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Apresentacao

A era gendmica teve inicio na década de 90, com o advento dos primeiros
sequenciamentos completos de genomas de microorganismos
(Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium, em 1995). Nao demo-
rou muito para o sequenciamento de genomas de organismos mais comple-
x0s, como algumas plantas, animais e até mesmo o do ser humano,
concluido em 2001.

A producdo de ruminantes vivencia cada vez mais os avancos da
Gendmica. Algumas espécies ja possuem o seu genoma sequenciado
completamente, como a espécie bovina, em 2004; outras contam com
projetos em andamento. Este é o caso do genoma ovino e serd o caso, em
pouco tempo, do genoma caprino, que ja conta com uma proposta que,
embora nao seja um projeto genoma formal, caminha neste sentido (Proje-
to BioBode). A importancia destes projetos ndo é apenas em conhecer
sequéncias génicas, informacao aparentemente sem relevancia, mas
sobretudo nas andlises funcionais destes genes, ajudando a elucidar, junto
com a genética e a fisiologia, o papel de cada um e suas inter-relacoes.

A tecnologia gendmica, bem como outras tecnologias do DNA
recombinante, geraram mudancas qualitativas e quantitativas no desenvol-
vimento das biotécnicas e proporcionaram ao homem o controle e a
manipulacdo do genoma animal, otimizando seu potencial e
consequentemente tornando sua producao mais rentavel.
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A Gendmica trouxe consigo a Bioinformatica que analisa também as
informacdes geradas pela Protedbmica. Estas trés areas bésicas contribu-
em, por sua vez, para os estudos de Caracterizacao e Conservacao de
Recursos Genéticos, Melhoramento Genético Animal e seus desdobramen-
tos, como a Transformacado Genética (Transgenia). Todas estas fazem
parte de uma area recentemente denominada Biologia Avancada, que sera
apresentada ao longo deste documento. A Biologia Avancada Animal conta
ainda com a interacdo com outras ferramentas da biologia, sobretudo a
Tecnologia do DNA recombinante e a Biotecnologia da Reproducao.

Este documento procura esclarecer o papel da Genémica e de outras areas
afins, dentro da Biologia Avancada tendo sempre em vista o foco na
producao de pequenos ruminantes.

Maria Pinheiro Fernandes Corréa
Chefe-Geral
Embrapa Caprinos e Ovinos
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A Biologia Avancada e o
Impacto da Gen6mica na
Producao de Caprinos e
Ovinos

Lucia Helena Sider
Lilian Giotto Zaros

Introducao

A Biologia Avancada é uma recente area do conhecimento que engloba
uma série de tecnologias modernas e, sobretudo, ferramentas que podem
ser aplicadas em qualquer ramo da Biologia, da Medicina e da
Agropecuaria.

A producédo de pequenos ruminantes também ja comecou a se beneficiar
destas ferramentas. Alguns progressos ja sao evidentes, principalmente
na espécie ovina. No entanto, ha ainda muito o que ser feito, fato que fica
evidenciado quando se comparam os avancos da biologia avancada em
pequenos ruminantes a aqueles ja alcancados na espécie humana, em
outros organismos-modelo, como o camundongo, e mesmo em bovinos,
espécie ruminante de maior interesse no setor produtivo até o momento.

A Genobmica figura entre uma das mais importantes sub-areas da Biologia
Avancada, e seu impacto tem crescido nos ultimos anos, inclusive no
Brasil, que entrou na era genémica no final da década de 90, com o
sequienciamento completo do primeiro fitopatégeno, a Xylella fastidiosa,
microrganismo causador da clorose variegada dos citros (CVC), popular-
mente conhecida como amarelinho (SIMPSON et al., 2000). Depois disso,
pelo fato de o Brasil movimentar uma grande parcela de sua economia em
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produtos agricolas, foi colocado grande interesse na elucidacao de outros
genomas de patégenos de culturas de interesse nacional como cana-de-
acdcar, citros e outros (CARRARO; KITAJIMA, 2002). Dessa forma,
outras bactérias tiveram seus genomas seqlienciados completamente por
grupos de cientistas brasileiros, como diferentes cepas de Xanthomonas
citri, bactéria causadora do cancro citrico (SILVA et al., 2002), outras
cepas de Xylella fastidiosa que infectam especificamente outras culturas e
Leifsonia xyli xyli, causadora do carvao da cana-de-acucar. Em seguida,
seguiram-se o genoma cancer humano, também com grande impacto no
cenario mundial e outros projetos genoma, tais como o do café, eucalipto,
bovino, entre outros.

Se no primeiro momento foram concluidas as etapas de seqiienciamento
extensivo, seguem-se agora os estudos funcionais que, como o nome
indica, procuram elucidar as funcées de cada gene seqlienciado, bem como
sua interacdo com outros genes do organismo. Estes genes podem ser
identificados por porcdes de 200 a 400 pares de bases seqlienciadas
denominadas etiquetas de seqiiéncias expressas (“ESTs”, do inglés
“Expressed Sequence Tags”) (ADAMS et al., 1991), depositadas em
bancos de dados, como o GenBank (NCBI, 2008), e disponiveis para a
comunidade cientifica. A Tabela 1 mostra a comparacdo do nimero de
ESTs entre a espécie humana e as principais espécies de ruminantes, além
de indicar se a espécie teve seu genoma sequiienciado por completo ou nao.

Tabela 1 - Quantitativo de informacao genética: nimero de ESTs depositadas no
GenBank provenientes de humanos e das principais espécies de ruminantes.

Espécie ESTs Genoma Completo
Homo sapiens 8.254.894 SIM
Bos taurus 1.560.234 SIM
(Bos indicus) (35.759)
Ovis aries 210.025 em andamento
Capra hircus 13.518 NAO

Fonte: NCBI (2008).
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A Tabela 1 evidencia a defasagem das pesquisas em genética nos peque-
nos ruminantes, principalmente na espécie caprina, em relacao as espécies
mais estudadas. As espécies humana e bovina, j& com os seus genomas
seqlienciados, chegaram a um nimero razoavelmente estavel de ESTs
depositadas, embora continuem aumentando lentamente. Diferentemente,
as espécies de pequenos ruminantes tendem a aumentar ainda mais a
quantidade de ESTs depositadas significativamente, sobretudo a espécie
ovina, em funcao do projeto genoma ovino, em andamento, que é um
consoércio mundial que tem a participacao brasileira da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Na espécie caprina, as pesquisas em genética
ainda sao muito recentes e ainda ndo ha um Projeto Genoma propriamente
dito. No entanto, ja existe uma iniciativa de entidades nordestinas, incluin-
do a Embrapa Caprinos e Ovinos, no sentido de seqlienciar e caracterizar
ESTs e proteinas provenientes de diferentes tecidos de interesse de
diversas espécies caprinas (Projeto BioBode). Estes projetos serdao nova-
mente abordados mais adiante.

Nesse contexto, o objetivo deste documento é mostrar o que ja foi ou tem
sido desenvolvido na area de Biologia Avancada, sobretudo na genémica e
sua influéncia nas demais sub-areas, em relacao a producao de pequenos
ruminantes, bem como o enorme potencial de pesquisa utilizando estas
espécies. No final do documento, sdo apresentados alguns projetos de
pesquisa em rede que envolvem vdrias destas sub-areas em prol de um
objetivo comum.

Biologia Avancada na Producao de
Pequenos Ruminantes

Para efeitos didaticos, podemos dividir a Biologia Avancada na producéao de
peguenos ruminantes nas seguintes subareas:

® Genobmica estrutural e funcional.

® Protedmica.
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o Bioinformatica.
®  Anotacdo de genomas.

® Estudos de biodiversidade (caracterizacao e conservacao de recur-
sos genéticos).

® Bioprospeccao.

® Prospeccao de genes.

e Melhoramento Genético (selecdo assistida por marcadores).

® Transformacao genética (Transgenia).

e Biosseguranca.

Esta subdivisao é util, no entanto ndo implica que o limite de cada uma
destas subdreas seja intransponivel. De fato, o que ocorre é uma inter-

relacdo muito intensa entre elas, de modo que muitas vezes fica dificil
dizer onde uma comeca ou termina (Fig. 1).
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Fig. 1. Inter-relacdo entre as diferentes subareas da Biologia Avancada.
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Gendmica Estrutural e Funcional

A GenOmica é uma area que despontou nos anos 90 com o
segUenciamento, ainda em forma manual, do genoma de um bacteriéfago.
Em seguida, com o advento dos seqiienciadores automaticos, foram
sequenciados o genoma das bactérias Haemophylus influenzae e
Mycoplasma genitalum, por equipes lideradas por J. Craig Venter. O
trabalho, que antes era complexo e demorado, tornou-se mais facil e agil,
possibilitando o seqlienciamento de até mesmo organismos superiores,
como a espécie humana, que teve a conclusdo de seu genoma anunciado
em 2001 (VENTER et al., 2001).

A Gen6mica, desde entdo, vem causando um grande impacto em vadrias
outras areas do conhecimento, uma vez que promete desvendar a estrutu-
ra e funcdo de cada gene constituinte de um organismo. O Brasil vem
acompanhando os avancos de perto e ja se tornou uma referéncia mundial
por ter sido o primeiro pais a seqiienciar o genoma completo de um
fitopatégeno (Xylella fastidiosa) e por participar de outros projetos de
repercussao mundial (genoma humano do céncer, genoma bovino, etc.).

A Genbdmica se divide em duas grandes areas: a genémica estrutural e a
funcional. A genémica estrutural, como o nome indica, estuda a estrutura dos
genes. Suas abordagens vao desde as ferramentas de mapeamento genético,
passando pelo seqlienciamento em larga escala de genes e incluindo a andlise
estrutural e modelagem de proteinas (Proteémica). Sua principal meta é a
geracao de dados (seqUiéncias génicas e suas respectivas localizacdes no
cromossomo). Por outro lado, a genémica funcional tem como meta o estudo da
funcao destes genes. Sua principal ferramenta é o estudo da expressao génica
diferencial de transcritos de RNA mensageiro (comparacao de transcriptomas)
entre perfis fisiolégicos ou patoldgicos, desafios farmacoldgicos ou até mesmo
racas ou espécies distintas. A protebmica também estuda a expressao génica,
mas em nivel de traducao (perfil de expressao protéica ou proteoma).

Cabe neste momento detalhar os conceitos de genoma, transcriptoma e
proteoma. Entende-se por genoma o conjunto génico de um organismo,
incluindo os genes propriamente ditos, as seqliéncias regulatérias e as

13
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demais seqiiéncias de DNA de um organismo. O genoma tem como carac-
teristica o fato de ser igual, a principio, para todas as diferentes células do
organismo. Transcriptoma é o conjunto de seqliéncias transcritas ou
RNAm. Diferentemente do genoma, o transcriptoma é caracteristico para
cada tipo celular, uma vez que o repertério de genes expressos por um
dado tecido difere significativamente de outros tecidos. Além disso, o
transcriptoma pode diferir em funcéo de diferentes situacdes fisioldgicas
ou patoldgicas, bem como desafios farmacoldgicos distintos.

Proteoma é a denominacao que se da ao conjunto de proteinas expressas
de um tecido. O proteoma guarda muitas semelhancas com o
transcriptoma, sobretudo no que tange a sua variacdo em funcao de
diferentes tecidos ou situacdes (Tabela 2).

Tabela 2. Dogma central da Biologia Molecular e as caracteristicas de genoma,
transcriptoma e proteoma.

O que o
Tipo de molécula conjunto de Caracteristica Peculiar
moléculas gera

DNA Genoma Conteldo igual para todos os tipos de
“ celulares de um organismo
RNA Transcriptoma Perfil diferenciado de acordo com
‘ o tipo celular de um organismo
Proteina Proteoma Perfil diferenciado de acordo com o

tipo celular de um organismo

Gendémica Estrutural

Mapeamento Génico

Dividido classicamente em mapeamento genético, citoldgico e fisico. Os
mapas genéticos sao ferramentas ja bastante antigas, que datam do inicio
do século passado, que mostram a ordem dos genes em um cromossomo,
e sdo construidos a partir das freqliéncias de recombinacao entre diferen-
tes genes. Os mapas citolégicos se seguiram a estes e sdo baseados em
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padroes de bandeamento dos cromossomos, obtidos através da utilizacao
de diferentes corantes seguida da visualizacdo em microscopia 6ptica. Ja
os mapas fisicos, mais recentes, sdao baseados em distadncias moleculares,
medidas em pares de bases. Estes trés tipos de mapas se relacionam
entre si, embora ndo de uma maneira exata. Isto ocorre principalmente
porque as freqiiéncias de recombinacao nao produzem mapas genéticos
exatamente proporcionais (SNUSTAD; SIMMONS, 2000).

Recentemente, os mapas de ligacao (linkage maps) também tém assumido
grande importancia nos estudos de gendmica e genética molecular. Eles
permitem estudar a arquitetura genética de caracteristicas quantitativas,
ou seja, identificar, mapear e medir a magnitude do efeito dos principais
fatores genéticos envolvidos no controle dessas caracteristicas
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A base genética para a construcao
de um mapa de ligacdo é a recombinacao resultante do “crossing over”
entre cromossomos homodlogos durante a meiose. A recombinacéo entre
diferentes locos é associada com a distancia fisica entre eles. E esperado
que dois locos muito distantes num cromossomo tenham maiores chances
de se recombinarem. A fracdo de recombinacao nao é aditiva ao longo do
cromossomo, mas a aditividade aumenta com a distancia entre locos. Esta
inferéncia é o fundamento do mapeamento genético. Entretanto, a relacao
entre recombinacéo e disténcia fisica varia de organismo para organismo
(LIU, 1998).

A construcao de um mapa de ligacao envolve a criacdo de uma populacao
segregante a partir de duas linhagens progenitoras, identificacao dos
gendétipos de véarios marcadores polimérficos no genoma e a utilizacao de
diversas metodologias de analise estatistica e computacional para estimar
ligacao e distancia entre os marcadores (NONES, 2004).

Os marcadores polimérficos, como os “RFLPs”, do inglés “restriction
fragment lenght polymorphisms”), os microssatélites, os “VNTRs”
(“variable number of tandem repeats”, os “STRPs” (“short tandem
repeats polymorphisms”) e os “SNPs” (“single nucleotipde
polymorphisms”), podem eventualmente se encontrar préximos a genes de
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interesse (em ligacao), facilitando os estudos de associacao entre tal gene
e uma caracteristica fenotipica de interesse. Ja existem mapas de ligacao
descritos tanto para ovinos (MADDOX et al., 2001; GALLOWAY et al.,
1996; CRAWFORD et al., 1995) quanto para caprinos (VAIMAN et al.,
1996).

Outras ferramentas importantes da genémica estrutural sdo as bibliotecas
“BAC”, do inglés “bacterial artificial chromosome”. Estes cromossomos
artificiais de origem bacteriana podem albergar pedacos de cromossomos
de organismos superiores de tamanhos razoaveis, usualmente 150Kb,
numa faixa que vai de 100Kb a 350Kb, facilitando o estudo destes, uma
vez que a analise de cromossomos inteiros é muito dificil, senao inviavel.
Estas bibliotecas também ja estdo disponiveis para ovinos (TABET-AOUL
et al., 2000) e caprinos (SCHIBLER et al., 1998).

Estas e outras ferramentas da gendmica sao bastante Uteis para estudos
conduzidos na espécie em que foram descritas, mas também podem ser
extrapoladas para outras espécies préximas ou mesmo mais distantes,
caracterizando os estudos de genémica comparativa. Em espécies onde a
informacao genética é escassa e, portanto, poucas ferramentas sao
disponiveis, como os pequenos ruminantes, a gendmica comparativa é
bastante utilizada.

Seqlienciamento

Uma das primeiras decis6es que devem ser tomadas, quando se idealiza
um projeto genoma, é a abordagem a ser utilizada. Dois caminhos podem
ser seguidos. Um deles é o seqlienciamento de bibliotecas genémicas,
também conhecido como estratégia de shot-gun. O outro é o
seqlienciamento de bibliotecas de cDNA. A diferenca basica entre estas
duas abordagens é que, no seqiienciamento das bibliotecas genémicas, o
DNA do organismo é seqiienciado por inteiro, o que inclui tanto as regides
codificantes (genes) como as nao codificantes. Para alcancar este objeti-
vo, o DNA é fracionado em pedacos menores e subclonado em vetores
apropriados que entdo sao introduzidos em bactérias (£. coli) que vao
multiplica-los. A utilizacado de diferentes vetores depende do tamanho do
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fragmento a ser clonado: Os plasmideos aceitam fragmentos de O a 10
Kb, assim como os bacteriéfagos |; cosmideos, de 30 a 45 Kb;,
bacteriéfago P1, de 70 a 100 Kb; cromossomo artificial de bactéria BAC,
até 350 Kb e cromossomo artificial de levedura YAC, de 0,2 a 2Mb. Apds
a amplificacao in vivo, o DNA é extraido e seqlienciado. O Esquema 2
ilustra cada uma destas etapas.

Diferentemente, no seqlienciamento das bibliotecas de cDNA, sao
seqlienciadas apenas as regides codificantes (os genes propriamente
ditos). Neste caso, o RNA mensageiro (RNAm), intermediario entre a
informacéao génica (DNA) e as proteinas, é convertido em uma molécula
mais estavel, o cDNA, que é entdo subclonado e multiplicado em E. coli
(Fig. 2).

Bibliotecas gendmicas Bibliotecas de cDNA
TECIDO
Extracdo
DNA RNAmM
Fragmentagdo Transcrigdo
mecanica reversa

Fragmentos de DNA ‘

\‘ Subclonagem /

v

Ligacdo a um vetor
(plasmideo)
Multiplicacao
em bactérias

v

Extracdo e
seqiienciamento

Fig. 2. Diferencas e passos em comum das abordagens iniciais para o seqlienciamento génico.
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O seqlienciamento consiste em determinar a ordem dos nucleotideos de
um fragmento de DNA e pode ser manual ou automatico.

O método manual contém duas variacoes: A primeira foi desenvolvida em
meados dos anos 70, por Maxam e Gilbert (1977), e recebeu o nome de
seqlienciamento quimico ou degradacao quimica. Para a realizacdo dessa
técnica, o DNA alvo é marcado com o composto radioativo fésforo 32 (P,
em uma de suas extremidades (5'ou 3’). Apds a marcacao, os fragmentos de
DNA sao divididos em 4 tubos, onde cada um deles recebe um tipo de trata-
mento quimico, que causara uma clivagem especificaem G, C, G+Ae T+C.
Se os fragmentos ndo fossem separados em tubos diferentes, a discrimina-
cao de cada nucleotideo e posterior seqlienciamento, ocorreriam de maneira
incorreta. Apos a clivagem, os fragmentos sao submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida, e separados de acordo com o seu tamanho. A
visualizacao é feita em radiografia, onde, com o auxilio de uma régua, faz-se a
leitura da seqliéncia de nucleotideos do fragmento de DNA (FARAH, 2007).

A segunda técnica de seqlienciamento manual foi desenvolvida por Sanger
(1975), sendo conhecido como seglienciamento enzimatico ou método
dideoxinucleotideos ou terminacao da cadeia. Esse método é baseado na
capacidade da enzima DNA polimerase estender a cadeia polinucleotidica a
partir de um iniciador ancorado por complementaridade em uma das fitas
(fita molde). O DNA alvo também é marcado com fésforo 32 (P,,) radioati-
vo e distribuido em 4 novos tubos. Cada tubo contém um nucleotideo
modificado (didesoxinucleotideo — ddNTP) ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP.
Esses nucleotideos sdao quimicamente diferentes dos nucleotideos normais
(dNTP), pelo fato de ndo possuirem um grupamento hidroxila OH no carbo-
no 3’ da pentose. Como as fitas de DNA sao complementares, a partir do
molde, a enzima vai adicionando o nucleotideo complementar
(desoxinucleotideo- dNTP), até a insercdao de um nucleotideo modificado
(ddNTP), que interrompe a extensao da cadeia. Isso é repetido em varios
ciclos, originando fragmentos de tamanhos diferentes, marcados com cada
nucleotideo separadamente. Em seguida, os produtos da reacao de
sequienciamento sdo ordenados em gel de poliacrilamida e posteriormente
lidos para a determinacao da seqiiéncia de nucleotideos (FARAH, 2007).
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O método de seqiienciamento automatico utiliza o principio basico do
método de Sanger. Em seqilienciadores automaticos, os diferentes ddNTPs
sdo ligados a moléculas fluorescentes denominadas croméforos que,
quando estimuladas pelo raio laser do seqiienciador, emitem diferentes
comprimentos de ondas, que sdo convertidos em bases nitrogenadas (A,
T, G ou C), determinando assim a ordem de nucleotideos do fragmento de
DNA de interesse.

O maior avanco do seqlienciamento automatico é a utilizacao do laser e
programas de computadores especificos. Além disso, cada ddNTP é marca-
do com uma molécula fluorescente que, quando excitada pelo laser, emite
comprimentos de onda para cada tipo de base associada. Dessa forma, nao
ha necessidade de fazer quatro reacdes independentes para cada fragmento
a ser sequenciado. Uma das etapas mais complicadas é o preparo do gel de
poliacrilamida e a realizacao da eletroforese. Entretanto, nos seqlienciadores
mais modernos, a eletroforese ocorre no interior de microcapilares preenchi-
dos com uma matriz linear de poliacrilamida, que pode ser facilmente
substituida a cada eletroforese, facilitando ainda mais o sequenciamento,
além de aumentar a velocidade de leitura (FARAH, 2007).

Apés o sequenciamento de bibliotecas gendmicas, os fragmentos de DNA,
que possuem um alto grau de sobreposicado, sdo remontados de modo a
produzir seqliéncias maiores (contigs) que, por fim, formardo a seqiiéncia
final, ininterrupta. Esta ultima etapa é impossivel de ser realizada sem
ferramentas apropriadas de biocinformatica.

Gendémica Funcional

De nada adianta propor projetos genoma, com extensivas etapas de
seqlienciamento, se, no final do processo, nao for possivel entender a
funcéao e a inter-relacdo dos genes seqlienciados. A maneira mais objetiva
de elucidar a funcdo dos genes é estudar a expressao génica. Este é
exatamente o objetivo da Genémica Funcional e, de certa forma, também
da Prote6mica, que estudam, respectivamente, a expressao do RNA
mensageiro e as proteinas.
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Tecnologias para o Estudo da Expressdo Génica Diferencial

Convencionalmente, as andlises dos padroes de expressao génica eram
conduzidas com genes pontuais, ou seja, poucos genes analisados de cada
vez. As técnicas utilizadas eram o northern blotting, o ensaio de protecao
da ribonuclease e o RT-PCR, hoje consideradas classicas. Atualmente é
muito empregada a técnica de RT-PCR quantitativa ou em tempo real, que
possui grande especificidade e sobretudo sensibilidade (GIULIETTI et al.,
2001), e tem se mostrado eficiente e precisa na quantificacao da expres-
sdo génica em ruminantes (MEEUSE et al., 2005; ZAROS, 2007; ZAROS
et al., 2007; BRICARELLO et al., 2008).

O primeiro método de PCR em tempo real foi relatado por Higuchi em
1993, usando brometo de etideo durante a amplificacdo e um
termociclador modificado para irradiar as amostras com luz ultravioleta e
entdo detectar o sinal de fluorescéncia com uma camara CCD. Os sinais
fluorescentes eram plotados em funcao do ndmero de ciclos, fornecendo
uma boa indicacdo da quantidade de produto de PCR gerado durante cada
ciclo (WITTWER et al., 1997).

Com o objetivo de tornar esta técnica acessivel a comunidade cientifica,
Wittwer et al. (1997) adaptaram um primeiro protétipo do equipamento
denominado LightCycler, que viria a ser um dos equipamentos mais utiliza-
dos e indicados para andlises de expressao génica. Este equipamento
realiza rapidas quantificacoes da amplificacdo de DNA de seqliiéncias
especificas em 10 a 15 minutos, onde 30 ciclos de amplificacdo podem
ser completados rotineiramente nesse periodo, minimizando os tempos de
desnaturacao e anelamento dos primers, aumentado, conseqliientemente, a
especificidade e rendimento do produto.

Desde a descoberta da PCR, numerosas aplicacées vém sendo descritas
para quantificacao da expressdao de RNAm, tais como o método
semiquantitativo, quantitativo competitivo e, mais recentemente, PCR em
tempo real. A introducado dessa nova metodologia baseada na cinética de
fluorescéncia possibilita a quantificacdo do produto de PCR em tempo real,
processo que combina amplificacdo e deteccdao em um sé passo.
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PCR em tempo real permite a quantificacdo de transcritos raros, além de
detectar pequenas mudancas na expressio génica. E facil de ser executa-
do, oferece a precisdo necessdria e produz resultados confidveis, possi-
veis de serem reproduzidos em um periodo de tempo relativamente curto
(PFAFFL, 2001).

Com o advento da era genémica, foram desenvolvidas tecnologias que
permitem a analise da expressao génica de centenas de genes simultanea-
mente. Isto tornou os estudos mais rapidos e eficientes, no entanto,
aumentou a complexidade das analises, que devem entao estar intimamen-
te ligadas a bioinformatica. Existem técnicas de estudo da expressao
génica em larga escala para todos os niveis de orcamento. Elas vao do
differential display (“DDRT-PCR"), o seqlienciamento em larga escala de
“ESTs"”, as bibliotecas de cDNA subtrativas, o “RaSH"”, do inglés — “rapid
subtraction hybridization”, a anélise serial de expressao génica (“SAGE"),
o “MPSS” (“massively parallel signature sequencing”), até os macro e
microarranjos de DNA e os genechips. Algumas destas tecnologias reque-
rem a comparacdo com banco de dados, como o “SAGE”, o “MPSS” e o
“RaSH". Estes bancos de dados ainda ndo estdo disponiveis para ovinos e
caprinos, o que torna limitada a aplicacdo da tecnologia nestas espécies.
Esta situacao poderia ser contornada utilizando bancos de dados de
espécies préximas, como os bovinos. No entanto, nem para esta espécie
ainda existem bancos de dados adequados, situacdo que tende a se
modificar em breve. A comparacao com banco de dados de espécies mais
distantes poderia ser feita, mas nao de maneira eficiente, pelas préprias
caracteristicas das técnicas, que se utilizam de seqiiéncias pequenas para
identificar cada gene, o que torna mais dificil de encontrar, em bancos de
dados, uma sequiéncia correspondente ou préxima.

A tecnologia de microarranjos consiste em fragmentos de DNA
(oligonucleotideos ou cDNA) imobilizados num arranjo ordenado sobre uma
superficie sélida em alta densidade. Os RNAs mensageiros, ou mais
propriamente, os cDNAs que serao testados sdao marcados com corantes
fluorescentes. Os mais comuns sao as cianinas (Cy3 e Cyb). Os
microarranjos entao sao hibridizados com os cDNAs marcados provenien-
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tes de amostras que se desejam comparar, sendo que cada cDNA é
marcado com um fluoréforo diferente, de modo que o resultado seja uma
hibridizacdo competitiva. A intensidade de fluorescéncia para cada ponto é
determinada pela varredura dos microarranjos por um scanner que possui
lasers capazes de excitar os fluoréforos separadamente (MARQUES;
SILVA et al., 2004). Se, por exemplo, a amostra controle foi marcada pelo
fluoréforo verde (Cy3) e a amostra experimental foi marcada com o
fluoréforo vermelho (Cy5), a hibridizacdo competitiva pode levar a trés
tipos de resultados, a saber: pontos verdes indicam que o gene em ques-
tdo se espressa predominantemente na amostra controle, e portanto é
considerado downregulated. Pontos em vermelho indicam uma expressao
exclusiva na situacao experimental (genes upregulated). Pontos em amare-
lo indicam uma equivaléncia na expressao entre situacao controle e
experimental e é o resultado da combinacao dos fluoréforos Cy3 e Cyb.
(Fig. 3). Podem ocorrer também variacdes da tonalidade amarela, tendendo
para o verde ou para o vermelho. Isto indica niveis de expressao entre as
situacdes, que ndo sao nem equivalentes, nem exclusivas de uma ou outra
amostra. Outra alternativa é fazer a marcacao das duas bibliotecas de
cDNA com apenas um corante e testa-los em laminas diferentes (sistema
de uma cor). No caso dos genechips nao é feita a hibridizacdo competitiva.
Ao invés disto, as amostras de RNA séao hibridizadas separadamente em
réplicas dos genechips.

Fluorétoro — controle
Fluorétore Cyd - experimental

Fig. 3. Representacdo de microarranjo de DNA em menor escala.
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S6 existe até o momento um microarranjo de DNA descrito para ovinos
(KEANE et al., 2006), que foi desenvolvido por um grupo neo-zelandés e
utilizado no estudo da resisténcia genética a verminose. Para a espécie
caprina ainda nao foram descritos estes tipos de ferramentas. Além disso,
também é muito comum recorrer-se a8 genémica comparativa, aplicando,
por exemplo, microarranjos bovinos para testar cDONAs ovinos (DIEZ-
TASCON et al., 2005). O mesmo principio sera utilizado em projeto a ser
iniciado pela Embrapa Caprinos para testar cDONA de origem caprina (SIDER
et al., 2008).

Prote6mica

A Protedbmica compreende conhecimentos e técnicas capazes nao sé de
identificar um conjunto de proteinas produzidas por um tecido, como
revelar as interacdes e interdependéncia dos processos biolégicos. A cada
gene corresponde um ou mais RNAs mensageiros. Por sua vez, a cada
RNAmM corresponde uma Unica proteina. A cada proteina é atribuida uma
conformacao espacial e, portanto, uma funcao na célula.

A semelhanca do que ocorre com a Gendmica Funcional, atualmente s&o
disponiveis tecnologias que permitem amostrar centenas ou milhares de
proteinas em géis bidimensionais. Para isto, as proteinas sao separadas a
partir do fracionamento de um extrato celular e a subseqliente identifica-
cao de cada uma delas em eletroforese bidimensional: Na primeira dimen-
sdo, as proteinas sao separadas por suas capacidades de protonacao,
através de seus pontos isoelétricos, em um gradiente de pH, que as
distinguem em funcéao da sua carga. Na segunda dimensao, as proteinas
sdo separadas por suas massas moleculares relativas e posteriormente
coradas para que possam ser visualizadas (Fig. 4).

Entretanto, é na espectrometria de massa que a prote6mica tem encontra-
do uma de suas principais aliadas. A técnica é utilizada para identificar e
sequenciar as proteinas. Neste processo, a proteina é excitada e
fracionada em fragmentos menores, caracterizando o espectro de massas.
As duas técnicas disponiveis, a desorpcao ionizante assitida por uma
matriz, ("MALDI” (KARAS; HILLENKAMP, 1988), e a ionizacao por
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eletrodispersdo, “ESI” (FENN et al., 1989), sdo amplamente utilizadas na
identificacdo e seqglienciamento de polipeptideos. Ambas as técnicas
podem ser combinadas com a medida em tempo de v6o em alto vacuo
(TOF). Além da identificacao e seqlienciamento de polipeptideos, a
espectrometria de massas também é muito utilizada no estudo das modifi-
cacoOes pds-traducionais (BISCH, 2004).

Outras ferramentas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), também podem auxiliar no estudo de fracdes protéicas.
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Fig. 4. Representacdo grafica de um gel bidimensional.

Bioinformatica

Devido ao crescente nimero de informacdes geradas pelos projetos
genoma e proteoma, houve a necessidade do desenvolvimento de ferra-
mentas de bioinformatica para processar o montante de informacoes,
visando facilitar o acesso e compreensao dos pesquisadores.

A sequiéncia de tratamento dos dados gerados, denominada pipeline, inicia-
se com as leituras das seqiiéncias obtidas pelo sequenciador. Estas sao
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submetidas a um primeiro programa denominado PHRED (EWING et al.,
1998; EWING; GREEN, 1998), que analisa a qualidade e alinha as seqlién-
cias por similaridade. A qualidade PHRED corresponde a um numero inteiro
entre O e 99 e esta associada a probabilidade de erro de leitura. Uma base
com qualidade 40 indica que o erro é de 1 base em 1000. Considera-se
uma base como aceitavel se tiver qualidade no minimo 20 (1 base incorre-
ta em 100). Apds o alinhamento e atribuicao do valor de qualidade, as
sequiéncias sao consideradas prontas para a préxima etapa do pipeline.

Esta segunda etapa consiste na utilizacdo dos programas PHRAP (EWING
et al., 1998; EWING; GREEN, 1998) e CAP3 (HUANG; MADAN, 1999). O
programa PHRAP |é os fragmentos ja digitalizados (alinhados e com
qualidade), procura encontrar redundéncias entre 0s mesmos e 0s une,
formando seqtiéncias maiores chamadas de consensos ou contigs. A
montagem soé é eficaz devido ao método aleatdrio de clonagem, que
garante, estatisticamente, que sempre haverd redundéancia entre os
fragmentos. Isso também garante a reconstituicdo da seqliéncia genémica
original. Sem a redundancia, ndo é possivel reconstituir o genoma.

Essas etapas do tratamento bioinformatico dos fragmentos de DNA séao
trabalhosas, mas podem ser também muito automatizadas. Tanto para
genomas de procariotos, como de eucariotos, esse processo esta bem
dominado e a pesquisa nessa area se baseia em procurar novos algoritmos
mais rapidos para montagem, mais confiaveis (por exemplo, que tratem
automaticamente o problema de repeticdes) e que manipulem ndmeros
cada vez maiores de fragmentos.

Entretanto, a conclusdao da montagem do genoma nao significa que ele ja
esteja completamete terminado. Para sua finalizacdo, ainda ha necessida-
de de se concluir o processo de anotacao, abordado em seguida.

Anotacdo de Genomas

Este item também faz parte da bioinformatica, porém tem ganhado impor-
tancia cada vez maior com a necessidade de anélise do grande nimero de
dados gerados pelos diversos Projetos Genoma. E 0 que se chama
comumente de “anotacdo” dos genomas.
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A anotacao é passo crucial para a finalizacdo de um projeto genoma que, a
rigor, gera seqiiéncias sem sentido. Assim, ela procura encontrar a localiza-
cao fisica das seqliéncias de DNA e descobrir onde estdo os genes, os
RNAs, os elementos repetitivos, os éxons e os introns, a regido promotora,
entre outras. Esta é conhecida como anotacdo em nivel de nucleotideos. Ja
a anotacao em nivel protéico, procura descobrir a provavel funcao dos
genes, identificando quais sdo aqueles que determinado organismo possui e
quais ele nao possui; e a anotacdao em nivel de processo, onde se procura
identificar as vias e processos nos quais diferentes genes interagem,
montando uma anotacao funcional eficiente (STEIN, 2001).

Nesta fase de anotacao, compara-se a seqliéncia obtida com outras ja
depositadas nos bancos de dados, e cujas fungbes sao previamente
conhecidas. Neste caso, parte-se do principio que seqiiéncias estrutural-
mente similares devem ter funcdes também similares. Esse fato é que
norteia a identificacao biolégica funcional génica in silico.

Entretanto, antes de comparar seqliéncias génicas desconhecidas com
outras de funcdo conhecida, é necessario identificar propriamente os
genes do genoma. No caso de genomas de eucariotos, onde os genes sao
interrompidos por introns e éxons, o processo é um pouco mais complica-
do. Existem varios programas que realizam essa tarefa. Dois programas
bastante utilizados sdo Glimmer (DELCHER et al, 1999) e Genemark
(BORODOVSKY; MCININCH, 1993). O programa Glimmer procura na
seqliéncia genémica de grandes ORFs (do inglés “Open Reading Frame”) o
cdédon de inicio e o de terminacdo. O Programa Genemark é mais preciso,
pois considera também um modelo da regido intergénica. Com um conjunto
final de ORFs putativas, cada seqiiéncia é entdo alinhada, ou seja, compa-
rada com outras seqliéncias de funcao conhecida. Existem alguns bancos
publicos, como o banco do Genbank (CNBI, 2008) e o Swiss Prot (2008),
gue sao comumente utilizados como base de comparacao.

As sequéncias ja identificadas também podem ser submetidas a caracteri-
zacao pelo Gene Ontology (2008), que teve inicio a partir da necessidade
de anotacdo do genoma da Drosophila, Saccharomyces e camundongo, em
uma unica linguagem que descrevesse os principais processos biolégicos.
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Essa necessidade em comum resultou no desenvolvimento de um conjunto
de termos inseridos em categorias, que se associam aos produtos génicos
gerados.

As principais categorias geradas pelo Gene Ontology sao: (1) componente
celular, (2) processo biolégico e (3) funcdao molecular. Neste programa, um
gene pode ser anotado em mais de uma categoria, visto que este pode ter
mais de uma funcao, estar envolvido em uma variedade de processos e/ou
desempenhar essa funcdo em varias localidades celulares (HILL et al.,
2001).

E rotina dos bioinformatas, biélogos e demais profissionais da area,
verificar manualmente, ORF a ORF, utilizando um programa de edicéo pela
Web, que permite aos anotadores modificarem as escolhas feitas pelo
computador, alterando informacdes estruturais e/ou funcionais. O trabalho
é considerado realizado quando o genoma esta decodificado e minimamen-
te anotado, com seus genes identificados e conferidos (CARRARO;
KITAJIMA, 2002).

Nesse contexto, devido a grande importancia das anélises de Bioinformética
para a Genémica e ProteOmica, seria de grande importancia que cada grande
centro de pesquisa estivesse associado a um nucleo de Bioinformatica.
Além disto, centros menores podem contar com a consultoria destes
nucleos. Sempre que um pesquisador delinear um experimento envolvendo
Genodmica ou Protedmica, a consulta ao bioinformata se faz necesséria, da
mesma forma que a consulta a um bioestatistico.

A Genbmica, a Protedmica e a Bioinformatica além de areas que produzem
informacao prépria, também sao ferramentas para o estudo de outras
subareas da Biologia Avancada. Estas areas serdao abordadas a seguir.

Estudos de Biodiversidade (caracterizacao e
conservacdo de recursos genéticos)

A caracterizacao de uma espécie € o primeiro passo rumo ao pleno conheci-
mento desta e é essencial para os estudos de conservacao, melhoramento
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genético e bioprospeccao. A caracterizacdo de um dado organismo vivo
pode ser morfolégica, fisiolégica, bioquimica ou molecular. Na caracterizacao
morfoldgica sdo registrados a forma e a estrutura dos diversos constituintes
do organismo. Na caracterizacao fisiolégica é feito o estudo da funcao de
cada uma destas partes e inter-relacao entre o funcionamento de outros
tecidos/érgaos. No caso da caracterizacao bioquimica, sdo estudados os
processos bioquimicos (reacdes que ocorrem no organismo) e, por fim, na
caracterizacdo molecular, o organismo é dissecado em nivel molecular com
estudos de estrutura, funcao e inter-relacao entre as moléculas.

Um estudo tipico de caracterizacdo e conservacdao de mamiferos envolve
as seguintes etapas: 1. conhecer a variabilidade genética, 2. restaurar a
variabilidade (com o emprego de biotécnicas da reproducao e ferramentas
de biologia molecular) e 3. a conservacao propriamente dita.

Segundo o WWEF-Brasil (2008), “o termo biodiversidade ou diversidade
biolégica descreve a riqueza e a variedade do mundo natural, que inclui as
plantas, os animais e os microrganismos”.

As tecnologias gendmicas podem ser empregadas como ferramentas para
agregar valor aos estudos de biodiversidade, incluindo a caracterizacao, o
melhoramento genético e a conservacao das espécies. A Genémica
engloba uma série de etapas que contribuem para a geracao da informacao
necessaria acerca dos genes e suas funcoes. Estas etapas vao desde a
chamada Genémica Estrutural, que inclui o mapeamento do genoma
passando por extensivas etapas de seqlienciamento génico, até os estu-
dos de expressdo génica, que fazem parte da Gendmica Funcional.

E possivel localizar dentro de um cromossomo os genes envolvidos com
certas caracteristicas de interesse dentro de um cromossomo por meio de
ferramentas de mapeamento génico. Da mesma forma, pode-se acessar a
posicdo deste gene em relacédo a outros genes. Com o seqlienciamento do
DNA, é possivel detalhar a informacao até o nivel dos nucleotideos (unida-
des minimas bdasicas) que o constituem.
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De posse destas ferramentas, a analise comparativa de diferentes
genomas permite estabelecer a correspondéncia entre genes e outras
caracteristicas em diferentes organismos, possibilitando uma anélise
filogenética das mesmas. Por sua vez, estes estudos filogenéticos permi-
tem entender os processos evolutivos responsaveis pela divergéncia entre
dois genomas, por exemplo. E com base nestas comparacdes que hoje se
sabe que muitas espécies de mamiferos, como o ser humano (Homo
sapiens) e o camundongo (Mus musculus), possuem uma homologia
(semelhancas estrutural) muito grande de seqliéncias, apesar de bem
distintas entre si. E de se esperar que, quanto maior a homologia genética,
menor a distancia filogenética entre espécies. Diferentemente, uma grande
distancia filogenética nao implica que dois organismos distintos nao
tenham qualquer homologia. De fato, existem iniUmeros genes conservados
entre organismos tao diferentes como os mamiferos e as bactérias. Sabe-
se hoje que as diferencas génicas residem em grande parte nas alteracdes
de alguns poucos nucleotideos (mutacoes pontuais). O estudo destas
diferencas é (til tanto na comparacao entre espécies diferentes quanto na
comparacao de individuos da mesma espécie (polimorfismos). Estas
alteracdes pontuais sdo chamadas de polimorfismos de base Unica
(“SNPs” — do inglés “Single Nucleotide Polymorphisms”).

Um dos caminhos que os estudos de biodiversidade podem seguir é o do
melhoramento genético molecular. Neste caso, as ferramentas de
mapeamento génico sao também muito utilizadas, especialmente na
selecao assistida por marcadores. Os QTLs (do inglés — “Quantitative
Trait Loci”) sdo um tipo de marcadores moleculares, constituidos por
estruturas conhecidas como microssatélites (regides de DNA de seqliéncia
repetitiva). Estes QTLs (constituidos por regides microssatélites) podem
estar situados relativamente préximos aos genes que afetam caracteristi-
cas quantitativas, como peso, altura, producao leiteira, entre outras. Esta
distancia é suficientemente pequena para permitir a associacao de um
dado fendtipo ao QTL em questao. Este entdo pode se tornar um marcador
molecular com aplicacado na selecao assistida por marcadores. Outros
tipos de marcadores também muito utilizados sao os “RFLPs” e, mais
recentemente, os “SNPs”. Uma associacao positiva entre o marcador e a
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caracteristica de interesse indica a regiao do genoma, mas nao necessaria-
mente o gene responsavel pela caracteristica. No entanto, para fins de
utilizacdo na selecao assistida por marcadores, este marcador ja é sufici-
ente. Se for necessario, € possivel se chegar ao gene exato com ferramen-
tas como a clonagem posicional.

Finalmente, a gendmica funcional, que envolve estudos de expressao
génica em larga escala, pode servir tanto como ferramenta adicional em
estudos comparativos, procurando elucidar mecanismos biolégicos em
comum entre espécies diferentes, como constituindo uma abordagem
auxiliar na procura de genes associados a caracteristicas de interesse
(selecao assistida por marcadores).

Recentemente, pesquisadores da Embrapa Caprinos concluiram dois
projetos de pesquisa sobre a caracterizacdo e conservacao de racas
caprinas (SILVA et al., 2005; ARAUJO, et al., 2005). A Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia também possui o Programa Brasileiro de conser-
vacao de recursos genéticos animais (EGITO et al., 2002). Entre outras
espécies, este programa apresenta frentes de conservacao de ovinos e
caprinos, principalmente na regido Nordeste.

Bioprospeccao

Os organismos bioldgicos, plantas, animais e microrganismos, tém o
grande potencial de fornecer alimentos, principios ativos de medicamentos
e boa parte da matéria-prima industrial consumida pelo ser humano. A
coleta de material biolégico com a finalidade de explorar os recursos
genéticos neste sentido é conhecida como bioprospeccao. De modo geral,
€ o método ou forma de localizar, avaliar e explorar sistematica e legal-
mente a diversidade de vida existente em determinado local (SANTOS et
al., 2001). A bioprospeccao tem como principal finalidade a busca de
recursos genéticos e bioquimicos para fins comerciais.

Apesar da maioria das substanicas naturais promotoras de saiide humana
ser de origem vegetal (KUHN, 1998), os pequenos ruminantes também
podem ser explorados, principalmente como fonte de alimentos, em especial
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aqueles chamados nutracéuticos, ou alimentos funcionais, que possuem
propriedades fisiolégicas/bioldgicas que vao além das propriedades nutriti-
vas. O leite de cabra e seus derivados tém sido explorados neste sentido. A
Embrapa Caprinos e Ovinos tem investido na producdo de queijos tipo coalho
por meio da adicdo de bactérias probidticas (SANTOS et al., 2008).

A carne ovina, a semelhanca da de origem bovina, tem sido considerada
um alimento pouco saudavel, devido a fracao lipidica que a caracteriza
(PRATES; MATEUS, 2002). No entanto, é possivel diminuir o teor de
acidos graxos saturados e gordura trans, aumentando-se a proporgcao de
acidos graxos poli-insaturados na dieta dos animais (GEAY et al., 2001).
Foi demostrado que a carne de origem caprina é pouco gordurosa, superan-
do inclusive a carne de frango neste quesito (CAVALCANTE, 2008).

Ha também a possibilidade de estudar moléculas especificas provenientes
de amostras biolégicas como o leite, o sémen e outras, com a finalidade de
investigar propriedades farmacolégicas nestas. Foi relatado que proteinas
do soro do leite coalhado apresentam atividade anticancerigena em huma-
nos (McINTOSH et al., 1998). No mesmo material foram também encon-
trados peptideos opidceos e peptideos inibidores da enzima conversora de
angiotensina | (LEPPALA, 2001). O acido linoléico conjugado (CLA), que
pode ser encontrado na carne, possui atividade anticancerigena.

Prospeccdo de Genes

Até pouco tempo atras, o enfoque das pesquisas cientificas consistia em
conhecer, inicialmente, uma determinada funcéao biolégica e, em seguida,
buscar o gene responsavel por esta caracteristica. Atualmente, com o
advento da Genomica e com o conseqliente grande volume de genes sendo
descobertos dia apds dia, a situacao se inverteu. Agora sao estes genes,
em sua maioria desconhecidos, que demandam caracterizacdo (MALONE
et al., 2006). Este processo inverso de caracterizacdo se denomina
prospeccao de genes.

A prospeccao de genes é um dos desafios atuais da ciéncia. Profissionais
da bioinformatica, em parceria com biélogos, precisam analisar grandes
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volumes de informacao. A prospeccao de genes, embora tenha avancado
bastante nos ultimos tempos, ainda se constitui numa area a ser explora-
da, principalmente nos organismos eucariéticos.

O processo de prospeccao de genes envolve tanto andlises in silico
(bioinformatica) como analises moleculares. O processo se inicia com a
procura de sequiéncias génicas nos bancos de dados disponiveis. Estas
seqUiéncias sdo entdo alinhadas umas com as outras de modo que sejam
identificadas as seqiiéncias similares, ou dominios conservados. Com esta
informacao sao entdo construidos oligonucleotideos iniciadores (primers)
degenerados, que sao pequenas seqléncias de DNA contendo mais de uma
combinacéao de bases, permitindo com que seqliéncias com pequenas
diferencas sejam amplificadas igualmente. Em paralelo a isto, sao
construidas bibliotecas de cDNA a partir de RNA extraido de determinados
tecidos, que sdo entao submetido a transcricdo reversa. Finalmente é feita a
triagem destas bibliotecas de cDNA por meio de reacdes em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os primers degenerados (MALONE et al., 2006).

Melhoramento Genético (selecdo assistida por
marcadores)

A selecao é a base do melhoramento genético animal. Esta consiste na
escolha mais adequada dos individuos que produzirdo descendentes,
levando em consideracao aquelas caracteristicas morfolégicas e/ou
produtivas que se deseja ver expressas na geracao seguinte. Deste modo,
a selecao é uma ferramenta que tem o objetivo de melhoria ou fixacao de
alguma caracteristica de importancia e aumentar, na populacao, a freqién-
cia de alelos favoraveis.

A selecao pode ser fenotipica, ou seja, baseada na observacao das caracte-
risticas visiveis ou mensurdveis de um individuo, produzidas pela interacao
entre genes e ambiente. A selecao fenotipica é bastante utilizada pelos
produtores, sobretudo porque nao necessita de qualquer analise adicional.
No entanto, deve-se levar em conta que nem sempre as caracteristicas
visiveis ou mensuraveis sao herdadas. De qualquer forma, a observacao das
caracteristicas fenotipicas é essencial para as andlises dos dois tipos de
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selecdo genotipica abordados a seguir. A selecado genotipica (baseada no
gendtipo) se divide em quantitativa ou molecular. Na selecao genotipica
quantitativa, dados fenotipicos relacionados a caracteristicas de interesse
econdmico sao analisados por férmulas matematicas complexas, que
permitem calcular as medidas de herdabilidade de cada caracteristica. Além
disso, fornecem informacdes acerca dos reprodutores que mais efetivamen-
te transmitem essa caracteristica para seus descendentes. Finalmente, a
selecdo genotipica molecular é uma nova e importante ferramenta para o
melhoramento genético animal que tem como principio a busca por genes
candidatos associados as caracteristicas de interesse e a sua aplicacao
como marcadores moleculares na selecao assistida por marcadores. Para
isso, sao utilizados testes de DNA, cuja técnica promete ser rapida e
confiadvel, de modo que seus altos custos de implantacao e execucao sejam
logo recuperados. Esta forma de selecdo, como qualquer outra, também
requer a informacao fenotipica.

A selecao assistida por marcadores possui trés ferramentas de estudo
para chegar aos genes candidatos: o mapeamento genético, a busca do
gene principal e a expressao génica diferencial (gendmica funcional).

O primeiro caminho, que também é a abordagem mais classica, é o
mapeamento genético através do estudo de /oc/, ou regides
cromossémicas que afetam caracteristicas quantitativas (como producao
leiteira, maciez da carne, desenvolvimento ponderal, resisténcia a doencas,
entre outras). Esses sdo os chamados “QTLs” (do inglés “quantitative
trait loci”), ou ainda “ETLs” (“economic trait loci”), e consistem na andlise
de regides especificas do cromossomo (os microssatélites) de todos os
individuos de grandes familias de animais formadas por acasalamentos
direcionados. Esses estudos permitem o estabelecimento de correlacoes
entre o perfil dos microssatélites e o desempenho produtivo dos animais
testados. Assim, é possivel mapear os cromossomos tentando identificar
a localizacao dos genes envolvidos com determinada caracteristica de
producdo. Uma determinada regido de QTL pode gerar por si s6 um
marcador genético sem, necessariamente, identificar o gene ou os genes
responsaveis pelo fendtipo.
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O segundo caminho, denominado busca do gene principal, baseia-se no
conhecimento prévio dos mecanismos fisioldgicos envolvidos com a manifes-
tacao das caracteristicas de producao em questao e na tentativa de pesquisar
as variacOes na seqUéncia (polimorfismos) ou na expressao de genes especifi-
cos (enzimas, horménios, receptores ou outras proteinas) entre individuos que
apresentem fenétipos distintos. E uma abordagem limitada, uma vez que
trabalha com um ou poucos genes de cada vez, e sabe-se que a maioria das
caracteristicas fisiolégicas sdo determinadas por varios genes.

Finalmente, a utilizacdo da terceira abordagem, o estudo da expressao
génica diferencial (gendmica funcional), tem crescido a cada dia. Esta
abordagem baseia-se no principio de que os animais que apresentam
caracteristicas fenotipicas diferentes, possam diferir tanto qualitativamen-
te quanto quantitativamente na producao de RNA mensageiro (RNAm) e,
consequientemente, na expressao da proteina que o mesmo codifica. As
técnicas de anélise de expressao génica em larga escala permitem estudar
indmeros genes simultaneamente, identificando aqueles que estejam
diferencialmente expressos e eventualmente agrupa-los quanto ao seu
envolvimento em diferentes situacoes fisiolégicas e/ou patoldgicas. A
gendmica funcional, na maioria dos casos, ainda é uma abordagem
dispendiosa e relativamente demorada, pois apesar de indentificar genes
candidatos, ndo produz marcadores prontos para serem aplicados na
selecao assistida por marcadores.

Recentemente criada, a Genética Gendmica visa integrar as tecnologias de
mapeamento génico e da gendmica funcional. Suas ferramentas principais
sdo os “QTLs” de expressado (“eQTLs”), que combinam as genotipagens
aos microarranjos de DNA.

Apesar de todos os esforcos, a selecao assistida por marcadores ainda
nao esta sendo plenamente aplicada ao melhoramento de ovinos e
caprinos, em parte em funcao da escassez de informacao genética nestas
espécies, principalmente em caprinos. Enquanto nao se dispoe deste tipo
de informacao, esta limitacdao pode ser superada com a utilizacédo de
ferramentas de genética molecular e genémica comparativas.
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Estudos recentes em diversas unidades da Embrapa tém investido na
identificacao de genes candidatos associados a resisténcia genética a
verminose gastrintestinal em ovinos. Algumas regides cromossoémicas,
como o cromossomo 3 (GOUVEIA et al., 2007) e o cromossomo 20 (dados
nao publicados), estdo sendo estudadas quanto a sua associacao a resis-
téncia genética a verminose. Essas regides sdao conhecidas por conter
genes do sistema imune, como o interferon gama e as moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (CHP), respectivamente, que
participam da resposta parasita-hospedeiro. Além disso, a Embrapa
Caprinos e Ovinos esta iniciando uma linha de pesquisa que visa a identifi-
cacao de genes candidatos associados a resisténcia a verminose em
caprinos por meio de ferramentas de genética molecular (genotipagens de
marcadores) e de expressao génica diferencial pontual (PCR em tempo
real) e global (microarranjos de DNA; SIDER et al., 2008).

Diante de todas estas perspectivas de avanco, acredita-se que dentro de
poucos anos ja terdo sido identificados genes candidatos passiveis de aplica-
cdo na selecao assistida por marcadores, nao sé para a resisténcia genética a
verminose, mas para outras caracteristicas produtivas de interesse.

Transformacao Genética (Transgenia)

A clonagem ja é uma realidade em pequenos ruminantes e pode-se dizer
que a transgenia também. Existe hoje um grande interesse mundial na
expressdo de transgenes (modificacdes da informacao genética de um
organismo por meio da tecnologia de DNA recombinante) na glandula
mamaria de espécies de aptidao leiteira. Os ovinos jd se mostraram
excelentes modelos para a clonagem, realizada por transferéncia nuclear, a
partir de células embrionarias e somaticas (CAMPBELL et al., 1996), e
também para a clonagem associada a transgenia (SCHNIEKE et al., 1997).
Atualmente as cabras sdo também étimos modelos para a transgenia. A
espécie caprina tem sido atualmente a espécie de escolha para a realiza-
cao da transgenia por apresentar uma alta producao de leite e por possuir
algumas vantagens em relacao a espécie bovina, como a prolificidade (o
parto gemelar é muito comum), um periodo de gestacdo menor (150 dias
em comparacao aos 9 meses da vaca) e menor intervalo entre partos, que
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aumentam a vida util do animal e um menor custo de manutencao.

O Brasil produziu recentemente o primeiro caprino transgénico da América
Latina. O grupo de pesquisa cearense responsavel, com parceria de outros
estados e também de outros paises, tentou inicialmente padronizar os
procedimentos reprodutivos necessarios para a producao de animais
transgénicos. Foram produzidos animais apds a microinjecao pronuclear de
embrides, no entanto, nenhum se comprovou ser transgénico (FREITAS et
al., 2003). Apesar do insucesso em produzir animais transgénicos, o grupo
foi eficiente na padronizacao das tecnologias reprodutivas a serem empre-
gadas com esta finalidade de gerar os transgénicos. Tanto é que, em
estudo posterior, o grupo teve sucesso em produzir “Carlos”, um macho
transgénico para o gene do fator estimulante de col6nia de granuldécitos
humano, hG-CSF (FREITAS et al., 2007). O hG-CSF é um fator de cresci-
mento hematopoiético utilizado para prevenir a neutropenia e a leucopenia
induzidos por procedimentos como radiacao e quimioterapia intensiva em
humanos. Este fator também pode ser aplicado no tratamento de pacientes
imunossuprimidos, no infarto do miocardio e na isquemia cerebral. A
hipétese de trabalho era a de que um pequeno rebanho transgénico expres-
sando este fator poderia suprir todo o Brasil na producao do hG-CSF.

As principais etapas da constru¢do do animal transgénico foram: o desen-
volvimento do DNA a ser introduzido (fusdo dos genes hG-CSF e alfa s1-
caseina), a superovulacao e fertilizacao das fémeas, a coleta de embrides
e a visualizacao dos mesmos em microscoépio para a identificacao dos dois
pronucleos (o embrido a ser microinjetado deve estar no estagio de uma
Unica célula). Em seguida a microinjecdo do DNA exdégeno (fusdo dos
genes) em pronucleo e a transferéncia dos embriées manipulados para
receptoras sincronizadas. Depois do nascimento dos animais foi feita a
confirmacéao da incorporacao do transgene pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Recentemente, o grupo mudou de estratégia e vem tentando a producéao de
transgénicos por meio de outra técnica, a transferéncia nuclear
(clonagem). Alguns animais inclusive ja nasceram por este procedimento,
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incluindo trés transgénicos (dois machos e uma fémea).

Recentemente, o grupo cearense formou uma parceria com um grupo
norte-americano para a producao de caprinos transgénicos para a enzima
lisozima humana (MAGA et al., 2006a), fator antimicrobiano cujo emprego
em criancas e animais jovens esta associado a um rearranjo da microflora
intestinal e, portanto, a diminuicao da ocorréncia da diarréia infantil
(BRUNDIGE et al., 2008; MAGA et al., 2006b).

Biosseguranca

A Biosseguranca é o conjunto de normas e medidas relacionadas a preven-
cao, minimizacao ou eliminacao de riscos associados as atividades de
producéo, pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico que possam ameacar a
salde humana, dos animais ou do meio ambiente, além de influenciar na
qualidade dos trabalhos desenvolvidos (DEFFUNE; PARDINI, 2004).

As medidas preventivas sao delineadas de acordo com os agentes de
risco, que podem ser fisicos, quimicos ou bioldgicos.

Os equipamentos de protecao individual (EPI), como avental, luvas, éculos
de protecao e mascara constituem barreiras entre o agente contaminante
e o usudrio. Além disso, existem os equipamentos de protecao coletiva
(EPC) como as cabinas de seguranca biolégica e quimica, que constituem
uma barreira mecéanica que evita a fuga de aerosdis para o ambiente do
laboratério, minimizando o contagio por inalacdo. Duchas, lava-olhos e
extintores de incéndio também sao considerados EPC (DEFFUNE; PARDINI,
2004). Uma das principais contribuicdes da Biosseguranca é o conjunto de
normas, as Boas Préaticas Laboratoriais (BPL), que dizem respeito a organi-
zacao e ao delineamento de procedimentos laboratoriais e de campo. Essas
normas incluem também os procediemnto de embalagem e transporte de
amostras, bem como da coleta e processamento de residuos (DEFFUNE;
PARDINI, 2004).

A Biosseguranca, bem como a Bioinfomatica, se relacionam com todas as
outras subdreas da Biologia Avancada, sendo que a Biosseguranca dita
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como o pesquisador deve proceder nos seus experimentos em prol da sua
seguranca, a de seus colegas, dos animais e do meio-ambiente.

Projetos Envolvendo Diversas
Subareas da Biologia Avancada na
Producdo de Pequenos Ruminantes

Genoma Ovino

Recentemente foi criado um consdércio mundial (International Sheep Genomics
Consortium — ISGC) encabecado por alguns grupos de pesquisa australianos
no sentido de mapear e seqlienciar o genoma ovino. O Brasil participa deste
consoércio através da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Até o momento, foi produzida uma biblioteca BAC (concluida em 2002), que
consiste de 203.000 clones recombinantes com o tamanho médio de 184Kb e
representa uma cobertura de aproximadamente 12 a 14 vezes do genoma
ovino.

No momento existem 210.025 ESTs depositadas no NCBI (2008). Grande
parte destas ESTs foi seqlieciada por laboratérios do consércio. Também
estéd programado o desenvolvimento de um “SNP chip” de alta densidade.
O SNP chip é uma espécie de genechip, onde sao imobilizados centenas ou
milhares de SNPs. Esses arranjos tém como finalidade realizar
genotipagens rapidas e eficientes.

Projeto BioBode

No mesmo sentido, um projeto brasileiro de grande porte, apoiado financei-
ramente pela FINEP, intitulado Desenvolvimento de Biotecnologias para
Promocao Socioeconémica Sustentavel da Caprinocultura e mais conhecido
como BioBode, esta sendo iniciado. O projeto envolve varias instituicées de
pesquisa nordestinas, incluindo a Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), a Universida-
de Federal do Ceara (UFC), a Universidade Estadual Vale do Acarad (UVA)
e a Embrapa Caprinos e Ovinos.

O BioBode visa a aplicacao da Conservacéao da biodiversidade, a Gendmica
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Funcional, a Protebmica, a Bioformatica e a Prospeccao de genes em prol
do aumento da informacao genética em caprinos. Suas metas sao basica-
mente as seguintes:

® Identificar, pelo menos, 10.000 “ESTs"” da glandula mamaria e de
tecidos do sistema reprodutor masculino de caprinos da raca Moxot6;

® Caracterizar 100 proteinas diferencialmente expressas no leite e no

sémen de caprinos da raca Moxotd, criados sob diferentes condicées
nutricionais, sanitarias e variadas formas de manejo;

® Formar um banco de dados moleculares visando a mineracao de

dados e a obtencdo de marcadores moleculares para qualidade do leite e
eficiéncia reprodutiva;

® Prospectar o potencial biotecnolégico de genes e proteinas caprinas;

® Formar um rebanho com pelo menos 50 caprinos da raca Moxoté.
Consideracdes finais

Pelo exposto, é possivel ter uma idéia do panorama das pesquisas em
Biologia Avancada na producdo de pequenos ruminantes realizadas até o
momento, bem como do seu potencial. Pesquisadores de vérias regides do
Brasil ja despontam neste cendario com iniciativas empreendedoras, mas
ainda ha muito a ser explorado, principalmente na espécie caprina. A
demanda é grande e ha necessidade de aumentar e capacitar recursos
humanos, além de equipar os laboratérios existentes e aqueles em cons-
trucdo. Com isso, é possivel projetar que em aproximadamente uma
década o cenério de informacao genética de pequenos ruminantes esteja
equiparado ao de bovinos. E importante que se tenha em mente que a
geracao de informacao génica deva ter continuidade nos estudos funcio-
nais, onde equipes multidisciplinares possam atribuir as mais variadas
aplicacGes em suas respectivas areas de atuacao.
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