes (Mckerrow et al., 1993). 

Somados a esses aspectos, vale destacar que muitas proteases presentes nos 

parasitas são imunogênicas e por isso explora-se a possibilidade de seu emprego 

como marcadores para o diagnóstico imunológico de algumas doenças parasitárias. 

Além disso, o envolvimento dessas moléculas no ciclo de vida de organismos 

causadores de doença as tornam-as alvo potencial para o desenvolvimento de 

agentes terapêuticos e de vacinas contra algumas infecções (Rao et al., 1998). 
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Durante os últimos 20 anos, alcançaram-se avanços significativos na 

elucidação de processos celulares que envolvem a proteólise, principalmente, em 

relação às infecções parasitárias causadas por protozoários importantes, tais como 

Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp., Entamoeba histolytica, 

Trichomonas vaginalis, Acanthamoeba spp. e Giardia spp. Dentre muitas 

informações relevantes, destaca-se a identificação de cisteinoproteases como 

importantes reguladores da morfogênese de T. cruzi, Leishmania spp., Plasmodium 

spp. e E. histolytica, uma vez que inibidores específicos para essas proteases são 

capazes de bloquear diferentes etapas do ciclo evolutivo desses organismos. Diante 

disso, a eficiência desses inibidores sobre a multiplicação parasitária levantam a 

possibilidade de que essas proteases constituam um alvo em potencial para a 

produção de drogas e de imunógenos para o controle das infecções causadas por 

esses parasitas. 

No que diz respeito aos helmintos, observações reunidas em diferentes 

investigações demonstraram, por exemplo, nos nematódeos Strongyloides 

stercoralis, Necator americanus, Ascaris suum, Dirofilaria immitis e Haemonchus 

contortus, que as proteases participam do processo de invasão dos tecidos dos 

hospedeiros pelas larvas infectantes (Nisbet & Huntley, 2006). Além disso, vale 

ressaltar que um dos sistemas de proteólise mais bem caracterizado corresponde à 

degradação de hemoglobina pelo Schistosoma mansoni, a fim de que sejam obtidos 

aminoácidos necessários ao crescimento e à maturação desse helminto. 

Quanto aos artrópodes importantes em saúde pública, os estudos são ainda 

incipientes para grande parte dos ectoparasitas. Mesmo assim, em alguns casos 

específicos, investigações sobre proteases produzidas pelo parasita culminaram 

com o desenvolvimento de imunógenos que podem ser utilizados como vacina para 

prevenir a infestação de bovinos por carrapatos como Boophilus microplus (Leal et 

al., 2006). Atualmente, estudos com outros artrópodes, como os dípteros, cujas 

larvas produzem miíases no homem e em animais domésticos, demonstraram que o 

estabelecimento das larvas é facilitado pela produção de enzimas digestivas que são 

secretadas e/ou excretadas para digerirem proteínas integrais dos tecidos, 

auxiliando na migração e na nutrição das larvas. A caracterização dos produtos de 

excreção de larvas de moscas como Lucilia cuprina, Hypoderma lineatum e Oestrus 
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ovis tem revelado a presença de proteases imunogênicas, dentre as quais se 

destacam alguns antígenos candidatos a vacinas (Nisbet & Huntley, 2006). 

Diante do que foi exposto, está claro que muitas das proteínas presentes em 

preparações de parasitas apresentam atividade enzimática e, em alguns casos, 

podem estar envolvidas em mecanismos patogênicos e nos eventos de 

diferenciação desses organismos. Uma vez que existem vários métodos disponíveis 

para o estudo de enzimas, faremos breve abordagem sobre os procedimentos mais 

empregados em pesquisas básicas sobre as proteases de parasitas, especialmente 

em estudos preliminares para a identificação e a caracterização dessas enzimas. 

 

Obtenção de proteases 
Diante da grande variedade de enzimas proteolíticas em diferentes amostras, 

não há procedimento padrão que assegure que todas as proteínas presentes em 

determinada preparação estejam aptas para serem empregadas nos ensaios 

enzimáticos. Assim, para a obtenção de enzimas proteolíticas, valem os mesmos 

procedimentos empregados para a extração de proteínas nas mais diversas 

preparações. É essencial considerar que as proteases, como proteínas que são, 

sofrem mudanças físico-químicas que podem determinar alteração ou completa 

perda da atividade. Com isso, é importante que os aspectos relativos à natureza e à 

estabilidade dessas moléculas sejam sempre levados em consideração, a fim de 

que os procedimentos adotados sejam adequados para a obtenção das proteases. 

Os ensaios para a identificação e para a caracterização de enzimas 

proteolíticas podem ser realizados tanto para se detectar a maioria das enzimas 

presentes em uma preparação complexa como para confirmar a presença de uma 

enzima em particular. Normalmente, nos estudos de caracterização das proteases 

de parasitas, a primeira etapa consiste na análise da atividade enzimática em 

preparações compostas por proteínas diferentes, que apresentem ampla faixa de 

atividade biológica. Muitas vezes, quando as investigações requerem maior 

aprofundamento, torna-se necessário o isolamento de uma enzima específica, o que 

implica a purificação da molécula. Basicamente, o processo de purificação de uma 

proteína é composto por diferentes etapas, que têm como objetivo a separação das 

proteínas, de acordo com algumas características, tais como a seqüência de 

aminoácidos e o conteúdo de carboidratos e de lipídeos ou a atividade biológica. 
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Atualmente, dentre os métodos empregados para esse fim, destacam-se as técnicas 

de cromatografia, a qual consiste na passagem das proteínas por uma coluna, que 

pode separar as moléculas de proteínas de acordo com o tamanho e com a carga 

elétrica ou pela capacidade de se ligar a grupos químicos específicos. 

 

A escolha dos substratos 
Em seguida à obtenção das proteases, o grande desafio consiste na escolha 

do substrato para a realização dos ensaios enzimáticos. Uma vez que a 

especificidade pelo substrato é uma das mais importantes características das 

enzimas, muitas vezes essa etapa representa um problema, pois a utilização de um 

substrato inadequado pode interferir na eficiência dos ensaios realizados. 

Na grande maioria dos estudos, as enzimas de interesse estão presentes em 

extratos complexos, cuja composição não é bem conhecida. Nesse caso, a escolha 

de substratos naturais parece ser mais conveniente, pois, como são proteínas que 

apresentam várias ligações peptídicas, possibilitam o reconhecimento de grande 

diversidade de proteases (Beynon & Bond, 1989). Dentre os substratos protéicos 

mais amplamente empregados, incluem-se proteínas de baixo custo e 

comercialmente disponíveis, tais como gelatina, caseína, albumina bovina e 

hemoglobina. Convém ressaltar que, mesmo que a gelatina e a caseína não sejam 

substratos naturais para muitas proteases, essas proteínas têm sido amplamente 

utilizadas para a caracterização de processos que envolvam a participação das 

enzimas proteolíticas, inclusive nos organismos parasitas. A maioria dos substratos 

protéicos tem sido empregada em ensaios que, normalmente, não requerem alto 

grau de especificidade. Entretanto, caso isso seja condição imprescindível, 

substratos protéicos específicos para certos processos de hidrólise podem ser 

empregados, a saber, o colágeno como a proteína de escolha para os ensaios com 

colagenases e as imunoglobulinas humanas para a detecção de proteases de 

parasitas capazes de degradar essas proteínas. 

Nas investigações em que as enzimas de interesse são proteases bem 

caracterizadas ou em que correspondem a moléculas purificadas, torna-se mais 

adequado o emprego de substratos sintéticos, que permitem a detecção específica 

das enzimas. Esses substratos podem ser empregados em vários ensaios 

enzimáticos, principalmente quando se pretende investigar a especificidade de 
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determinada enzima proteolítica pelo substrato, monitorar a atividade enzimática ao 

longo dos procedimentos de purificação das proteases ou medir a atividade residual 

na análise da cinética de uma reação entre uma protease e um inibidor (Michaud, 

1998). Quanto à estrutura, os substratos sintéticos correspondem a uma seqüência 

peptídica reduzida, em que o grupo acila está conjugado a um grupo cromogênico 

ou fluorigênico. Com isso, nos procedimentos que empregam esses substratos, é 

possível quantificar a atividade hidrolítica das enzimas por meio de análises 

espectrofotométricas. Além disso, como a maioria desses substratos apresenta 

seqüências peptídicas específicas, as proteases podem ser caracterizadas quanto à 

classe a que pertencem, ou seja, serinoproteases, cisteinoproteases, 

metaloproteases e aspartilproteases. 

Cabe salientar que, na maioria das pesquisas, os ensaios que empregam 

substratos protéicos ainda são os primeiros métodos eleitos para a caracterização 

preliminar das preparações. Mais comumente, esses substratos são empregados em 

ensaios em que a atividade enzimática é determinada in situ, após a separação 

eletroforética das proteases. 

 

Ensaios para a detecção das proteases 
Detecção eletroforética das proteases 

A busca por informações sobre as proteases em sistemas biológicos inclui 

avaliar a atividade enzimática nas mais variadas preparações protéicas e 

caracterizar a composição das moléculas no que se refere à atividade e ao peso 

molecular. Dentre as técnicas empregadas, a eletroforese em gel de poliacrilamida 

(PAGE) na presença de dodecilssulfato de sódio (SDS) é considerada uma das 

técnicas bioquímicas mais adequadas para a análise dessas enzimas. 

Segundo Michaud (1998), existem vários procedimentos para a detecção 

eletroforética de enzimas proteolíticas, os quais podem ser incluídos em dois grupos: 

aqueles em que as proteases são detectadas in situ após a eletroforese e aqueles 

em que as enzimas são detectadas em um gel que contém o substrato. Mais 

freqüentemente, a análise da atividade de proteases presentes em preparações de 

parasitas tem sido demonstrada em géis em que o substrato é a gelatina. Essa 

técnica descrita, primeiramente, por Heussen & Dowdle (1980) é, com certeza, a 

mais utilizada. Nesse sistema, a gelatina é copolimerizada ao gel de poliacrilamida 
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e, após a migração eletroforética na presença de SDS, as proteases desnaturadas 

podem recuperar a atividade quando o SDS é removido, após a incubação do gel 

em solução de Triton® X-100. Para detectar a hidrólise da gelatina, o gel é incubado 

em tampão apropriado, em condições ótimas de temperatura e de pH. Finalmente, a 

visualização das proteases capazes de degradar a gelatina é feita após coloração do 

gel com corantes, tais como o azul-de-coomassie (Coomassie blue) ou preto de 

amido (amido black). A proteólise do substrato pode ser visualizada na forma de 

bandas ou de zonas claras contra um fundo escuro, e o conjunto das bandas nos 

géis é denominado zimograma. 

Garcia-Carreño et al. (1993) apontam como vantagens desse método: (1) a 

habilidade de muitas proteases manterem a atividade após o tratamento com SDS 

torna esse protocolo útil no estudo de grande variedade de processos, (2) a 

identificação de proteínas bioativas presentes em amostras complexas, (3) a 

determinação do peso molecular estimado das moléculas, (4) a migração anódica 

das proteínas, independentemente do ponto isoelétrico, e (5) a aplicabilidade ao 

estudo de diversos tipos de proteínas, incluindo as proteínas de membrana. Vale 

destacar que, além da simplicidade e da sensibilidade, esse procedimento oferece 

outras vantagens na análise das proteases, incluindo a possibilidade de se detectar 

a atividade de enzimas presentes em preparações complexas e a obtenção de 

padrões de proteólise altamente reproduzíveis, o que torna viável a quantificação 

das bandas de hidrólise. 

A despeito das vantagens mencionadas anteriormente, esta técnica apresenta 

algumas limitações, tais como: (1) certas proteases perdem a atividade após o 

tratamento com SDS, (2) o sistema está adaptado para a detecção, principalmente, 

das endoproteases, (3) apesar de a gelatina ser degradada por várias proteínas, 

muitas vezes não é reconhecida como substrato por algumas das enzimas 

presentes nas preparações, e (4) a incorporação do substrato ao gel pode reduzir a 

migração das proteínas no gel. Diante disso, algumas modificações foram feitas no 

método original, a fim de evitar que essas limitações interfiram nos resultados dos 

ensaios. Dentre as versões modificadas do método, inclui-se um sistema em que o 

substrato é incorporado ao gel por difusão após a eletroforese, isto é, durante a 

etapa de hidrólise. O procedimento padrão para esse tipo de abordagem consiste 

em fracionar as proteínas de uma preparação em um gel de poliacrilamida, sob 
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condições nativas ou levemente desnaturantes, e, em seguida, permitir que as 

proteases reajam com o substrato, colocando o gel em um tampão apropriado que 

contenha o substrato. Além disso, considerando que as enzimas diferem quanto à 

especificidade pelo substrato, diferenças entre os padrões de hidrólise podem ser 

obtidas testando-se diferentes substratos. Com isso, alguns pesquisadores têm 

empregado, em substituição à gelatina, outros substratos protéicos, tais como 

caseína, colágeno, soroalbumina bovina, hemoglobina e imunoglobulinas. 

 

Ensaios espectrofotométricos 

Conforme o nível de informação desejado para a caracterização das 

proteases de determinado parasita, muitas vezes torna-se necessário acompanhar o 

curso da reação enzimática em estudo. Nesses casos, os estudos requerem ensaios 

que permitam quantificar a degradação dos substratos envolvidos em uma reação 

enzimática, o que é possível medindo-se a concentração do produto de hidrólise. 

Para isso, os substratos empregados devem estar associados a um composto 

cromogênico ou fluorigênico, o que permitirá a quantificação dos produtos de 

degradação com o auxílio de um espectrofotômetro em ensaios colorimétricos e 

fluorimétricos, respectivamente. Além dos substratos sintéticos que já apresentam 

em sua estrutura um grupo cromogênico ou fluorigênico, alguns substratos 

protéicos, como a caseína e a albumina podem ser empregados em ensaios 

quantitativos, pois derivados cromogênicos dessas proteínas, isto é, azocaseína e 

azoalbumina, estão disponíveis no mercado. 

 

Ensaios para o estudo das interações entre proteases e inibidores 
Nos mais diversos sistemas biológicos, a atividade das proteases é regulada 

por substâncias capazes de controlar e/ou inibir a atividade enzimática. Essas 

substâncias são denominadas inibidores e podem ser encontradas em tecidos 

vegetais e em tecidos animais, participando da regulação de diferentes processos, 

tais como a lise de proteínas celulares, a transcrição, o ciclo celular e a imunidade. 

Até o momento, mais de uma centena de inibidores naturais já foi identificada. 

Entretanto, com o advento da produção de compostos sintéticos, um volume muito 

maior de inibidores tem sido sintetizado. Dentre vários inibidores sintéticos, alguns 

têm sido identificados como compostos específicos para proteases-alvo de muitos 
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organismos, inclusive de parasitas, e têm sido considerados potenciais agentes 

antiparasitários. 

O estudo bioquímico das proteases não deve se restringir apenas à análise 

da atividade enzimática sobre os substratos, mas incluir também a caracterização 

das enzimas quanto aos mecanismos de ação com base na análise do efeito de 

inibidores. É importante destacar que, atualmente, estão disponíveis comercialmente 

vários inibidores sintéticos com atividade sobre as exopeptidases e as 

endopeptidases (serinoproteases, cisteinoproteases, metaloproteases e 

aspartilproteases). Dentre alguns inibidores sintéticos freqüentemente empregados 

no estudo das proteases, destacam-se as seguintes substâncias: (1) E-64 e IAA, 

inibidores conhecidos por apresentar as cisteinoproteases como principal alvo de 

inibição, (2) PMSF e 3,4-DCI, inibidores para a serinoproteases, (3) TPCK, TLCK, 

leupeptina e antipaína, apesar de atuarem sobre serinoproteases, podem também 

inibir as cisteinoproteases, (4) EDTA e fenantrolina, inibidores para metaloproteases 

e (5) pepstatina e bestatina, que têm efeito sobre aspartases e aminopeptidases, 

respectivamente. 

Com base na habilidade com que muitos inibidores sintéticos, quando diluídos 

em tampões, penetram nos géis de poliacrilamida, vários ensaios para determinar os 

mecanismos de ação das proteases têm sido realizados após a separação 

eletroforética das enzimas em géis copolimerizados com substrato. Nesses ensaios, 

o efeito dos inibidores sobre a proteólise é demonstrado comparando-se o padrão de 

hidrólise dos substratos, antes e após a incubação com os inibidores. Dessa forma, 

esse sistema combina o emprego de inibidores sintéticos e zimogramas. 

Diante disso, os ensaios que se baseiam na detecção eletroforética das 

proteases tornam-se alternativas simples e eficientes para o estudo das proteases, 

inclusive no que se refere aos processos de inibição enzimática. Dessa forma, 

permitem desde a simples determinação da classe a que pertencem as proteases 

até a obtenção do conhecimento sobre interações entre proteases-alvo e seus 

inibidores específicos. 

Além desse sistema, em situações em que as investigações requerem maior 

aprofundamento, os mecanismos de ação das proteases podem ser determinados 

em ensaios que associam a análise da atividade das proteases sobre substratos 

sintéticos e o efeito de inibidores específicos. 
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Considerações finais 
Mesmo para parasitas intensamente investigados, como Entamoeba 

histolytica, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. e Plasmodium spp., o estudo das 

proteases ainda não respondeu a todas as questões sobre o papel dessas enzimas. 

No que diz respeito a muitas espécies de protozoários e de helmintos e à grande 

maioria dos ectoparasitas, os estudos são ainda incipientes. Para esses parasitas, 

as informações estão sendo reunidas, mas ainda há um longo caminho pela frente, 

até que se possa decifrar a real participação das proteases na biologia, na fisiologia 

e na patogenia das infecções parasitárias causadas por esses parasitas. 

A detecção de proteólise em diferentes preparações, em especial naquelas 

em que as enzimas ainda não foram caracterizadas, tem sido feita a partir da 

realização de ensaios qualitativos em géis copolimerizados com substratos e em 

ensaios quantitativos nos quais se empregam substratos cromogênicos ou 

fluorigênicos. Entretanto, para a escolha do procedimento ideal a ser empregado em 

uma investigação, é importante levar em consideração o objetivo do estudo em 

questão, as informações sobre as características físico-químicas e biológicas que o 

pesquisador dispõe sobre o material a ser estudado e o grau de especificidade 

necessário durante as análises enzimáticas. Da mesma forma, a interpretação dos 

resultados requer conhecimento básico para se evitar inferências indevidas, tais 

como relacionadas às observações feitas nas análises in vitro das proteases. Nesse 

caso, muitas vezes a atividade das enzimas sobre substratos protéicos (colágeno, 

imunoglobulinas, hemoglobina, albumina bovina, entre outros) pode conduzir à idéia 

de que a clivagem desses substratos ocorre in vivo e de que seja fator importante na 

relação parasita−hospedeiro. Sem, contudo, descartar a idéia de que este fato seja 

uma possibilidade, é pertinente que estudos mais aprofundados sejam realizados, a 

fim de que tais funções possam, realmente, ser atribuídas às enzimas dos parasitas 

em estudo. 
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Introdução 

Nos últimos cem anos, os estudos relacionados a doenças tiveram como base 

a análise de características fenotípicas de parasitas, de bactérias e de vírus: 

características morfológicas, produção de metabólitos e reações bioquímicas 

específicas. Apesar de muitas dessas técnicas permanecerem como padrão “ouro”, 

as técnicas moleculares assumiram grande importância e proporcionaram avanço 

significativo nos estudos das enfermidades dos animais. Essas técnicas possibilitam 

a análise de quantidades muito pequenas de DNA e de RNA, para fins diversos, tais  

como seqüenciamento de genes, caracterização genética de cepas, estudos de 

filogenia e de taxonomia, genética de populações, ecologia, epidemiologia, 

desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico, descoberta de mecanismos de 

resistência a drogas, mecanismos de escape ao sistema imunológico do hospedeiro, 

novos alvos para quimioterapia, e produção e desenvolvimento de vacinas. O 

conhecimento e a disponibilidade das seqüências dos genes de muitos agentes de 

doenças torna possível a execução de muitos trabalhos de pesquisa. Dentre as 

técnicas moleculares, aquelas baseadas na amplificação enzimática do DNA por 

meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) são as que mais impacto 

produziram nos estudos de doenças. 

 

Genoma de parasitas 
O seqüenciamento dos genes de vários organismos possibilita a utilização 

dessas informações em muitos trabalhos de pesquisa. Na última década, foram 

criados diversos programas de seqüenciamento e de mapeamento de genes 

(determinação da localização dos genes nos cromossomos) dos mais diversos 

organismos. O seqüenciamento do genoma do Caenorhabditis elegans, primeiro 

organismo multicelular a ter seu genoma seqüenciado, possibilitou o 
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desenvolvimento de trabalhos com muitos outros helmintos. Para se ter uma idéia 

da abrangência desses trabalhos de seqüenciamento, os resultados obtidos no 

“projeto Schistosoma” forneceu informações que foram utilizadas no estudo de 

parasitas de interesse veterinário, como Fasciola hepatica. Outros projetos de 

avaliação de genoma, também direcionados para doenças humanas, tiveram ampla 

aplicação em pesquisas de parasitas de animais, como os projetos Leishmania spp., 

Plasmodium spp., Entamoeba histolytica e Brugia malayi. 

A maioria dos organismos que provoca doença apresenta genoma de 

tamanho considerável, fato que dificulta e que onera os trabalhos de 

seqüenciamento. Atualmente, apenas uma fração do genoma (cerca de 5% a 10%) 

dos parasitas é seqüenciada. A fração escolhida para ser seqüenciada é aquela que 

contém os genes que codificam a síntese das proteínas produzidas pelo organismo. 

O DNA complementar (cDNA) é aquele DNA produzido a partir de RNA mensageiro 

(mRNA), que é utilizado como molde. A enzima transcriptase reversa catalisa a 

reação de síntese de uma fita de DNA, com base no mRNA, procedimento 

conhecido como transcrição reversa. Este método é muito útil, pois se sabe que todo 

DNA gerado corresponde quase totalmente à seqüência do gene, sem conter os 

íntrons (partes não transcritas do gene). O seqüenciamento é feito com base nas 

bibliotecas de cDNA, que são coleções de genes inseridas em vetores artificiais. Os 

fragmentos seqüenciados são denominados “etiquetas de seqüências expressas” 

(EST) e podem ser usados para verificação de similaridades e para identificação de 

novos genes nos bancos de dados. Atualmente, milhares dessas seqüências estão 

disponíveis nos bancos de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html). Devido 

à grande quantidade de ESTs geradas, foram criados vários programas 

computacionais que ajudam a gerenciar e a manipular de forma mais adequada 

esses dados, como é o caso do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e do 

Phred. 

Vários patógenos de interesse humano ou veterinário já foram ou estão sendo 

seqüenciados. Dentre as bactérias, podemos destacar: Rickettsia prowazekii, 

Treponema pallidum, Haemophilus influenze, Campylobacter jejuni, Mycoplasma 

genitalium, Neisseria meningitidis, Borrelia burgdoferi, Ureaplasma urealyticum, 

Escherichia coli, Helicobacter pylori, Chlamydia trachomatis, Mycobacterium 

tuberculosis e Corynebacterium pseudotuberculosis. Dentre os parasitas, temos: 

Schistosoma mansoni, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp., 
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Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica e Strongyloides estercoralis. O 

Caenorhabditis elegans é o parasita atualmente mais bem estudado e esse fato é 

atribuído ao total seqüenciamento de seu genoma. 

 

A técnica de PCR 
A técnica de amplificação de DNA (Mullis & Faloona, 1987), denominada 

reação em cadeia da polimerase, possibilita que determinada região do genoma de 

qualquer organismo seja multiplicada, produzindo milhares de cópias de 

determinado fragmento de DNA. Os elementos envolvidos nessa reação são 

basicamente os mesmos componentes do processo de replicação que ocorre no 

interior das células e são os seguintes: 

• Amostra de DNA que contém a seqüência que será amplificada. 

• Mistura com os nucleotídeos (A,T,C e G). 

• Enzima DNA-polimerase (Taq DNA-polimerase). 

• Primers ou iniciadores (pequenas seqüências de DNA que são 

complementares à região alvo que se deseja amplificar). 

Para que a reação ocorra, a mistura com todos os componentes citados (em 

concentrações adequadas) é preparada e colocada em pequenos tubos ou placas. 

Essas amostras são então incubadas em aparelho chamado termociclador, que é 

programado para direcionar as três etapas da reação, por meio da mudança de 

temperatura: 

1) A primeira etapa é a desnaturação do DNA, em que ocorre a separação das fitas 

devido ao aumento da temperatura (94 − 95°C). 

2) A segunda etapa é o anelamento dos primers, que ocorre quando a temperatura 

é reduzida para 55 − 65°C (a temperatura de anelamento é diferente para cada 

primer). Os iniciadores ligam-se, um em cada fita, nas respectivas seqüências 

complementares à região-alvo da amplificação. 

3) A terceira e última etapa é a extensão, que ocorre quando a temperatura é 

aumentada para 72°C. Nessa temperatura, a DNA-polimerase promove a duplicação 

das fitas de DNA. 

Após cada ciclo, todo o processo é repetido desde a desnaturação até a 

extensão, por várias vezes (40 vezes, em média). A sucessão desses ciclos produz 
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o acúmulo de quantidade razoável da seqüência alvo de amplificação, que são 

denominados produtos de amplificação ou amplicons. 

 

Visualização dos produtos de PCR 
O DNA ou o RNA podem ser facilmente separados e visualizados por 

eletroforese em gel de agarose, e corados com brometo de etídio. O brometo de 

etídio é um corante que se intercala entre as fitas da dupla hélice de DNA ou de 

segmentos dentro de uma molécula de RNA (que é de fita simples). As bandas de 

DNA ou de RNA são visualizadas colocando-se os géis no transiluminador. Esse 

aparelho é equipado com lâmpadas que emitem luz ultravioleta (254 nm); o 

brometo de etídeo emite fluorescência, tornando visível os ácidos nucléicos em 

estudo. A olho nu, essa técnica de leitura permite a visualização de 1 a 10 ng de 

DNA ou de RNA. 

Devido à propriedade de se intercalar entre as fitas da dupla hélice, o 

brometo de etídeo é um agente mutagênico potencialmente perigoso para a saúde 

das pessoas e para o ambiente. Dessa maneira, cuidados especiais devem ser 

tomados no seu manuseio e na eliminação dos seus resíduos do laboratório. 

 

Preparo de amostras para PCR 
O DNA em forma de dupla fita é muito estável e resistente a condições 

adversas, no entanto, ele é fisicamente frágil. O isolamento e a purificação de ácidos 

nucléicos de amostras de agentes de doenças é uma etapa muito importante para 

se conseguir alta eficiência de amplificação e de especificidade nos testes de PCR. 

A obtenção de DNA de amostras de helmintos é particularmente difícil, devido à 

presença de cutícula e de substâncias que precipitam com os ácidos nucléicos 

durante o seu isolamento. A quantidade de 0,1 pg de rDNA de Oesophagostomun 

spp. é uma quantidade adequada para ser utilizada em amplificação por meio de 

PCR (Gasser et al., 1998). 

Existem vários métodos para extração de ácidos nucléicos que podem ser 

usados para parasitas, no entanto, devido à pequena quantidade de DNA presente 

nesses organismos, é importante que o processo seja adequadamente padronizado. 

Para extração de DNA, amostras com o agente são homogeneizadas em 

tampão que contenha ribonucleases, então, as células são submetidas à lise e a 

amostra é digerida com proteinase K. A partir daí, o DNA pode ser extraído com 
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fenol, precipitado com etanol e dissolvido em água purificada esterilizada ou 

tampão aquoso. 

A extração de RNA exige maiores cuidados, devido a sua característica de 

ser facilmente degradável. Dessa maneira, o congelamento em nitrogênio líquido é 

usado para inativar rapidamente as ribonucleases, que geralmente se mantém 

estáveis por longo período, não requerendo co-fatores para sua ativação. Todo o 

material utilizado na colheita das amostras deve ser livre dessas enzimas, de modo 

que a utilização de luvas deve ser obrigatória. Enquanto o material está congelado, 

um agente desnaturante como fenol ou guanidina pode ser adicionado e, dessa 

maneira, após a lise das células e a digestão das proteínas, o RNA pode ser 

fracionado e separado de outras macromoléculas. 

As amostras de DNA ou de RNA também podem ser obtidas por meio da 

utilização de kits para purificação, que podem tornar o processo de extração mais 

fácil e mais rápido. 

 

Primers 
Algumas técnicas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de primers ou 

seqüências iniciadoras para PCR. A seqüência do gene 18S rDNA é comumente 

utilizada para o desenvolvimento de primers, devido à sua disponibilidade para 

grande número de protozoários e de outros parasitas (Morgan & Thompson, 1999). 

Os primers podem ser facilmente obtidos com base nessas seqüências, porém, 

devido à grande conservação observada nesses genes, pode haver ocorrência de 

reações cruzadas com outros organismos. Um método alternativo é a construção de 

bibliotecas de DNA genômico. Esse método é caro, demanda tempo e necessita de 

grande quantidade de DNA, que pode ser difícil de se obter, dependendo do 

microrganismo em questão. A técnica de amplificação de DNA polimórfico ao acaso 

(RAPD−PCR), desenvolvida independentemente por Williams et al. (1990) e por 

Welsh & McClelland (1990), também pode ser utilizada para obtenção de primers. 

Essa técnica detecta polimorfismos em seqüências de nucleotídeos nos testes de 

PCR, sem a necessidade de qualquer informação prévia. Como essa técnica é 

baseada em PCR, pequenas quantidades de DNA são suficientes para a análise. 

Muitos dos produtos gerados pela RAPD−PCR são derivados de seqüências 

repetitivas do DNA, portanto são característicos de cada espécie e dessa maneira 
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adequados para o delineamento de técnicas de diagnóstico. Assim, bandas 

geradas por RAPD−PCR podem ser eluídas do gel, seqüenciadas e com base 

nessas seqüências os primers podem ser desenhados e sintetizados (Morgan & 

Thompson, 1999). Importante característica dos primers é a temperatura de “melting“ 

[TM = (número de G + C) x 4 + (número de A + T) x 2]. Essa é a temperatura na qual 

metade dos primers está ligada à região-alvo de amplificação e que é utilizada para 

determinar a melhor temperatura para anelamento dos primers. Atualmente, existem 

várias facilidades para análise completa das seqüências utilizadas, como é o caso 

do programa Generunner e os termocicladores equipados com a função Gradiente. 

 

Identificação e diagnóstico por meio da PCR e da Nested-PCR (N-PCR) 
No estudo das doenças, as técnicas de diagnóstico apresentam dois 

parâmetros de grande importância: a sensibilidade e a especificidade. Tais atributos 

são importantes porque o exame de diagnóstico ideal é aquele que, quando positivo, 

indica com certeza a presença da doença e que, quando negativo, a ausência. 

Pode-se dizer, que a sensibilidade de um teste é a sua capacidade de reconhecer os 

realmente positivos e a especificidade, os realmente negativos (Menezes & Santos, 

1999). Esses parâmetros devem ser estabelecidos para cada reação em cadeia que 

se padroniza, utilizando-se sempre padrões positivos e padrões negativos. Os 

ensaios de N-PCR são preparados com uma segunda reação em cadeia com base 

nos produtos de amplificação da primeira reação. Os primers utilizados na N-PCR 

delimitam a seqüência de bases presente no primeiro amplicon e por isso o 

fragmento gerado é sempre menor do que o produto da primeira reação. A N-PCR é 

capaz de aumentar a sensibilidade da PCR em cerca de 100 vezes, fato altamente 

desejável, por exemplo, na detecção de indivíduos portadores sadios. A alta 

sensibilidade, a especificidade, a facilidade de execução e a possibilidade de análise 

de grande número de amostras simultaneamente fazem dessas técnicas uma opção 

atrativa para diagnóstico e utilização em estudos de epidemiologia molecular 

(Morgan & Thompson, 1999). Desse modo, essas técnicas foram empregadas com 

sucesso em diversos estudos, tais como detecção em fezes (Leng et al., 1996), 

diagnóstico específico de Plasmodium spp. (Ayyanathan & Datta, 1996), estudos 

epidemiológicos sobre a malária (Roper et al., 1996), diagnóstico de Tritrichomonas 

foetus (Ho et al., 1994), diferenciação de Toxoplasma gondii e Neospora caninum 
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(Lally et al., 1996), detecção de Trypanosoma spp. em hospedeiro vertebrado 

(Katakura et al., 1997) e prevalência de Trypanosoma spp. em hospedeiros 

invertebrados (Masiga et al., 1996). 

Testes baseados em PCR, desenvolvidos para a detecção de Babesia spp., 

têm demonstrado sensibilidade de 100 a 1.000 vezes maior do que o limiar de 

detecção em microscopia óptica (Böse et al., 1995). Com isso, oligonucleotídeos 

estão disponíveis para a detecção de diferentes espécies, tais como Babesia gibsoni 

(Fukumoto et al., 2001) e Babesia equi e Babesia caballi (Battsetseg et al., 2001, 

2002) e são utilizados para pesquisa de protozoários tanto em hospedeiros 

vertebrados como em invertebrados. 

Figueroa et al. (1992) desenvolveram método de diagnóstico da babesiose 

bovina (Babesia bovis e Babesia bigemina) que foi utilizado em muitos estudos 

conduzidos em várias partes do mundo: Hermans et al. (1994), na Costa Rica; 

Smeenk et al. (2000), no Zimbabwe; e Almeria et al. (2001), na Espanha. No Brasil, 

Oliveira et al. (2005) utilizaram esses primers para desenvolver um teste de N-PCR 

para o diagnóstico de Babesia bovis e de Babesia bigemina em amostras de sangue 

de bovinos, e em fêmeas adultas e em ovos de Boophilus microplus. A sensibilidade 

estimada da PCR para Babesia bigemina foi de 6 x 103 eritrócitos parasitados em 18 

x 106 eritrócitos, o que corresponde à parasitemia de 0,00003%. Nos testes de N-

PCR, a sensibilidade estimada foi de 0,0000003%. 

 

PCR multiplex  
Essa forma de PCR envolve a amplificação simultânea de mais de uma 

seqüência-alvo por reação, mediante a mistura de múltiplos pares de primers. Essa 

técnica é especialmente útil para análise de amostras que contenham parasitas cuja 

distinção morfológica seja difícil ou que se apresentem em número muito baixo. 

Desse modo, primers altamente específicos são usados para amplificar seqüências 

conhecidas do DNA, produzindo padrões únicos para cada espécie. Esses testes 

são muito úteis em estudos de triagem. Vários trabalhos foram conduzidos com essa 

técnica, para diferenciar parasitas: Taenia saginata de Taenia asiatica (Zarlenga et 

al., 1991), espécies do gênero Trichinella (Zarlenga et al., 1999), espécies do gênero 

Leishmania (Belli et al., 1998). Figueroa et al. (1993) desenvolveram uma PCR 

multiplex para detecção simultânea de B. bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale 

em sangue bovino. A sensibilidade do teste, avaliada por meio da hibridização do 
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ácido nucléico, foi de 0,00001% de eritrócitos infectados com B. bovis e B. 

bigemina e de 0,0001% com Anaplasma marginale. Na prática, a PCR multiplex tem 

o inconveniente de apresentar menor sensibilidade, quando comparada à execução 

das reações separadamente. 

 

PCR−RAPD 

A análise de DNA polimórfico amplificado ao acaso é um método de 

fingerprinting, usado para comparar diferenças e similaridades no DNA amplificado 

em testes de PCR com primers selecionados ao acaso ou únicos. Os fragmentos 

sintetizados são separados e visualizados por eletroforese, de modo que a natureza 

polimórfica dos produtos amplificados de diferentes amostras pode ser comparada 

(Prichard, 1997). A maior vantagem dessa técnica é ser facilmente executável, no 

entanto, ela apresenta o inconveniente de ser influenciada por muitos fatores, tais 

como qualidade do DNA, especificidade dos primers, concentração do DNA-alvo da 

amplificação o que pode resultar em baixa reprodutibilidade da reação (Gasser, 

2006). 

A análise de RAPD tem sido utilizada em estudos de caracterização de 

espécies ou de isolados de Tripanosoma de ruminantes e de suínos (Dirie et al., 

1993; Waimtumbi & Murphy, 1993). Os produtos da PCR−RAPD podem ser também 

utilizados como marcadores moleculares de populações geográficas de parasitas. 

 

RT-PCR 
A técnica de transcrição reversa seguida de PCR (RT-PCR) envolve a síntese 

de um transcrito de DNA complementar (cDNA) com base em moléculas de RNA, 

por meio da utilização da enzima transcriptase reversa. O DNA sintetizado é 

submetido à amplificação por meio da técnica de PCR, utilizando primers específicos 

que se ligam a moléculas de mRNA do gene de interesse. A utilização do RNA 

contido na amostra tem como principal vantagem o fato de aumentar a sensibilidade 

do teste, já que esse ácido nucléico está presente em maior quantidade (cerca de 

50%) em uma célula típica, quando comparado ao DNA (Zarlenga et al., 2001). 
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PCR quantitativo 

As técnicas de PCR quantitativo foram desenvolvidas nos anos de 1990 e têm 

ampla aplicação nos estudos de doenças, principalmente aquelas relacionadas à 

quantificação da expressão gênica. A análise quantitativa por meio da cinética da 

PCR é feita pela adição de um corante fluorescente intercalante na reação em 

cadeia (Gasser, 2006). A amplificação produz quantidades crescentes de DNA de 

dupla fita, o qual se liga ao corante, resultando em aumento da fluorescência em 

cada ciclo da PCR. Curvas-padrão são construídas com os dados obtidos da reação, 

de modo a se obter a quantidade relativa de DNA-alvo na amostra em análise. Essa 

reação pode ser utilizada para diferenciar produtos de PCR de seqüências variadas, 

por meio da análise das curvas de dissociação de produtos em estudo, tendo 

sempre como controle a amplificação de um segmento de um gene conhecido. A 

principal desvantagem dessa técnica é que os corantes utilizados se ligam a todo o 

DNA presente na amostra e, desse modo, deve-se obter a fluorescência a 

temperaturas específicas que desnaturem os produtos inespecíficos, deixando os 

produtos específicos intactos. 

As técnicas padrão para contagem de parasitas são freqüentemente 

demoradas e difíceis e possuem baixa acurácia, principalmente quando se trata de 

protozoários. Por isso, as técnicas de PCR quantitativo vêm sendo aplicadas a 

estudos de parasitologia sobre Plasmodium, Toxoplasma, Leishmania e Neospora 

(Bell & Ranford-Cartwright, 2002). 
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