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RESUMO

Investigou-se a existéncia de polimorfismo no gene da leptina (gene da obesidade) entre varrdes da raga
nativa Piau (porco tipo banha) e matrizes mesticas de racas comerciais (Landrace/Large White e
Landrace/Large White com Pietrain), selecionadas para peso e precocidade. Oito pares de primers foram
desenhados a partir da seqiiéncia disponivel no GenBank (U66254), usada, neste trabalho, como
seqiiéncia de referéncia. Amostras de DNA foram extraidas de células sangiiineas brancas utilizando-se
solugdo de fenol:cloroformio, apos tratamento com proteinase K. Os fragmentos gerados por amplificagéo
da reacdo em cadeia da polimerase foram purificados e seqilienciados em seqiienciador automatico. As
seqiiéncias de nucleotideos, obtidas a partir do DNA das ragas comerciais de suino, apresentaram maior
similaridade com a seqiiéncia de referéncia, e as seqiiéncias geradas a partir do DNA dos animais nativos
divergiram de ambas em algumas posi¢des. Dos 28 polimorfismos encontrados, oito foram observados
em apenas uma das trés seqiiéncias geradas a partir do DNA das ragas nativas. Doze estavam presentes
em duas seqiiéncias, e os oito polimorfismos restantes foram encontrados nos trés animais nativos.
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ABSTRACT

Leptin gene (obese gene) polymorphism was investigated in Piau boars (a fat, native breed) and sows
from commercial strains (Landrace/Large White and Landrace/Large White by Pietrain) chosen for rapid
growth and early sexual maturity. Eight pairs of primers designed using the sequence available from
GenBank (access n° U66254) were identified as the reference sequence in this project. DNA samples were
extracted from white blood cells using phenol:chloroform solution, after treatment with proteinase K.
Fragments generated by amplification of the Polymerase Chain Reaction were purified and sequenced in
an automatic sequencer. Nucleotide sequences obtained from DNA of commercial swine breeds were
similar to the reference sequence; whereas sequences generated from native breed DNA diverged from
the reference sequence and from domestic breed DNA. Of the 28 polymorphisms found, eight were
observed in only one of the three sequences generated from DNA of native breeds. Twelve polymorphisms
were present in two sequences and the eight remaining polymorphisms were found in all three categories
of DNA.
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INTRODUCAO

A leptina, hormonio produzido e secretado pelos
adipocitos, influencia diferentes vias
metabolicas, alterando o consumo de alimento ¢
o gasto de energia. Zang et al. (1994)
identificaram e caracterizaram o gene da leptina
(gene ob) em camundongos. Uma mutagdo de
CGA para TGA (C—T) resulta na substitui¢do
de uma arginina na posi¢do 105 para um codon
de finalizagdo na leptina, formando uma proteina
inacabada, que ndo ¢ liberada na corrente
sangiiinea. Camundongos recessivos (0b/ob) sdo
diabéticos, estéreis quando adultos e apresentam
gordura corporal acima de 50% do normal,
assemelhando-se a obesidade morbida em
humanos. Leptina recombinante, purificada de
Escherichia  coli, quando injetada em
camundongos ob/ob, reduz o peso corporal, a
porcentagem de gordura, o consumo de alimento,
a concentracdo de glicose e a insulina do soro
(Pelleymounter et al., 1995) e pode corrigir a
esterilidade por reverter a falta de ovulacdo
(Ahima et al., 1996; Chehab et al., 1996),
gerando gravidez e parto (Chehab et al., 1996).
Desse modo, a leptina funcionaria como sinal
endocrino, informando ao cérebro sobre o status
nutricional do  corpo, influenciando o
comportamento alimentar, o metabolismo e o
balanco energético do animal (Campfield et al.,
1995).

Em suinos, o gene da leptina (gene OB) esta
localizado no cromossomo 18 (Neuenschwander
et al., 1996). O seqiienciamento ¢ o estudo desse
gene mostraram trés éxons e dois introns,
estando a seqiiéncia codificadora no segundo e
terceiro éxons (Bidwell et al, 1997), ¢ a
abundancia de seu mRNA estd positivamente
correlacionada com a porcentagem de gordura
corporal desses animais (Bidwell et al., 1997,
Ramsay et al., 1998; Robert et al., 1998). Niveis
elevados de leptina foram verificados mais em
leitdes do que em matrizes; estas apresentaram
niveis mais altos do que os machos (Robert et al.,
1998). Por esse motivo, ha sugestdo de que a
leptina seja um sinalizador entre o status
metabdlico, o controle neuroendécrino do
apetite, o crescimento e a reprodugdo em suinos
(Barb et al.,, 2002). Também foram relatadas
diferencas nos niveis de leptina circulante entre
racas de suinos, estando as maiores
concentragdes nas racas Berkshire (6.58ng/ml),
Poland China (6.45ng/ml) e Landrace

(4.77ng/ml), quando comparadas com as
concentragdes em Chester White, Duroc
(3.49ng/ml) e Yorkshire (3.96ng/ml) (Berg et al.,
2003).

O estudo do gene da leptina em animais
domésticos tem crescido nos ultimos anos e, em
alguns deles, a busca por polimorfismos neste
gene procura responder se as alteragdes
encontradas podem estar correlacionadas com
caracteristicas produtivas e reprodutivas. Em
suinos, os relatos sobre detec¢io de
polimorfismo no gene da leptina sdo esporadicos
(Sasaki et al., 1996; Stratil et al., 1997; Robert at
al., 1998; Jiang e Gibson, 1999) e, em alguns
(Robert at al., 1998; Jiang e Gibson, 1999), ha
sugestdo de relagdo entre polimorfismo e
caracteristicas de interesse econdmico.

A busca por correlagdes entre os polimorfismos
com caracteristicas de interesse econdomico
mostrou que o polimorfismo na posi¢do 3.469
(T/C) pode estar associado ao actmulo de
gordura em animais nativos da raga Piau (Borges
et al., 1998) e, juntamente com o polimorfismo
(A/T) na posicao 2.845, ao consumo de alimento
e a velocidade de crescimento em Landrace
(Kennes et al., 2001).

Essas observacdes sugerem que a leptina pode
ser um gene candidato para marcar
caracteristicas de interesse econdmico, como
consumo de alimento, espessura de toucinho,
crescimento e reproducdo. Assim, diferencas na
seqiiencia de DNA no gene da leptina poderdo
oferecer mais uma estratégia nos programas de
selecdo de suinos. O objetivo deste trabalho foi
seqiienciar o gene da leptina (gene da obesidade)
em ragas divergentes de suinos para o fenotipo
acimulo de gordura, visando detectar novos
polimorfismos, além dos ja relatados.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de DNA de 14
animais (11 matrizes e trés varrdes) da espécie
Sus scrofa. Sete matrizes foram obtidas por
cruzamento entre animais das racas Landrace e
Large White e quatro, por cruzamentos das ragas
Landrace, Large White e Pietrain, selecionadas
para peso e precocidade. Os trés varrdes eram
animais nativos da raga Piau.



Novos polimorfismos...

Por meio de pungdo venosa do sinus orbitalis,
10ml de sangue foram coletados de cada animal,
por gotejamento em tubos estéreis contendo
EDTA 0,5M, pH 8,0, de onde foram isoladas as
células brancas, apds centrifugacdo a 2.500g
durante 20 minutos. A extracdo do DNA
genomico foi realizada por purificagio com
solugdo de fenol:cloroformio, apds tratamento
com proteinase K, como descrito por Sambrook

et al. (1989). Oito pares de primers foram
desenhados (Tab. 1) com base na seqiiéncia de
nucleotideos do gene da leptina suina, publicada
por Bidwell et al. (1997), nimero de acesso ao

GenBank  U66254. Os  primers  foram
selecionados  utilizando-se o  programa
WebPrimers (http://alces.med.umn.edu/bin/
webprimers).

Tabela 1. Seqiiéncia dos primers utilizados para amplificar regides contiguas do gene da leptina suina,
respectiva posicéo no gene e tamanho esperado em pares de base

Numero dos pares Seqiiéncia dos pares de primers 5°—3’ Posigdo no gene  Tamanho esperado (pb)
! R GAACATICCGGAGACGTGATG 667 2 1395 732
z ECGEINS  s
: R AGACGCACCATAAAACTTACGG 157122027 457
‘ R CCAGOCTAGGGGTCTAATCG 191642519 o0s
s OCRGRIATETE, e
‘ R CTGTAGAACCAGCCACGACTG 264743123 79
’ R TOAGGATCTGITGGTAGATCGC 30923514 B
8 D- AACAGAGGGTCACCGGTTTG 3416 23901 486

R- TTTGGAAGAGCAGCTTAGCG

D: primer direto; R: primer reverso; pb: pares de base. A numeragdo baseou-se na seqiiéncia publicada por Bidwell et al. (1997),

nimero de acesso ao GenBank U66254.

A amplificagdo dos fragmentos foi conduzida em
um termociclador', utilizando volume final de
20ul contendo 4,0pmoles de cada primer, 0,2mM
de cada desoxirribonucleotidio (ANTP), 2,0mM
de MgCl,, 50mM de KCI, 20mM de Tris-HCI,
uma unidade de Tag DNA Polimerase e 25ng de
DNA genomico. O programa consistiu de um
passo inicial de desnaturagdo a 94°C por cinco
minutos, 35 ciclos de  amplificagdo,
compreendendo desnaturagdo das fitas a 94°C
por um minuto, ligagdo dos primers a 66°C por
um minuto e extensdo do fragmento a 72°C por
um minuto. Ao final, seguiu-se mais um passo de
extensfo por cinco minutos a 72°C. Os pares de
primers nameros 4 e 5 tiveram a concentragdo de
MgCl, elevada para 3mM. Os pares de primers
3, 4 ¢ 8 foram amplificados com temperatura de
anelamento de 64°C e o par nimero 5, a 62°C.

Os fragmentos gerados por amplificagdo da
reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) foram

'MJ Research — PTC — 100, Watertown, USA.
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purificados’ e quantificados em
espectofotdmetro’. As reagoes de
seqienciamento basearam-se na técnica de
termina¢do de cadeia por didesoxinucleotideos
(ddNTPs), descrita por Sanger et al. (1977). Cada
reagdo constou de 200 a 500ng de DNA, 4ul de
mix*, 5,0 pmoles do primer direto e 6ul de
tampdo (200mM Tris-HCI pH 9,0; 5SmM MgCl,)
em um volume total de reacdo de 20ul. A mesma
reacdo foi preparada para o primer reverso de
cada fragmento. O programa consistiu de um
passo inicial de desnaturagio a 96°C por 30
segundos, ligagdo dos primers a 59°C por 14
segundos e extensdo a 60°C por quatro minutos,
em um total de 35 ciclos.

’GlassMax DNA Isolation Matrix System — Life
Technologies Inc., Carlsbad, USA.

*DNA/RNA GeneQuant II — Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England.

*ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing - PE
Applied Biosystems, Foster City, USA.
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O seqiienciamento dos fragmentos purificados
foi conduzido em seqiienciador automatico’. Os
dados foram automaticamente convertidos em
seqiiéncias de desoxinucleotideos e montados em
contiguos (programa SEQ MAN II DNASTAR
Inc.) e, posteriormente, comparados entre si e
com a seqiéncia depositada no GenBank,
utilizando-se o programa BLAST (Altschul et al.,
1997). Para as analises de restricdo dessas
seqiiéncias, foi utilizado o programa Webcutter
(http://www firstmarket.com/firstmarket/cutter/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos obtidos pela técnica de PCR,
quando sobrepostos, compuseram uma regido do
gene da leptina suina, que compreendeu o final
do intron um, o éxon dois, o intron dois, o éxon
trés e uma pequena parte da regido 3’ transcrita e
ndo traduzida, gerando, no total, 3.234 pares de
base (pb), estando a regido codificadora da
proteina localizada na maior parte do éxon 2 e
todo o éxon 3 (Fig. 1). Todas as seqiiéncias
geradas, a partir de amostras de DNA dos 14
animais, foram alinhadas entre si e também com
a seqiiéncia publicada por Bidwell et al. (1997),
numero de acesso ao GenBank: U66254. Todas
as numeragdes atribuidas aos nucleotideos do
gene em estudo foram baseadas na seqiiéncia de
referéncia.

Alguns nucleotideos do intron dois do gene da
leptina ndo puderam ser determinados nas
amostras de DNA da populagdo em estudo.
Assim, devido a interrupc¢do, duas seqiiéncias
foram depositadas no GenBank, ntmero de
acesso AF477386 e AF 477387: a primeira
compreende parte do intron um, todo o éxon dois
e parte do intron dois, a segunda compreende o
restante do intron dois, todo o éxon trés e
pequena parte da regido 3’ transcrita e ndo
traduzida, de uma das fémeas (Landrace/Large
White). A seqiiéncia de um dos machos da raca
nativa Piau também foi depositada no GenBank,
com o numero de acesso AY079082, ¢
compreende apenas a primeira regido
mencionada acima, visto que a segunda parte ndo
apresentou variacdes, excetuando-se na posicao
3.787 da regido 3’ transcrita e ndo traduzida, em
que um dos varrdes apresentou a base T e ndo a

SABI PRISM 310 Genetic Analyzer - PE Applied
Biosystems, Foster City, USA.
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base C, como verificado nas matrizes € na
seqiiéncia de referéncia.

De maneira geral, as seqiiéncias geradas a partir
do DNA das fémeas mostraram maior
similaridade com a seqiiéncia de referéncia,
sendo que as divergéncias eram muito
esporadicas e, quando alguma ocorria, estava
presente em apenas uma das matrizes. Nas
seqiiéncias obtidas a partir do DNA dos varrdes,
foram observadas varias substituicdes de bases
quando comparadas tanto com as seqiiéncias das
racas comerciais quanto com a seqiiéncia de
referéncia. Essas divergéncias observadas nos
varrdes e as respectivas enzimas de restricdo que
as detectam estdo especificadas na Tab. 2.

Sasaki et al. (1996), ao utilizarem primers
degenerados, encontraram polimorfismo no gene
da leptina suina ao empregarem a enzima de
restri¢cdo Acil. Entretanto, esse polimorfismo néo
pdde ser localizado com precisdo nas seqiiéncias
geradas neste trabalho. Uma possibilidade seria a
substituicdo de base (T/C) na posi¢do 822, onde
a mesma enzima ganha um sitio quando o alelo
C esta presente, fato observado em dois varrdes.
Nessa mesma posi¢ao, outro varrdo apresentou
alelo G, o que acarreta a criacdo de sitio de
restrigdo para outras enzimas (Bsc4l; BsiYI e
Bsll) e exclusdo para a enzima anterior.

Outros quatro polimorfismos encontrados neste
trabalho ja foram relatados em publicagdes
anteriores. Um deles, verificado na posi¢ao 3.469
no gene da leptina suina, onde o alelo T foi
encontrado nas seqiiéncias das matrizes e o alelo
C na seqiiéncia de apenas um dos varrdes, foi
relatado pela primeira vez por Stratil et al. (1997)
e, por estar localizado no éxon trés, foi alvo de
investigagdo em outros estudos. Jiang e Gibson
(1999) sugeriram que o polimorfismo verificado
nesta posi¢do, embora ndo provoque substituigdo
de aminoacidos na proteina, pode estar associado
com a espessura de toucinho em suinos. Borges
et al. (1998) sugeriram que o alelo C pode estar
associado com o acumulo de gordura, ja que a
maior freqliéncia deste ocorreu na raga nativa
Piau. Posteriormente, estudos realizados por
Kuryl et al. (2003) sugeriram que o genotipo TT
pode ser mais vantajoso por estar associado a
menor deposi¢ao de gordura na carcagca quando
comparado com o gendtipo TC. Kennes et al.
(2001) verificaram que animais da raga
Landrace, homozigotos (TT), apresentaram

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.3, p.401-407, 2006
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pequeno ganho didrio de peso a mais, quando
comparados com animais heterozigotos TC; uma
associagdo inversa foi verificada por Urban et al.
(2002). Maiores estudos serdo necessarios para

verificar se esse polimorfismo estd realmente
correlacionado com deposi¢do de gordura ou se
reflete uma simples variacdo entre as diferentes
ragas.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Seq. UTR
(38 pb) (143 pb) (362 pb) (2.465 pb)

\ \ \ \

1 T T

intron 1 28 pb
(£ 10 kb)

intron 2
(2.316 pb)

Figura 1. Esquema do gene obeso (OB) de suino, baseado na descri¢do de Bidwell et al. (1997). UTR:
seqiiéncia transcrita e ndo traduzida. A chave abaixo da figura indica a regido seqiienciada.

Tabela 2. Substitui¢des de bases observadas na seqiiéncia de nucleotideos do gene da leptina de varrdes
da raca nativa Piau, em relagdo as ragas comerciais e a seqiiéncia de referéncia

Posicao Nucleotideo Nucleotideo Exclusdo de sitio de Incluséo de sitio
(U66254) fémeas/U66254 varroes restri¢ao de restri¢ao

798 C T -— MspAll; NspBIL; Pvull
822 T C --- Acily; AcIWTAIwl
822 T G - Bsc4l; BsiY1; Bsil
828 T C BstDEI; Ddel Bsall; BseDI; BstF51; Fokl
867* C T --- -—-

1.112 G A Taql; TthHBSI -

1.326* T C --- -—-

1.633* G A - -—-

1.673 G A - Hsp92IT; Nlalll
1.702 G T - Ms11

1.722 G A Mboll -—-

1.850* G A --- -

1.867 G A Smul; Faul -

1.880* C T --- -—-

1.884* G T --- -—-

1.904* G A - -—-

1.913 A G - Hin4l

1.995 T C --- Alul; Cvill; Mwol
2.411 T C BamHI; BsaWI; Bstl ---

2.845 A T - Xbal

2.961 T G --- AccBSI; BsrBI; BstD1021
3.068 C T Drdl

3.148* G A --- -—-

3.266 T G - BstF5I; Fokl
3.297 G A Bsll; Bsc4l, BsiY1 Hphl; Mnil

3.309 G A - Accl

3.469 T C - Hinfl

3.787 C T Sth1321 -

* A substituigdo de base ndo criou ou excluiu sitio de restri¢do para as enzimas pesquisadas.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.3, p.401-407, 2006
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Robert et al. (1998), ao empregarem enzimas de
restricio em DNA genOmico, observaram que
animais magros apresentavam dois sitios de
restricdo, um para a enzima HindlIll e outro para
Bglll. Um outro sitio, para a enzima Xbal, foi
detectado tanto em animais obesos quanto em
magros. Kennes et al. (2001) caracterizaram
esses trés polimorfismos, mostrando sua exata
localizagdo no gene. O polimorfismo G/A
encontrado na posigdo 2.728, reconhecido pela
primeira enzima, ndo foi verificado na populagéo
em estudo, estando o alelo A presente em todos
os animais. O polimorfismo A/T, verificado
dentro do intron dois na posicdo 2.845 e
reconhecido pela ultima enzima, foi observado
neste trabalho, representando o segundo
polimorfismo que também foi relatado
anteriormente por outros autores. Na populagio
em estudo, o alelo A estava presente nos animais
das racas comerciais e o alelo T, nos trés animais
da raga nativa Piau. O polimorfismo T/C na
posicdo 3.996, reconhecido pela enzima Bglll,
situado dentro da regido 3" transcrita e ndo
traduzida, ndo pode ser avaliado neste trabalho
por ndo ter sido seqiienciado além da base n°
3.910.

Em outros dois polimorfismos (C/T e A/G),
verificados nas posigdes 867 e 1.112,
respectivamente, o alelo T foi observado nos trés
varrdes ¢ o alelo A, em apenas dois. Resultados
semelhantes também foram encontrados por
Jiang e Gibson (1999), que, ao trabalharem com
suinos de racas Chinesas, observaram que, nessas
mesmas posicoes, os alelos T e A estavam
fixados. Esses autores encontraram, ainda, um
outro polimorfismo (G/T) na posigdo 3.714,
regido transcrita e ndo traduzida, onde o alelo G
estava fixado nas racas européias. Esse
polimorfismo ndo foi encontrado na populacio
em estudo na qual, embora as fémeas tenham
origem de racas européias, todos os animais
apresentaram o alelo T.

Os outros 22 polimorfismos encontrados (Tab. 2)
ndo foram verificados em relatos anteriores e,
dentre eles, 15 puderam ser detectados por
enzimas de restricdo, preditas por analises
computacionais. Resultados preliminares (dados
nao mostrados) t€m confirmado algumas dessas
enzimas. Assim, dois polimorfismos encontrados
na regido do intron um foram confirmados por
enzimas de restri¢do, sendo que, na posigdo 798,
a enzima Pvull ganhou um sitio de restricdo no
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DNA dos varrdes e, na posigdo 828, a enzima
Ddel perdeu seu sitio de restrigdo, ao contrario
da enzima Fokl que ganhou um sitio. Na regido
do intron dois, na posi¢do 2.411, a enzima
BamHI perdeu seu sitio de restricdo no DNA dos
varrdes e, na posigdo 3.266, a enzima Fokl
ganhou um sitio. O polimorfismo, na posi¢do
3.469, verificado dentro do éxon 3, também foi
confirmado com a enzima Hinfl. Em estudos
posteriores, Peixoto et al. (2004), utilizando
animais F,, resultantes de cruzamento divergente
entre os investigados no presente estudo,
encontraram efeito significativo do polimorfismo
T/C para as caracteristicas de consumo de ragdo,
ganho de peso aos 21, 42, 63 ¢ 77 dias (P<0,01),
ganho de peso médio didrio e conversdo
alimentar (P<0,05), estando o alelo C associado
as piores médias fenotipicas.

Com relag@o ao polimorfismo na posi¢ao 1.995,
testado com a enzima A/ul, o resultado nao foi o
esperado. Isto sugere falha na edigdo das
seqiiéncias de nucleotideos geradas pelo
seqiienciador automatico, visto que apenas um
dos animais  nativos  apresentou  este
polimorfismo, o que possivelmente poderia ser
contornado com uma reavaliagdo por outros
programas.

De maneira geral, as variagdes encontradas na
seqiiéncia de nucleotideos dos varrdes puderam
ser agrupadas conforme sua ocorréncia. Assim,
as substitui¢des de bases observadas nas posigoes
798 (C/T), 822 (T/C), 1.673 (G/A), 1.884 (G/T),
1.995 (T/C), 3.309 (G/A), 3.469 (T/C) e 3.787
(C/T) estavam presentes na seqiiéncia de
nucleotideos de apenas um animal da raca nativa
Piau, enquanto que as substitui¢des verificadas
nas posi¢des 822 (T/C), 828 (T/C), 1.112 (G/A),
1.633 (G/A), 1.702 (G/T), 1.850 (G/A), 1.867
(G/A), 1.880 (C/T), 1.904 (G/A), 2.411 (T/C),
2.961 (T/G) e 3.068 (C/T) estavam presentes em
dois varrdes. Os polimorfismos encontrados nas
posigdes 867 (C/T), 1.326 (T/C), 1.722 (G/A),
1.913 (A/G), 2.845 (A/T), 3.148 (G/A), 3.266
(T/G) e 3.297 (G/A) foram verificados nas
seqiiéncias dos trés varrdes ao mesmo tempo.
Embora todas essas variagdes estejam ocorrendo
em regides de intron, podem representar
potenciais marcadores, visto que ocorreram
exclusivamente nos varrdes nativos. A utilizagao
destes polimorfismos como marcadores devera
ser avaliada, buscando-se correlacdes com
consumo alimentar, ganho de peso, espessura de

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.3, p.401-407, 2006
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toucinho ou alguma outra caracteristica
produtiva ou reprodutiva, assim como nos
estudos de Borges et al. (1998), Jiang e Gibson
(1999), Kennes et al. (2001), Urban et al. (2002),
Kuryl et al. (2003) e Peixoto et al. (2004) com o
polimorfismo T3469C. Estudos adicionais serdo
necessarios para verificar se as outras variagdes
estdo simplesmente refletindo diferencas entre as
ragas ou se podem estar relacionadas, de alguma
maneira, com caracteristicas produtivas e
reprodutivas em suinos.
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