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Resumo: A enzima Stearoyl-CoA desaturase (SCD) ¢ responsavel pela sintese endogena de Adido
Linoléico Conjugado (CLA). que esta relacionada & prevencao & tratamento de doencas como diabetes
tipo 1 e II, cancer, doengas coronarianas e hipertensio em humanos. O intuito desse trabalho foi verificar
variantes do gene da enzima SCD, através de uma varredura por polimorfismos nos 6 exons que o
compdem em 23 animais das racas Gir e 21 animais da raga Guzerd. Com a utilizagdo da técnica de
sequenciamento, foram encontrados dois polimorfismos na raca Gir e seis na raga Guzerd, sendo um
desses nio-conservativo (g.10329T>C). Os resultados sugerem que oS polimorfismos identificados
podem ser utilizados como marcadores genéticos para melhorar o desempenho da producio de leite em
zebuinos, porém, posteriores estudos séo necessarios a fim de que se consiga uma associacgdo destes com
os niveis de CLA no leite.
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Characterization of Stearoil-CoA desaturase gene in Gir and Guzeri breed

Abstract: Stearoyl-CoA-Desaturase (SCD) catalizes the endogenous synthesis of the Conjugated
Linoleic Acid (CLA) in the mammary gland, CLA helps prevention and treatment of diabetes 1 and II.
heart diseases and high blood pressure. The aim of this work was to find genetic polymorphisms in the
SCD gene through a scanning for polymorphisms in the 6 exons that composing this gene in 23 animals
Gir and 21 Guzerd. By sequencing, two polvmorphisms in Gir and six in Guzera were found, one of them
non-conservative (2.10329T>C). The results suggest that the identified polymorphisms may be used as
genetic markers to enhance production performance of milk in Zebu cattle, but further studies are needed
to ascertain the association of these polymorphisms and CLA levels in bovine milk.
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Introdugdo

O Stearoyl-CoA-Desaturase (SCD) ¢ um complexo multifuncicnal enzimético importante na
biossintese celular de dcidos graxos (Alim et al. 2012), que atua na glindula mamédria convertendo o
acido vacénico (trans-11 C18:1) em cis-9 trans-11-CLA. um isdmero biologicamente ativo do Acido
Linoléico Conjugado (CLA). O CLA tem um efeito benéfico em seres humanos devido as suas
propriedades preventivas a doengas metabdlicas como diabetes II, doencas corondrias e hipertensdo
{Agnieska & Ntambi, 2005). A gordura do leite e derivados lacteos sfio as principais fontes de CLA na
dieta humana. o que confere ao leite bovino propriedades nutracéuticas. As variacBes na alimentaco e
no sistema de producio dos bovinos exercem influéncia sobre a concentragdo de CLA secretado na
gordura do leite. No entanto, diferentes concentragbes desse dcido graxo sdo observadas, mesmo em
animais submetidos 4 igual dieta e condigdes de manejo. De acorde com Peterson et al. (2002). as
variagbes entre individuos podem ser causadas por alteragdes na expressiio do gene SCD na glandula
maméria ou mudancas de atividade do gene geradas por mutagdes. Alguns estudos realizados com ragas
taprinas apontam polimorfismos no gene SCD, que influenciam o aumento nos niveis de produgio de
leite ¢ seus constituintes (Milanesi et al, 2008; Alim et al. 2012), porém ndo existem trabalhos que
relatem mutagdes desse gene em ragas zebuinas, Sendo o Brasil um pais de clima tropical, onde as ragas
zebuinas colocam o pais entre os grandes produtores de alimenfos, forna-se interessante a busca por
ferramentas que venham a auxiliar o sistema de sele¢io atualmente empregado nas racas zebuinas
leiteiras. Assim, esse trabalho objetivou caracterizar os seis exons descritos para o gene SCD nas ragas
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Guzerd e Gir, que possam ser utilizados em estudos de associagio com caracteristicas de imporidncia
econdmica na produgio de leite,

Material e Métodos

Neste estudo. fez-se o uso de amostras de sangue de 21 vacas da raga Guzerd, aleatoriamente
escolhidas, criadas em propriedade localizada na regifio do Vale do Rio Doce, MG e 23 vacas da raga
Gir, de propriedade localizada em Guapé — MG. Estas propriedades foram escolhidas Por representarem
criatérios com grande variabilidade genética, constatada em estudo prévio. As vacas escolhidas para
esfas anilises pertencem as principais linhagens criadas no pais. A extragdo de DNA foi feita a partir de
sangue, seguindo o protocolo descrito por Miller et al. (1988). Posteriormente, os fragmentos contendo
0s seis éxons do gene SCD foram amplificados pela técnica de PCR. Uma representacéo esquematica da
distribuigdo destes SNPs ao longo do gene SCD ¢ exposta na figura 1. Os seis pares de primers utilizados
foram retirados de Alim et al, (2012) e confeccionados de forma que se anelassem aos introms,
flanqueando, assim. cada éxon. Para as reacdes de PCR foram utilizados 70 ng de DNA gendmico. 5 uM
de cada primer, 25 uL de Gotaq Cdorless Master Mix (Promega) e dgua (Free nuclease) para um volume
final de 50 uL. Os ciclos de PCR de todos os fragmentos consistiram de um ciclo de desnaturagio inicial
a 94° C por 5 minutos, 32 ciclos conseculivos de: desnaturagio a 94°C por 45 segundos; anelamento a
56°C por 40 segundos; extensdo a 72°C por 45 segundos, seguidos de um ciclo de 72°C por § minutos
para 2 extensio final. Os produtos amplificados pela reacio de PCR foram purificados com o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System., Promega. EUA. Apés purificagdo, o produto de PCR foi
sequenciado a partir dos dois primers (forward e reverse) utilizando a técnica de terminacao de cadeia
por dideoxinucleotideos (ddNTPs), descrita por Sanger et al. (1977), com o ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, (Applied Biosystems) em um sequenciador automético
ABI 3730 XL (Applied Biosystems). Para a andlise e identificacdo dos polimorfismos, as sequéncias
obtidas foram visualizadas com o programa CodonCode Aligner, disponivel no site
hitp:/fwww.codoncode com/aligner/download hitm. O desequilibrio de ligagio foi analisado
posteriormente com o wusoe do software PLINK, que pode ser encontrado no link:
hittp:/ mgh. harvard.edu/~purcell/plink/index.shtml.
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Figura 1. Estrutura do gene SCD e SNPs detectados nas ragas Gir e Guzera. Representagdo dos exons
(retangulos pretos), 5§* e 3° UTRs (retingulos cinzas). Notenclatura dos polimorfismos
exdnicos abaixo de seu respectivo exon. Nomenclatura de polimorfismos em introns abaixo da
representagio estrutural do gene.

Resultados e discussio
Os fragmentos (exons) estudados foram numerados de um a seis e confinham os seguintes
tamanhos: Fragmento 1com 384bp; Fragmento 2 com 552bp; Fragmento 3 com 499bp; Fragmento 4 com
594bp;: Fragmento 5 com 400bp; e Fragmento 6 com 543bp. Foram identificados dois SNPs segregando
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nos animais da raga Gir, estdo um no intron 4 (2:8646A>G) ¢ um no exon 5 (2.10330G>A). Nos animais
da raga Guzerd, 0s SNPs encontrados estio em: um no intron 1 (2:2096C>T), um no intron 4 (g.
8646A>G) e quatro no exon 5 (g. 10153A>G, g.10213C>T, £.10329T>C e £.10330G>A), sendo o
peniiltimo néo conservativo, resultando na mudanca do aminoicido alanina por vatina na proteina SCD.
A excecdo dos polimorfismos g.2006C>T e £.10330G>A, o primeiro encontrado apenas em animais da
raca Guzerd e o segundo encontrado nas duas populagdes. todos os demais ja haviam sido relatados por
Alim et al. (2012) em taurinos (GENBANK.: AY 24193 2). sendo que apenas o polimorfismo no intron 3
(2.6926A>G), encontrado por Alim et al. 2012, ndo foi encontrado nos animais deste estudo. As analises
de desequilibrio de ligacio, feitas através do programa PLINK, mostraram um alto desequilibrio entre os
SNPs g.8646A>G, £.10213C>T e £.10329T>C, indicando que apenas um destes poderia ser escothido
como marcador molecular em um posterior estudo com a populagdo. Foi evidenciado ainda que, apesar
da proximidade entre os SNPs 2.10329T>C e 2.10330G>A, o valor do desequilibrio de ligagdo entre
estes SNP foi baixo (0,244). De acordo com os resultados de Alim et al. (2012). houve associagio
significativa entre os SNPs BB646A>G, g.10153A>G, p.10329T>C, 2.10213C>T e caracteristicas
produtivas em taurinos. Ainda de acordo com Alim et al (2012), foi verificado que animais com gendtipo
heterozigoto apresentaram maiores produgdes de leite, gordura e proteina do que aqueles homozigotos
AA, GG, CC ou TT. Vale, portanto, ressaltar que possiveis diferencas na expressio das caracteristicas de
produgio de leite entre taurinos e zebuinos podem ser decorrentes das variantes presentes, e em maior ou
menor frequéncia, em uma e outra raga. Para detecgdo de tais efeitos. no entanto, faz-se necessiria a
condugdo de estudos com amostras maiores, As sequéncias de nucleotideos das duas populagdes foram
depositadas no GENBANK KC514049 (Guzerd) e KC488884 (Gir).

Conclusdes
Existem variag@es nos SNPs para o gene SCD nas amostras das ragas Gir e Guzerd. Dois SNPs
néo descritos no GENBANK foram encontrados em infrons e exoms. Os resultados sugerem que os
polimorfismos identificados podem ser utilizados como marcadores genéticos em zebuinos leiteiros,
porém. mais estudos com maior nimero de dados se fazem necessirios a fim de que se consiga uma
associagdo destes com caracteristicas de interesse econdmico, principalmente em relacdoao CLA.
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