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RESUMO

Por definicdo, a biologia molecular é uma derivagdo da ciéncia que estuda a biologia a nivel
molecular. A difusdo do conhecimento de tal area tem permitido a identificacdo de genes em
humanos, plantas e animais, com isso, as técnicas de biologia molecular estdo sendo amplamente
utilizadas na medicina veterinaria, ndo apenas para diagndsticos de doencas ocasionadas por
patégenos, mas também, na reproducdo animal, especialmente pela precisdo que as técnicas
oferecem, sendo muito utilizadas para sexagem de embrides, identificacdo de racgas, testes de
paternidade e outras exigéncias relacionadas a reproducdo animal.

Palavras-chave: Biologia Molecular. Biotecnologia. Reproducéo.

ABSTRACT
By definition, the molecular biology is a derivation of the science that studies the biology at the
molecular level. The dissemination of knowledge of this area has allowed the identification of genes in
humans, plants and animals, as a result, the molecular biology techniques are being widely used in
veterinary medicine, not only for diagnosis of diseases caused by pathogens, but also, in animal
breeding, especially by the precision that the techniques offer, being widely used for sexing embryos,
identification of races, paternity test and other requirements related to animal reproduction.
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INTRODUCAO

A biologia molecular se originou a partir da definicdo da estrutura molecular
do DNA, em 1953, por Watson e Crick. Descobertas posteriores demonstraram que
tal molécula era considerada elemento primordial e que com isso seria possivel
compreender as principais caracteristicas dos seres vivos (PINHO, 2006).

As técnicas de biologia molecular, como a sexagem de embrides e o teste de
paternidade se tornaram exigidas na area reprodutiva veterinaria para diversas
espécies e racas, a fim de maximizar o potencial reprodutivo de animais de alto valor

zootécnico.
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Atualmente, é possivel contar com inGmeros marcadores moleculares para as
diversas caracteristicas desejaveis e estes vém auxiliando no desenvolvimento do
melhoramento genético.

Ha uma grande quantidade de técnicas moleculares que estdo relacionadas
com a reproducao animal. Nessa revisdo serdo citadas as técnicas mais comumente

utilizadas.

DESENVOLVIMENTO
ADVENTOS BASICOS

O que se conhece atualmente por genes, deve-se a estudos realizados a
partir das pesquisas de Mendel, no século XIX. O genoma reune informacgtes
responsaveis por conferir as caracteristicas basicas de um ser vivo, sendo
encontrado no DNA. Portanto, essa molécula € a responsavel por carregar o codigo
genético em todos os seres vivos, exceto os virus (ECA et al., 2004).

Os genes sao constituidos por acidos nucleicos, formados por blocos
estruturais elementares, conhecidos por nucleotideos, onde cada nucleotideo possui
uma molécula de acucar, sendo que no RNA (acido ribonucleico) o acucar € uma
ribose e no DNA (&cido desoxirribonucleico) o acucar € uma desoxirribose, uma de
fosfato (com propriedades acidas) e outra de nitrogénio (com propriedades
levemente basicas). Porém o que difere o DNA do RNA é um nucleotideo distinto,
sendo o RNA formado por adenina (A), guanina (G), citosina (C) e uracila (U) e o
DNA formado por A, G, C e T (timina), sendo G e A bases purinas, estruturas
biciclicas e C, T e U bases pirimidinas monociclicas (SNUSTAD; SIMMONS, 2010;
TURNER et al., 2004).

Em 1953, James Watson e Francis Crick, deduziram que a organizacdo dos
nucleotideos dentro do DNA se da pela ligagdo de um ao outro, em cadeia. Além
disso, foi visto que as cadeias sdo mantidas unidas por atracbes quimicas fracas
entre pares de bases, chamadas pontes de hidrogénio, onde A pareia com T e G
com C, sendo assim as duas cadeias de uma molécula de DNA sdo complementares
(ECA et al., 2004; TURNER et al., 2004).



Além de apresentarem um nucleotideo distinto, o RNA e DNA apresentam
outra caracteristica que os difere, sendo o DNA uma molécula bifilamentar (dupla
hélice) e o RNA uma molécula unifilamentar (SNUSTAD; SIMMONS, 2010).

Assim, com a descoberta do DNA e do cdodigo genético, foi possivel a
manipulacéo intencional do DNA, atraves de técnicas da engenharia genética, além
de propiciar incriveis avangos na area genética e da biologia molecular (FALEIRO et
al., 2011).

TECNICAS

PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION — REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE) E PCR EM TEMPO REAL

A PCR foi desenvolvida em 1985 por Kary Mullis, o qual recebeu o prémio
Nobel da Quimica por seu trabalho (WISCHRAL e GOMES FILHO, 2009). Essa
técnica vem se destacando na medicina veterinaria nas mais diversas areas, como
por exemplo, o diagndstico de doencgas infecciosas, aprimoramento da reproducéo e
identificacdo de doencas genéticas.

De acordo com Melo et al.,(2012), na area da reproducdo animal, a técnica
torna possivel a identificacdo do sexo de embrides, entretanto, para que seja
favoravel comercialmente, precisa atender algumas exigéncias, tais como, ser
barata, reproduzivel e suficientemente rapida, permitindo assim avaliar, em pouco
tempo, grande quantidade de embrides.

O método consiste em amplificar uma determinada sequéncia selecionada de
DNA ou RNA, permitindo sintetizar em algumas horas, milhdes de coépias da
sequéncia de interesse. Para isso necessita de um DNA como molde, nucleotideos,
oligonucleotideos, enzimas e uma solucéo tampao para a reacdo, sendo dividida em
trés etapas: na etapa 1, o DNA gue contém a sequéncia que sera amplificada é
desnaturado por aquecimento a 92-95°C, por aproximadamente 30 segundos; na
etapa 2, o DNA desnaturado € helicoidizado a um excesso de oligonucleotideos,
incubando-os juntos a uma temperatura de 50-60°C pelo tempo de 30 segundos; e
na etapa 3, a DNA polimerase (enzima), é empregada para replicar o segmento de
DNA entre os sitios complementares aos oligonucleotideos (SNUSTAD; SIMMONS,
2010).



Baseada na PCR convencional ha a PCR em Tempo Real, responsavel por
determinar medidas quantitativas nos ciclos da PCR, o que a torna mais rapida,
especifica e sensivel, permitindo a quantificacdo do DNA durante as reacdes, além
da amplificacdo simultdnea, como ocorre na PCR convencional. Esta técnica
revolucionou o processo de quantificacdo de DNA e RNA, uma vez que, de maneira
precisa, quantifica os acidos nucleicos, apresentando maior reprodutibilidade, por
determinar valores na fase exponencial da reacéo, a partir de um ponto que detecta
o ciclo em que a reacdo atinge o limiar da fase exponencial, permitindo a

quantificacdo exata e reprodutivel utilizando a fluorescéncia (MELO et al., 2012).

MICROARRANJOS DE DNA

A metodologia é realizada inicialmente pela formacdo prévia de uma
biblioteca gendmica, onde, a partir do pool de fragmentos gendmicos, coloca-se
clones em uma microplaca de maneira automatizada, assim cada microplaca tem a
representacdo de grande parte dos clones da biblioteca para determinado genoma
(FALEIRO et al., 2011). Geralmente, para se criar uma biblioteca genémica, o DNA
gendmico € preparado por digestdo com protease e extracdo de fase, sendo
fragmentado por digestdo ou agitagdo com enzimas de restricdo, assim tem-se a
variagao de tamanho para o vetor escolhido (TURNER et al., 2004).

A técnica de microarranjo esta amplamente requisitada em pesquisas da area
animal, em especial nos estudos relacionados a caracteristicas de heranca
complexa e/ou de baixa herdabilidade (ROSA et al., 2007).

Segundo ROSA et al. (2007), a utilizacdo de microarranjos em bezerras pré-
puberes e fémeas adultas, é possivel a partir da comparacéo do perfil de transcritos
de odcitos e embrides em inicial estagio de desenvolvimento. Os resultados
apresentaram numero relevante de genes entre os modelos de estudo. Além disso, a
técnica pode ser empregada para outras finalidades dentro da reproducéo animal e
outros ramos da zootecnia, como crescimento e metabolismo, resposta imune a
doencgas e parasitoses e resposta a fatores de estresse né&o infecciosos, que podem
ser restricdo alimentar, exposicdo a elementos téxicos e outras condi¢cdes

ambientais que sejam desfavoraveis.



RFLPS (POLIMORFISMO NO COMPRIMENTO DOS FRAGMENTOS DE
RESTRICAO)

Os SNPs (polimorfismos de nucleotideo Unico) podem acontecer dentro de
sequéncias curtas, sendo reconhecidas por enzimas de restricdo, fazendo com que
o tamanho do fragmento gerado por cortar uma molécula de DNA com enzimas de
restricdo seja diferente para cada alelo, isto é chamado de RFLP (TURNER et al.,
2004).

Os RFLPs foram uma das primeiras técnicas a ser desenvolvida e uma das
mais utilizadas. As enzimas de restricdo expressam, quando clivados, por meio da
eletroforese, as diferencas de comprimento de fragmentos do DNA, sendo
observadas através da hibridizacdo dos fragmentos com sequéncias homologas, que
pode estar marcado por radioatividade ou luminescéncia. Os RFLPs podem ter
origem por mudancgas de pares de bases, rearranjo de DNA, inser¢cédo e/ou delegcao
ou ainda diversidade natural nas populacdes, sendo as enzimas necessdrias para
identificagdo de locus polimérficos. A técnica apresenta expressdo codominante, e
como abrangem todo 0 genoma, ha a possibilidade de ser associada com genes de
interesse econdmico (ABAD et al., 2014).

Segundo Abad et al. (2014), nos ultimos anos a técnica vendo sendo
empregada em conjunto com a PCR (PCR-RFLPs), o que aumentou a sensibilidade
do método, tornando mais facil a identificacdo dos polimorfismos, sendo necessarias
pequenas quantidades de DNA. Essa associacao das técnicas é muito utilizada para
caracterizagcdo de racas bovinas e em estudos de associagdo a caracteres
produtivos. Entretanto, a técnica apresenta limitacdes, sendo o uso intensivo de mao

de obra e o0 tempo necessario para a realiza¢do, os principais fatores limitantes.

QTL (QUANTITATIVE TRAIT LOCI)

O objetivo primordial da andlise de DNA em animais domésticos esta
relacionado com caracteristicas de interesse econdmico, estabelecendo os genes
gue conferem as caracteristicas fenotipicas (COUTINHO et al., 2010).

O QTL é uma das técnicas empregadas para identificacdo de genes de
interesse e seu mapeamento esta relacionado com a identificagdo de determinadas

regides cromossdmicas relacionadas a caracteristicas de interesse econdmico,



também chamado de loci de interesse quantitativo, porém isso depende do
desenvolvimento de mapas genéticos saturados pela utilizagdo de marcadores
moleculares polimorficos e uma estrutura populacional que apresente a
caracteristica de interesse (COUTINHO et al., 2010; MILAZZOTTO et al., 2008).

Atualmente é possivel a identificacdo de genes determinantes que estédo
relacionados com o desenvolvimento muscular, qualidade da carne e rendimento do
leite, por exemplo. Porém, a identificacdo de regifes no genoma que apresentem o0s
genes de interesse, pela utilizacdo do QTL, apresenta limitacbes, como o alto custo,
pela necessidade em ter uma populacdo experimental com no minimo duas
geracdes e a realizacdo de genotipagem e fenotipagem completa dos individuos, o
custo de genotipagem para marcadores moleculares, a eficicia da técnica, que pode
ser variavel, a herdabilidade da caracteristica de interesse e a principal restricdo &
que, como a técnica indica uma regido cromossdmica especifica, onde se encontra
0s genes de interesse, pode também conter diversos outros genes (COUTINHO et
al., 2010).

SEQUENCIAMENTO DE DNA

A técnica baseia-se na teoria de que organismos com caracteristicas
fenotipicas distintas podem expressar genes relacionados as caracteristicas, além
de obter a sequéncia de genes no genoma e ser a base para a construcdo de
plataformas de microarranjos, criadas para se analisar padrdes de expressao génica
em larga escala (COUTINHO et al., 2010).

O método também auxilia no diagnéstico molecular, pois permite o
conhecimento de sequéncias génicas especificas, podendo, através de programas
de bioinformatica, ser comparados e assim, oligonucleotideos especificos podem ser
sintetizados e, assim, permitir a amplificacdo especifica de fragmentos que podem
identificar de maneira especifica animais, plantas e patogenos (FALEIRO et al.,
2011).

Entretanto, como o QTL, o sequenciamento de DNA apresenta limitagoes,
pois 0s microarranjos obrigam o conhecimento da sequéncia do gene impresso na
plataforma, limitando assim, a disponibilidade de arranjos para a espécie de
interesse (COUTINHO et al., 2010).



MINISSATELITES (VNTR- VARIABLE NUMBER OF TANDEM REPEATS) E
MICROSSATELITES (SSR- SIMPLE SEQUENCE REPEATS)

O DNA repetitivo no genoma de eucarioticos consiste em sequéncias curtas,
em disposicdo em tandem de centenas de copias, ficando conhecida como DNA
satélite, por terem sido identificadas como bandas satélite (TURNER et al., 2004).

Os VNTRs sao marcadores formados por repeticoes de DNA em sequéncia,
sendo localizados em regides controméricas e teloméricas nos cromossomos. A
técnica consiste em unidades repetidas de 15-100 nucleotideos, sendo observada
em um locus que pode ser repetido em até 50 vezes, porém, o alto custo para sua
realizacdo € um fator limitante. As repetices que os formam, servem como base do
fingerprinting de DNA, técnica empregada na identificacdo de pessoas e seus
parentescos (TURNER et al., 2004, 27 - 29; ABAD et al., 2014).

Os SSRs sdo marcadores que se encontram no genoma de eucariontes,
sendo utilizados nos estudos relacionados com a biodiversidade.

De acordo com Abad et al. (2014), a técnica consiste em pequenas
sequéncias que possuem de um a cinco pares de bases, repetindo-se em série em
um nuamero variavel, de uma dezena a uma centena de vezes. Além disso, séo
necessarios dois pares de oligonucleotideos especificos, sendo complementares as
sequéncias que estdo ao redor dos microssatélites.

Entretanto, por se encontrarem distribuidos no genoma e 0s nucleotideos
repetidos serem poucos, sdo mais utilizados que os minissatélites, fazendo com que

a PCR se torne mais eficiente.

MARCADORES MOLECULARES
Os marcadores moleculares sdo utilizados para identificar a variagdo genética
entre individuos, podendo ser utilizado para associar uma caracteristica de
interesse, sendo amplamente utilizado em decorréncia de diversas caracteristicas de
interesse (Polido et al., 2012).
Os diferentes tipos de marcadores disponiveis se diferenciam de acordo com
a tecnologia empregada, com o objetivo de revelar a variabilidade a nivel de DNA,

além de proporcionar variacdo quanto a habilidade de identificar as diferencas entre



individuos, facilidade na utilizacdo, custo, possibilidade de repeticdo e consisténcia
(MILACH, 1998, 14 - 17).

SEXAGEM DE EMBRIOES

A sexagem de embrides auxilia no desenvolvimento do melhoramento
genético em animais com alto valor comercial, com isso o criador pode, ainda na
fase embrionaria, escolher o sexo desejado.

A sexagem fetal em equinos é realizada através da técnica de PCR, por
fornecer resultados sensiveis e confidveis, visto que a diferenciagcdo sexual €
estabelecida pela presenca ou ndo do cromossomo Y e pela expressdo do gene
SRY, responsavel por codificar a proteina TDF (fator de determinacéo testicular),
que agindo nos tecidos gonadais gera: atrofia dos ductos de Muller,
desenvolvimento dos testiculos, formacdo dos tubulos seminiferos, formacdo das
células de Leydig e producéo de testosterona (OLIVEIRA et al., 2014).

Segundo Passaglia; Chaves (2007), o Brasil apresentou, nos ultimos anos,
uso crescente da sexagem em animais de genética superior a partir da amplificacéo
da regido repetitiva especifica do cromossomo Y, seguida da eletroforese, sendo

estes 0s métodos mais utilizados comercialmente.

TESTE DE PATERNIDADE

Testes de paternidade se baseiam na exclusao genética, sendo assim, todos
os alelos do DNA presentes na prole precisam se encontrar na mesma posi¢cao dos
alelos dos pais, encontrando a origem materna e em seguida a paterna (VIEIRA et
al., 2011).

Segundo Abad et al. (2014), a utilizacdo de marcadores moleculares propiciou
avangos no melhoramento genético, pois auxiliou na identificagdo de individuos e
essa pratica se tornou essencial para a comercializacdo de animais, em especial,
aqueles com significativo valor zootécnico, assim como para, caracterizacdo de
populactes, estudos de biodiversidade e selecdo assistida. A técnica de PCR é
amplamente empregada, em decorréncia da necessidade de pouco material e curto

espaco de tempo para obter o resultado. Por outro lado, o emprego de marcadores



moleculares, permite a automatizagcdo do processo, favorecendo a utilizacdo de

outras técnicas como 0s microssatélites.

DIAGNOSTICO DE DOENCAS

A biologia molecular € comumente utilizada para diagnosticar doencas, em
especial aquelas causadas por patéogenos. Segundo Queiroz (2008), a PCR tem se
mostrado bastante util para identificacdo de espécies de Leishmania, possibilitando
a deteccdo de cées assintomaticos e caes soronegativos.

Técnicas moleculares também sdo empregadas na identificacdo da
Erliquiose, Pseudoraiva, entre outras doencas, através da técnica de PCR, no
estado latente ou de replicagdo, auxiliando no controle de doencas (FONSECA
JUNIOR et al., 2010; ALVES et al., 2005).

CONSIDERACOES FINAIS
Apesar de serem eficazes e quase sempre seguras, muitas técnicas de
biologia molecular se mostram com uso limitado na rotina veterinaria devido ao alto
custo que apresentam e, muitas vezes pela necessidade de se ter conhecimento

prévio da sequéncia de gene da espécie de interesse.
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