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RESUMO 

 

Existem vários fatores que podem interferir na produção de leite em bovinos, entre os quais, 

as características ambientais e o perfil genético são os mais importantes. O uso de ferramentas 

para avaliação genética dos animais em especial a identificação de SNPs, os quais são capazes 

de interferir na capacidade produtiva, está sendo amplamente estudado e utilizado na 

produção animal. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi verificar a distribuição das 

variantes polimórficas da região promotora e do éxon 8 no gene do Receptor do Hormônio do 

Crescimento (GHR) em vacas da raça Holandesa em lactação. Foram utilizados dados das 

lactações e composição do leite na primeira e segunda lactação de 106 vacas do município de 

Cristalina, Goiás. As amostras de sangue periférico foram coletadas e o material genômico foi 

purificado (DNA). Os genótipos foram analisados pela técnica de PCR-FRLP com o uso da 

enzima AluI na região promotora e SspI para o éxon 8 do gene do GHR, respectivamente. Para 

a análise dos dados das lactações e composição do leite foi realizada análise de variância e 

teste de tukey. Foram observadas frequências alélicas de 47,64% para AluI(-) e 52,36% para 

AluI(+), para o polimorfismo da região promotora, 49,53% para SspI(-) e 50,47% para SspI(+) 

para o polimorfismo do éxon 8 do gene. Quanto as frequências genotípicas, a região 

promotora apresentou 12,26%, 70,76% e 16,98% para os genótipos AluI(-/-), AluI(+/-) e 

AluI(+/+) respectivamente. Enquanto a região do éxon 8 apresentou frequências de 7,55%, 

83,96% e 8,49% para os genótipos SspI(-/-),SspI(+/-) e SspI(+/+) respectivamente. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas (P>0,05) para produção e composição 

do leite sobre o efeitos dos polimorfismos da região promotora (AluI) e éxon 8 (SspI) do gene 

do GHR. A composição em EST e ESD se mostraram maiores para os genótipos SspI(-/-) 

porem com níveis de significância P=0,06 e P=0,05 respectivamente para EST e ESD. Quanto 

a interação entre os dois polimorfismos e seus efeitos sobre a produção e composição do leite, 

não foram observadas diferenças estatisticamente significativa (P>0,05). 

 

Palavras-chave: PCR-RFLP, haplótipos, AluI, SspI, produção de leite. 

 

  



xv 
 

ABSTRACT 

 

There are several factors that may affect the milk yield in cattle, among which the 

environmental characteristics and the genetic profile are the most important. The use of tools 

for genetic evaluation of animals, in particular the identification of SNPs, which are able to 

interfere with the production capacity, is being widely studied and used in animal production. 

In this sense, the objective of this study was to investigate the distribution of polymorphic 

variants of the promoter region and éxon8 in gene of growth hormone receptor (GHR) in 

Holstein cows in milk. They used data from lactations and milk composition in the first and 

second lactation of 106 cows in the municipality of Cristalina, Goiás. The blood samples were 

collected and the genomic material was purified (DNA). The genotypes were analyzed by 

PCR-FRLP technique using the AluI enzyme in the promoter region and Sspl to the exon8 of 

the GHR gene, respectively. For the data analysis of lactation and milk composition was 

performed analyses of varyance and Tukey test. Allelic frequencies of 47.64% were observed 

for AluI (-) and 52.36% for AluI (+) for the polymorphism of the promoter region, 49.53% for 

Ssp (-) and 50.47% for Ssp (+ ) for the polymorphism of exon8 of the gene. As to the 

genotypic frequencies, the promoter region had 12.26%, 70.76% and 16.98% for AluI 

genotypes (- / -), AluI (+/-) and AluI (+ / +) respectively. While the region of exon8 presented 

frequencies of 7.55%, 83.96% and 8.49% for genotypes Ssp (- / -), SspI (+/-), and SspI (+ / +) 

respectively. No statistically significant differences were found (P> 0.05) for the production 

and composition of milk on the effects of polymorphisms of the promoter region (AluI) and 

exon 8 (SspI) of the GHR gene. The composition EST and ESD were higher for SspI 

genotypes (- / -), but with significance level P = 0.06 and P = 0.05 respectively for EST and 

ESD. The interaction between the two polymorphisms and their effects on milk production 

and composition, no statistically significant differences were observed (P> 0.05). 

 

Keywords: PCR-RFLP haplotypes, AluI, SspI, milk production. 

 

 

 

 



1. INTRODUÇÃO 

 

A lactação é uma característica que depende dos fatores ambientais e do perfil 

genético do animal. Dentre os fatores ambientais a composição da dieta e características da 

alimentação dos animais apresenta maior impacto
1
, seguido das condições climáticas, como 

temperatura e umidade, características de manejo e estrutura das instalações e também da 

saúde da glândula mamária
2
. Com relação ao perfil genético, o fator racial apresenta grande 

interferência na produção e composição do leite, porém diferenças existentes dentro da 

mesma raça caracteriza-se como melhoramento genético da própria raça. 

A seleção de animais produtivos é o objetivo da produção animal, e para isso a 

seleção dentro da raça passou a ser um método mais usado na escolha de animais com 

potenciais raciais acima da média, e hoje o melhoramento genético apresenta um número 

maior de ferramentas, como a análise de marcadores moleculares, para realizar a seleção de 

animais mais produtivos. O uso de métodos de avaliação molecular se tornou uma das 

técnicas de seleção mais eficiente para verificação do perfil genético mais produtivo dentro de 

uma população. 

A análise de QTLs (do inglês, Quantitative Trati Loci) passou a ser uma forma de 

verificação de animais com produção superior, quanto a determinadas características 

produtivas específicas
3, 4

. Deste modo foram criadas diferentes técnicas de verificação, análise 

e comparação de alterações genéticas nos animais de produção. Entre elas podemos citar os 

SNPs (do inglês, Single Nucleotide Polymorphism) que são resultantes de alterações em uma 

única base nitrogenada do DNA capaz de determinar alterações na sequencia dos aminoácidos 

da proteína codificada e assim causar mudanças fisiológicas no animal. A detecção da 

presença de SNPs pode ser realizada pelas técnicas de PCR-RFLP (Amplificação pela Reação 

em Cadeia da Polimerase com uso de enzimas de restrição), a técnica de amplificação alelo 

específico (ASA), o sequenciamento genético e a técnica de espectrometria de massa (MAL-

TOF), entre outras. 

Pesquisas para determinar uma quantidade cada vez maior de QTLs capazes de 

interferir na produção e composição do leite bovino, vêm sendo realizadas principalmente 

com o uso de SNPs presentes nestes QTLs que apresentam alta capacidade de determinar 

mudanças na produção e composição do leite. Os genes com presença de SNPs com maior 



2 
 

relação de alterações fenotípicas relacionadas ao leite bovino estão presentes em diferentes 

cromossomos, tais como os BTA01 e 06
5 

e BTA14 e 20
3
 que se mostraram com um maior 

número de genes com presença de SNPs relacionados a dados de produção em vacas 

holandesas. 

O gene do Receptor do Hormônio de Crescimento (GHR), presente no BTA 20 

bovino, apresenta diferentes SNPs capazes de interferir tanto na lactação quanto na 

composição do leite. Dentre todos os SNPs estudados neste gene, os polimorfismos AluI 

encontrado na região promotora do gene
6, 7

 e o polimorfismo F279Y presente no éxon 8
8, 9

 

apresentam uma alta relação com alterações de produção do leite em vacas holandesas. 

Deste modo, a avaliação da distribuição das variantes polimórficas da região 

promotora e do éxon 8 no gene GHR e suas relações com a lactação e composição do leite de 

vacas holandesas é importante para agregar conhecimento ao setor de produção de bovinos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Genes que apresentam relação direta na produção e composição do leite bovino 

Com os avanços das técnicas de avaliação genética de espécies de animais 

domésticos em associação com a biologia molecular, em especial os estudos do DNA e suas 

variações genéticas, têm aberto novas perspectivas nos sistemas de produção, e permitem 

entender qual a relação entre as mudanças genéticas e as características de interesse 

econômico. Os estudos se baseiam na presença de alterações genéticas que definem 

características de interesse econômico, onde essas alterações são, na sua maioria, variações 

contínuas e são expressas por muitos loci gênicos, que são denominados Loci de 

Características Quantitativas (QTL – do inglês, Quantitative Trait Loci). 

Os QTL são regiões cromossômicas associadas a variabilidade das características 

complexas que podem ser influenciadas por vários genes e ao mesmo tempo pelo ambiente
10

. 

Com a identificação dos QTLs e a compreensão dos diferentes mecanismos de ação sobre a 

fisiologia animal, permitiu a realização de seleção para desempenho superior sobre 

características de interesse econômico, tais como a produção de leite, taxa de crescimento, 

fertilidade, resistência a condições de ambiente e doenças
11

. É comum em um QTL a presença 

de um ou mais genes candidatos cuja ação determina uma característica de interesse na 

produção animal, o uso destas informações prévias sobre o gene localizado na região de um 

QTL e que de alguma forma tem sua função metabólica envolvida na fisiologia e 

desenvolvimento da característica, torna este gene um candidato para utilização em processos 

de seleção. Para a identificação de um gene envolvido numa característica complexa utilizam-

se várias técnicas, e dentre elas podemos citar a demonstração de que a substituição de uma 

variante nucleotídica pode resultar na mudança do fenótipo de um grupo de animais dentro de 

uma população específica
12

. 

Uma vez estabelecido quais são as alterações genéticas responsáveis pela 

mudança nas características fenotípicas dentro de uma população estudada, realiza-se a 

detecção das diferenças na sequência genotípica do gene na população avaliada, essas 

diferenças quando ocorrem pela substituição de uma única base nitrogenada, e denominado 

Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP – do inglês, Single Nucleotide Polymorphism). 

Várias técnicas de detecção de SNPs estão disponíveis, e dentre estas podemos citar a técnica 
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de clivagem do DNA previamente amplificado (PCR-RFLP), a técnica de amplificação alelo 

específico (ASA), sequenciamento, e a técnica que envolve a espectrometria de massa MADI-

TOF (do inglês, Mass Array by Sequenom). 

Deste modo os SNPs passaram a ser um tipo de marcador molecular muito 

utilizado na bovinocultura leiteira, caracterizado como uma variação genética localizada na 

mesma posição do genoma em uma população e manifestado em indivíduos diferentes do 

ponto de vista fenotípico. Existe um número grande de SNPs que foram mapeados dentro de 

diferentes QTLs e que apresentam relação direta com a produção e composição do leite 

bovino (Tabela 1) e que estão presentes em diferentes genes no genoma bovino. Shopen et 

al.
13

 identificaram regiões polimórficas no BTA5, BTA6, BTA11 e BTA14 associados a 

composição de proteína e teor de lactose, estes foram associados com os genes α-

lactoalbumina (BTA5), αs1-caseina, αs2-caseina, β-caseina e k-caseina no BTA6 e β-

lactoglobulina no BTA11. As regiões polimórficas BTA14, BTA19 e BTA26 foram 

associadas com a produção e os ácidos graxos no leite
14-16

, e as regiões BTA6, BTA10, 

BTA15 e BTA20 associados ao escore de células somáticas
3, 17

. A região cromossômica 

BTA20 foi associada a produção de leite, composição de proteína, gordura e células 

somáticas
18

. 

Desde a primeira varredura de todo o genoma por QTLs com efeito sobre as 

características de produção de leite em bovinos
19

, muitos estudos parciais e totais foram 

realizados com esse propósito. Estudos preliminares de mapeamento genético voltados para as 

características de produção e composição do leite realizados por Moody et al.
20

, Arranz et al.
21

 

e Moisio et al.
22

 apresentaram o QTL no cromossomo 20 com a presença de SNPs com 

relação direta com a produção de leite e sua composição em proteína, gordura e células 

somáticas. Em 1999 Aggrey et al.
6
 realizou um estudo de sequenciamento e uso de enzimas 

de restrição, e observou a presença de SNP no cromossomo 20 e sua relação direta com a 

produção de leite e sua composição em proteína e gordura. Posteriormente foram realizados 

diversos estudos associando SNPs do cromossomo 20 com dados produtivos em bovinos 

leiteiros. Em 2007 Fontanesi et al.
23

 investigou a presença do polimorfismo do Receptor do 

Hormônio do Crescimento (GHR) e observou que ocorre a substituição de uma base 

nitrogenada no gene codificante da proteína do GHR, com a substituição da base 

consequentemente foi realizada a substituição do aminoácido fenilalanina pela tirosina na 

posição 279 desta proteína. Esta alteração no DNA levou a mudanças fenotípicas como o 

aumento da produção de leite e alteração da composição de gordura e proteína.  
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TABELA 1 – Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) envolvidos nas características fenotípicas 

de produção e composição de leite bovino 

Gene BTA1 Características fenotípicas envolvidas Referência 

CXCR1 – Interleukim-8 

receptor-α 

2 Escore de Células Somáticas (ECS), 

mastite clínica 

Leyva-Baca et al.
24

 

STAT1 2 Teor e produção de gordura e proteína, 

produção de leite 

Cobanoglu et al.
25

 

LEP – Leptin 4 Produção de leite, teor de proteína e 

gordura 

Glantz et al.
26

 

Matteis et al.
27

 

CD4 – Cluster of 

differention 4 

5 Escore de Células Somáticas (ECS) He et al.
28

 

IGF-1 – Insulin-like 

growth fator 1 

5 Teor e produção de gordura e proteína, 

Escore de Células Somáticas (ECS) 

Bonakdar et al.
29

 

Mullen et al.
30

 

OLR1 – Oxidized low-

density lipoprotein (lectin-

like) receptor 1 

5 Teor e produção de proteína e gordura, 

perfil de ácidos graxos 

Wang et al.
31

 

ABCG2 – ATP-binding 

cassette, sub-family G, 

member 2 

6 Teor de proteína e gordura, produção 

de gordura 

Ron et al.
32

 

Β-CN – β-casein 6 Composição proteica Visker et al.
33

 

CSN1S1, CSN1S2 – αs1-

casein e αs2-casein 

6 Composição proteica Huang et al.
34

 

TLR4 – Toll-like receptor 

4 

8 Escore de Células Somáticas (ECS) Sharma et al.
35

 

Β-LG – β-lactoglobulin 11 Composição proteica Huang et al.
34

 

DGAT1 – Diacylglycerol 

O-acyltransferase 

14 Perfil de ácidos graxos, teor de gordura 

e proteína, produção de leite e 

produção de gordura 

Jiang et al.
36

 

Duchemin et al.
15

 

CYHR1 – Cysteine e 

Histidine-rich 1 

14 Produção de leite, teor de gordura e 

proteína, produção de gordura e 

proteína 

Jiang et al.
36

 

Minozzi et al.
37

 

FASN – Fatty acid 

synthase 

19 Teor de gordura e perfil de ácidos 

graxos, produção de proteína e gordura 

Morris et al.
38

 

Matsumoto et al.
39

 

Alim et al.
40

 

GH1 – Growth hormone 1 19 Produção, teor de proteína e gordura, 

Escore de Células Somáticas (ECS) 

Signorelli et al.
41

 

Mullen et al.
42

 

SREBF1 19 Perfil de ácidos graxos Nafikov et al.
43

 

GHR – Growth hormone 

receptor 

20 Produção de leite, proteína e gordura, 

teor de proteína gordura e caseína 

Rahbar et al.
7
 

Rahmatalla et al.
9
 

Ma et al.
44

 

PRL – Prolactin 23 Produção de leite, teor de gordura, 

perfil de ácidos graxos 

Schennink et al.
45

 

Lü et al.
46

 

SCD1 – Stearoyl-CoA 

desaturase 1 

26 Perfil de ácidos graxos, produção de 

leite, gordura e proteína. 

Macciotta et al.
47

 

Alim et al.
48

 

MBL1 – Mannose-binding 

lectin 1 

28 Escore de Células Somáticas (ECS) Wang et al.
49

 

Yuan et al.
50
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Outros trabalhos como os de Rahbar et al.
7
, Rahmatalla et al.

9
 e Ma et al.

44
 

apresentaram resultados semelhantes utilizando animais provenientes de outras regiões do 

planeta e até mesmo com raças diferentes, demostrando a forte relação entre a presença de 

uma QTL no cromossomo 20 e do SNP específico inserido dentro desta região cromossômica 

com a função do GHR e consequentemente a expressão fenotípica deste gene. 

 

2.2. O gene do Receptor do Hormônio do Crescimento (GHR) 

Atualmente o genoma bovino apresenta mais de 6,2 milhões de SNPs conhecidos, 

e estudos mais recentes permitiram a identificação de diferentes genes relacionados com a 

produção e composição do leite, e dentre eles o GHR tem apresentado ótimos resultados 

quanto a sua relação direta entre SNPs e características fenotípicas de produção e composição 

do leite
9, 18, 44

. 

Estudos preliminares de mapeamento genético identificaram SNPs de alta relação com 

características de produção e composição de leite, Aggrey et al.
6
 apresentou uma alteração de 

base na região promotora do gene (Região 5’-UTR) capaz de interferir na expressão do gene 

do GHR e consequentemente determinar alterações na composição do leite bovino. Estudos 

posteriores nesta mesma região promotora foram apresentados resultados semelhantes, 

confirmando a presença deste SNP na região reguladora do gene do GHR
8, 51-53

. Waters et al.
8
 

realizaram um estudo deste gene e verificou que existem SNPs capazes de interferir na 

produção e composição do leite, os mesmos autores encontraram alterações genéticas do tipo 

substituição de bases únicas no éxon 8, éxon 10, intron 1-3 e região promotora do gene, e 

dentre eles as alterações do éxon 8 foram aqueles que apresentaram maior relação com 

mudanças na produção e composição do leite bovino. Estes sites no gene do GHR com suas 

respectivas alterações de bases nitrogenadas (SNPs) foram analisados e revisados por um 

grande número de trabalhos em diferentes regiões do planeta
7, 9, 23

, apresentando resultados 

semelhantes, confirmando assim a relação positiva destes polimorfismos com a produção e 

composição do leite bovino no gene do GHR. 

O gene do GHR está localizado no cromossomo 20 do DNA dos bovinos (Bos 

taurus) com identificação genômica AC_000177 e apresenta mais de 72.000 Kpb. Este gene é 

responsável pela codificação da proteína do receptor do hormônio do crescimento (receptor 

transmembranar do GH) responsável pela cascata de sinalização através do domínio 
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citoplasmático
54

. A transdução do sinal começa com a fosforilação de tirosinas no receptor e 

outras proteínas celulares
55

. Muitas das funções fisiológicas do GH são exercidas através da 

regulação da transcrição de outros genes, dentre eles o Fator-1 de crescimento semelhante a 

insulina (IGF-1), que é um fator de transcrição de enzimas metabólicas
56

. 

O GHR está posicionado no cromossomo 20 e possui um total 10 éxons, dentre 

estes inicialmente acreditava-se que o éxon dois era o códon responsável pela iniciação da 

tradução
57

, mas estudos mais recentes demonstraram que o gene GHR apresenta diversos 

éxons líderes
58

. A transcrição apresenta um sítio de regulação posicionado na região 5’-UTR 

com diferentes variantes, denominados de 1A, 1B, 1C, 1D, 1F, 1H e 1I que apresentaram 

maior eficiência quando comparadas com os moldes tradicionais, e deste modo apresentando 

diferenças significativas nos modelos de GHR 5’-UTR – liciferase de tradução
58

. 

De acordo com os estudos de Kopchick e Andry
59

 realizados em humanos e 

camundongos, a regulação da expressão do gene GHR ocorre pela região promotora e éxon-1, 

onde estes são responsáveis pela codificação de inicialização. Como pode ser observado na 

Figura 1, a expressão do gene codifica toda a proteína do GHR determinando os diferentes 

domínios proteicos em função da sequência do gene. Deste modo o éxon-2 é responsável por 

codificar os primeiros aminoácidos da proteína, e serão responsáveis por estruturar a região 

inicial do domínio extracelular do GHR. Os éxons-3 a 7 são responsáveis pela codificação da 

maior parte do domínio extracelular. O éxon-8 codifica os três últimos aminoácidos do 

domínio extracelular, os quatro aminoácidos iniciais do domínio intracelular, e todos os 

aminoácidos hidrofóbicos do domínio transmembrana, local este que apresenta a mutação do 

tipo substituição de bases formando o polimorfismo F279Y do gene do GHR
9
. Os éxons finais 

9 e 10 possuem as bases nitrogenadas responsáveis por codificar os aminoácidos restantes da 

região intracelular, onde se localiza a região do Box-1, responsável pela fosforilação da 

proteína JAK-2 que inicia o processo de sinalização celular em resposta a indução do GHR 

pelo GH
55

. 
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FIGURA 1 – Estrutura do gene do GHR humano e do camundongo. A linha horizontal representa 

a sequência de introns e os retângulos indicam a posição dos éxons. Os éxons são 

indicados pelos respectivos domínios criados após a tradução do gene. 

Fonte: Kopchick e Andry
59

 

 

O gene do GHR apresenta um número grande de polimorfismos em diferentes 

regiões, podendo ser encontradas alterações tanto na região promotora, nos íntrons e nos 

éxons. Deste modo este gene se torna um possível candidato para análise de potencial 

genético por marcador molecular em processos seletivos no futuro. Dentre os polimorfismos 

encontrados ao longo deste gene em bovinos e com relação direta com a capacidade de 

produção de leite e mudanças na sua composição, podemos citar aqueles presentes na região 

promotora (GHR2.6, GHR4.1, GHR4.2, GHR6.1, GHR 9.1, AluI)
6, 8, 52

, no éxon 1A 

(AF126288-145)
8
 e no Éxon 8 (F279Y)

8, 23, 44
. Porem os resultados apresentam maior relação 

de variação entre a produção e/ou composição do leite bovino aqueles SNPs que estão 

localizados no éxon 8, sendo denominado polimorfismo genético do tipo F279Y do gene do 

receptor do hormônio do crescimento
7, 9, 23, 44

. 
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2.3. Características moleculares e fisiologia da proteína do Receptor Transmembrana do 

Hormônio do Crescimento 

O GH (Hormônio do Crescimento) ou somatotropina é um hormônio sintetizado 

pela hipófise, especificamente pela parte anterior, é sua principal função é a promoção do 

crescimento através do estímulo das cartilagens epifisárias de ossos longos e da massa 

muscular. Este hormônio também é responsável pelas funções metabólicas específicas como 

reações anabólicas, lipolíticas e agonistas semelhante a insulina
60

. A secreção de GH é 

controlado pelo GHRH (Hormônio liberador do hormônio do crescimento), somatostatina e 

em menor intensidade pela GHRelina
61, 62

. A concentração de GH e IGF-1 (hormônio de 

crescimento semelhante a insulina) na corrente sanguínea também são responsáveis por 

controlar a liberação do GH pelo processo de feedback negativo, atuando diretamente no 

hipotálamo ou na própria hipófise
62

. 

Após a secreção, a GH age através da ligação com seu receptor de membrana 

(GHR), estimulando a produção hepática e tecidual de IGF-I, um polipeptídio de cadeia 

pequena com 79 aminoácidos, com grande semelhança estrutural com a pró-insulina, sendo o 

responsável primordial pelos efeitos biológicos da GH
63

. Segundo Oliveira et al.
64

 a IGF-I é 

produzido pelo tecido hepático e também em outros tecidos corporais. Esse hormônio é 

secretado pelo fígado em resposta ao estímulo da GH, sendo o mais potente estimulador da 

síntese proteica corporal
65

, e deste modo é considerado o mediador dos efeitos anabólicos da 

GH. 

O Receptor do Hormônio do Crescimento (GHR) pertence a uma classe de 

receptores químicos denominados Classe I das Citocinas, que são responsáveis pela regulação 

de vários processos, incluindo o crescimento pós-natal, a eritropoiese, mielopoiese, lactação e 

outros processos metabólicos corporais
66

. Os membros da família das citocinas incluem os 

receptores de eritropoietina, b-cadeia das interleucinas (IL-2, IL-9, IL-11 e IL-12), 

Trombopoietina e fator de inibição da leucemia, distantemente podemos apresentar também 

os receptores de interferon
67

. 

A GHR apresenta uma estrutura tridimensional na membrana citoplasmática com 

três diferentes domínios moleculares, um extracelular, um hidrofóbico único transmembranar 

e um intracelular (Figura 2). A região extracelular apresenta dois domínios onde o primeiro 

possui 123 aminoácidos (1 ao 123) e o segundo com 118 aminoácidos (128 ao 138) e um 

resíduo de ligação (124 ao 127), totalizando 244 aminoácidos
66

, estes domínios apresentam 
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uma alta afinidade de ligação, conferindo uma grande capacidade de interação específica com 

o GH
54

. O domínio citoplasmático apresenta uma região proximal rica em prolina conhecida 

como BOX-1 que apresenta esquematicamente uma estrutura presente no grupo das citocinas 

representado por: C-XXX-AL-P-X-P, onde o C representa o resíduo hidrofóbico, X é uma 

aminoácido qualquer, AL é o resíduo alifático e P é uma prolina
59

, uma segunda região 

hidrofóbica e encontrada abaixo do BOX-1 em direção ao C-terminal sendo denominado 

BOX-2
54, 59

. A região do BOX-1 é um domínio extremamente importante para a formação da 

reação de dimerização do GHR e ativação do receptor intracelular do tipo quinase (Janus 

Kinase – JAK-2)
55, 68

. 

 

FIGURA 2 – Modelo esquemático do GHR mostrando os domínios extracelular, 

transmembrana e intracelular com a região do BOX-1. 

Fonte: Brooks et al.
55

. 

 

O conceito da ação do GHR foi determinado por avaliação da estrutura biofísica 

associada a mecanismos de dados, e isso levou a um modelo de ativação do receptor onde a 

dimerização do receptor era induzida por hormônio, causando a mudança conformacional dos 

domínios intracelulares, e com isso a ativação de cadeias catalíticas dentro dos próprios 

domínios, que levaram a ativação de quinases
55

. O início da sinalização do GHR requer uma 
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única molécula de GH que se liga aos dois domínios extracelulares de modo a fazer com que 

ocorra a dimerização do receptor e consequentemente sua mudança conformacional
54

. Como 

pode ser visto na Figura 3, a mudança estrutural do receptor ocorre pela aposição dos dois 

domínios intracelulares do receptor e deste modo a separação dos domínios intracelulares com 

ativação do BOX-1, e deste modo ativação dos domínios JAK-2, iniciando todas as reações 

bioquímicas de ativação celular de responsabilidade do receptor do hormônio do 

crescimento
55, 69

. 

 

FIGURA 3 – Esquema demostrando a estrutura dimensional do GHR. No 

lado esquerdo é apresentado o receptor inativo antes da 

ligação com o GH e a direita observa-se o receptor ativado 

após a interação com o hormônio do crescimento. 

Fonte: Brooks et al.
55

.  
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Após a ligação do GH no domínio extracelular, a conformação espacial do GHR é 

alterada causando uma importante mudança na estrutura intracelular da proteína. Com essa 

mudança ocorre a ativação da JAK-2 no domínio BOX-1 através da aproximação dos dois 

domínios do receptor, causando deste modo a fosforilação da tirosina. Essas tirosinas 

fosforiladas são importantes para formar sítios de ligação de alta afinidade para uma grande 

variedade de proteínas de sinalização, que contém domínios de ligação tais como os Domínios 

Obrigatórios de Fosfotirosina (POD) e src Homology 2 (SH2)
55, 70

. Tais ativações determinam 

reações que se assemelham aquelas causadas pela insulina, dentre essas incluem o aumento 

transitório nos níveis de glicose, transporte de aminoácidos, a lipogênese e a síntese proteica. 

Como efeito da ativação pelo GH ocorre a fosforilação dos substratos do receptor de insulina 

tipo 1,2 e 3 (IRS-1,2 e 3), e isso determina o transporte de glicose para o interior da célula, 

como pode ser visto na Figura 4. A ação do GH para a redução de gordura corporal envolve 

tanto a diminuição da lipogênese quanto o aumento da lipólise, porem os mecanismos de 

sinalização pelo qual o GH regula esses processo não estão completamente esclarecidos, mas 

acredita-se que o envolvimento das proteínas STATs apresentam importante papel nesta 

regulação
70

. 

Após a liberação do GH muitas proteínas são fosforiladas juntamente com a JAK-

2, dentre elas uma proteína com 95 kDa é ativada, esta proteína foi identificada como 

Ativador e Transdutor de Sinal de Transcrição s (STATs)
55, 69, 71. 

A Figura 5 mostra a 

participação das proteínas STATs na sinalização do GHR após a ativação pelo GH. As 

proteínas STATs são um grupo de proteínas que após a ativação pelas citocinas, participam no 

processo de expressão de vários genes. A STST5 é ativada pela ação de fosforilação da JAK2, 

após a fosforilação adequada as proteínas STAT citoplasmática formam dímeros que são 

translocados para o núcleo celular, onde ocorre a ativação da transcrição do gene por ligação 

ao DNA
55, 69

. A STAT5 foi inicialmente clonada e identificada em glândulas de ovelhas, onde 

essa proteína se ligava ao gene responsável pela codificação glandular do fator de b-caseina. 

Deste modo a STAT5 é a principal proteína fosforilada pela JAK2 com função definida de 

indução da expressão gênica e desta forma finalização da ação do GH sobre a ligação com seu 

receptor, o GHR
59

.  
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FIGURA 4 – Vias de sinalização do receptor de GH. Algumas das vias de sinalização são 

iniciadas por ativação de JAK2 pelo GH. JAK2 fosforila SHC, levando à ativação 

de MAPK. JAK2 também fosforila fatores de transcrição STATs. MAPK e 

STSTs são importantes para regulação da transcrição de genes do GH. JAK2 

fosforila proteínas IRS, que são importantes para levar a ativação de PI 3'K 

(PI3K-quinase) que determina a ativação do transporte de glicose. 

Fonte: Herrington e Carter-Su
70

. 

 

 

FIGURA 5 – Vias de sinalização do GHR após ligação do GH. Observar a via da proteína 

STAT5 que é fosforilada pela JAK2 e formam dímeros. Esses dímeros de 

STAT5 são direcionados para o núcleo e se ligam diretamente ao DNA 

sinalizando sua ativação via sítio GLE e spi 2.1. 

Fonte: Kopchick e Andry
59

.  
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2.4. Principais SNP no gene do GHR 

O gene do Receptor do Hormônio do Crescimento (GHR) está localizado no 

cromossomo 20 do cariótipo dos bovinos, e é responsável pela codificação da proteína 

transmembranar do receptor do hormônio do crescimento
55

. Esse gene apresenta 10 éxons, 

onde o primeiro participa da regulação de codificação do mesmo, podemos identificar 

também uma região promotora 5’UTR e nove íntrons
59

. De acordo com o NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/280805) o gene do GHR em Bos taurus apresenta 226 kpb 

(quilos pares de bases) e 68 sites de mutação por substituição de bases, ou seja, polimorfismo 

genético do tipo SNPs. 

Dentre os diferentes SNPs encontrados no gene do GHR dos bovinos um grande 

número foi estudado quanto a sua capacidade de interferir na produção animal. Dentre os 

estudos foram avaliados a capacidade de mudança fenotípica em relação a produção e 

composição da carne e carcaça de bovinos de corte
52, 72, 73

, mas principalmente foram 

avaliados as mudanças realizadas na produção e composição do leite bovino. A Tabela 2 

apresenta os principais pontos de mutação do tipo SNP no gene do GHR e suas interferências 

na produção e composição do leite bovino. 

De acordo com vários estudos realizados em diferentes locais, utilizando 

diferentes raças de bovinos leiteiros, o polimorfismo genético do tipo SNP localizado no gene 

do receptor do hormônio do crescimento que mais interfere na produção de leite é o F279Y 

localizado no éxon 8 do gene, com capacidade de interferir na produção de leite e composição 

do leite
7, 8, 23, 41, 44, 74, 75

. As alterações de produção são diferentes para cada SNP e podem 

apresentar correlação entre ou não entre esses SNPs, para cada base alterada existe uma 

mudança na síntese proteica do receptor do hormônio
7, 9, 23, 41

 ou simplesmente uma mudança 

na transcrição da informação genética
6, 7, 51

. 
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TABELA 2 – Principais SNPs no gene do receptor do hormônio do crescimento (GHR) e suas relações 

com a produção e composição do leite bovino 

Nome do SNP Local no gene Alteração fenotípica encontrada Referência 

Alu I Região 5’ UTR 

região promotora 

A substituição da base A por T 

determina aumento nos teores de 

gordura no leite de vacas Holandesas 

Aggrey et al.
6
 

Curi et al.
52

 

Rahbar et al.
7
 

Snp5021 Intron 8 Aumento de proteína na raça 

holandesa 

Signorelli et al.
41

 

Snp507 Região 5’ UTR 

região promotora 

Aumento nos teores de gordura e 

proteina 

Signorelli et al.
41

 

GHR4.2 Região 5’ UTR 

região promotora 

A substituição da base G por T 

determina aumento da produção leite, 

gordura e proteína 

Waters et al.
8
 

GHR6.1 Região 5’ UTR 

região promotora 

A substituição da base A por G 

determina aumento da produção de 

gordura e proteína 

Waters et al.
8
 

A-154G-NsiI Região 5’ UTR 

região promotora 

A substituição da base A por G 

determina diminuição da composição 

do leite em sólidos totais, sólidos 

desengordurados, proteína e gordura 

Maj et al.
76

 

Maj et al.
51

 

FnU4HI-Tsel             

(C-1104T) 

Região 5’ UTR 

região promotora 

Não apresentou resultados 

significativos 

Maj et al.
77

 

Maj et al.
76

 

T-887C - AccI Região 5’ UTR 

região promotora 

O heterozigoto apresenta maior 

produção energia no leite e maior 

sólidos totais 

Maj et al.
51

 

GHR19.1(ss15

9831016) 

Intron 2-3 A substituição da base A por C 

determina leves aumentos na 

composição de gordura e proteína 

Waters et al.
8
 

F126288pos.1

49 

Éxon 1A Região 

promotora 

A substituição da base A por G 

determina aumento na composição do 

leite em proteína e gordura 

Garrett et al.
78

 

Waters et al.
8
 

Snp5021 Éxon 8 A substituição da base T por C 

determina leves aumentos na 

produção de proteína 

Signorelli et al.
41

 

HpyCh4IIIA-

Gpos.241 

Éxon 8 e Intron 8 Não avaliado para gado leiteiro Maskur et al.
72

 

Snp7419 e 

Snp7470 

Éxon 10 Não apresentou resultados 

significativos 

Signorelli et al.
41

 

F279Y Éxon 8 A substituição da base T por A 

determina o aumento da produção de 

leite e a diminuição da composição 

do leite em proteína e gordura 

O alelo A determina aumento da 

produção 

O alelo T determina o aumento da 

composição do leite 

Blott et al.
75

 

Viitala et al.
74

 

Fontanesi et al.
23

 

Banos et al.
79

 

Signorelli et al.
41

 

Sun et al.
80

 

Rahbar et al.
7
 

Waters et al.
8
 

Rahmatalla et al.
9
 

Ma et al.
44

 

Rs110265189p

os.650 

Éxon 10 Não apresentou resultados 

significativos 

Mancini et al.
18
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2.4.1. Polimorfismo na região promotora do gene GHR 

O gene do GHR apresenta uma estrutura formada por 10 éxons, nove introns e 

uma região promotora de regulação gênica 5’-UTR. Dentre os 10 éxons o primeiro não 

apresenta atividade de transcrição o mesmo participa como regulador da ativação do gene em 

questão juntamente com outros éxons não traduzidos. Essa região 5’-UTR não codificante é 

responsável pela regulação da transcrição do gene e apresenta nove éxons não traduzidos, 

localizados ao longo de sua posição, estes são denominados como 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 

1G, 1H e 1I. A expressão destes ocorre de forma alternada a partir de pelo menos três 

promotores diferentes, denominados de P1, P2 e P3 que são ativados por vários fatores de 

transcrição nuclear
8
, onde todos são ativados por vários fatores de transcrição diferentes, 

incluindo a ligação direta do fator nuclear de hepatócitos -4y (HNF-4y) e Sp1
81, 82

. A 

transcrição do gene GHR em bovinos é iniciada por três promotores principais da sequência 

de éxons da região 5’-UTR do gene, estes apresentados como 1A, 1B e 1C, gerando as 

variantes de RNAm do tipo 1A, 1B e 1C respectivamente
58

. 

A região de ligação das enzimas reguladoras da transcrição que se ligam ao TATA 

Box do gene GHR ocorre na localização anterior e próxima a sequência de inicio do éxon 1 

(TAC) com uma distância de 30 pb
83

. A sequência do TATA Box esta localizado na região 

promotora do gene classificada como P1, este promotor está inserido no éxon 1A que é uma 

região específica de regulação do gene, esta região pode ser encontrada pelo número 

U15731.2 no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13570031/?report=genbank). 

A região promotora 5’-UTR apresenta um número grande de polimorfismos em 

diferentes regiões dos éxons não traduzidos que regulam a expressão gênica
8
. Estes 

polimorfismos são importantes para a compreensão da transcrição do RNAm para construção 

do GHR e também para determinar as diferenças encontradas entre animais com expressões 

gênicas capazes de interferir na produção animal por mudanças na função do receptor do 

hormônio do crescimento
84

. 

Dentre os polimorfismos encontrados na região 5’-UTR do gene do GHR Aggrey 

et al.
6
 realizou um estudo de sites de polimorfismos do tipo SNPs na região promotora do 

gene localizada no éxon 1A onde os autores apresentam três sítios de restrição enzimáticas 

capazes de interferir na produção e composição do leite bovino. Com base neste estudo o 

polimorfismo do tipo PCR-RFLP com uso da enzima de restrição AluI na posição -1182 

(mutação de transição de uma A para T) apresentou uma elevação nos teores de gordura no 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13570031/?report=genbank
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leite para os animais que apresentavam restrição enzimática comparados com aqueles que não 

o apresentavam. Os polimorfismos identificados com as enzimas de restrição AccI na posição 

-892 (mutação de transição de uma C para T) e a enzima StuI na posição -232 (mutação de 

transição de uma C para T) da região promotora, não apresentaram diferenças significativas 

entre os animais com restrição enzimáticas daqueles que não a tiveram. Estes mesmos pontos 

de polimorfismos do tipo PCR-RFLP foram estudados por outros autores, encontrando 

resultados semelhantes
7
 ou não encontraram resultados significativos

53
. 

Outros sítios de polimorfismos do tipo SNPs da região promotora foram 

identificados e associados com a capacidade de interferir na produção e composição do leite 

bovino, como pode ser observado na Tabela 2. Waters et al.
8
 fizeram um estudo com 39 SNPs 

em diferentes pontos da região 5’-UTR do gene do GHR, dentre estes pontos de 

polimorfismos formam encontrados apenas dois SNPs com capacidade de interferir na 

produção e composição do leite, o SNP GHR4.2 (mutação G para T) localizado na posição 

34153375 do cromossomo 20 do genoma bovino e o SNP GHR6.1 (mutação A para G) na 

posição 34121009 com associações de aumento na produção de leite para o SNP GHR4.2 e 

aumentos de gordura e proteína para ambos SNPs. Polimorfismos associados com o aumento 

da produção e composição do leite foram encontrados no SNP Snp5021
41

, T-887C AccI
51

 e 

AF126288 pos -149
8, 78

. Aqueles associados com a diminuição da produção e composição foi 

apresentado o SNP A-154G NsiI
51, 76

 e aqueles que não apresentaram alterações como foi 

relatado por Maj et al.
77

 no SNP FnU4HI TseI com uma transição de C para T na posição -

1104 do gene. 

 

2.4.2. Polimorfismo no éxon 8 do GHR 

O gene do GHR apresenta um número grande de polimorfismos e estes podem ser 

encontrados na região promotora do gene, nos íntrons e nos éxons. Dentre os polimorfismos 

encontrados ao longo deste gene em bovinos e que apresentam relação direta com a produção 

de leite e mudanças na sua composição, podemos apresentar aqueles presentes na região 

promotora
6, 8, 52

, no éxon 1A
8
 e no Éxon 8

8, 23, 44
. Porem os resultados apresentam maior 

relação de variação entre a produção e/ou composição do leite bovino os polimorfismos que 

estão localizados no éxon 8
7, 9, 23, 44

. 
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Estudos realizados por Waters et al.
8
 mostram que o polimorfismo do tipo SNP no 

gene do GHR são capazes de interferir na produção e composição do leite, os mesmos autores 

encontraram essas alterações no éxon 8, éxon 10, intron 1-3 e região promotora do gene, e 

dentre elas as alterações do éxon 8 foram aqueles que apresentaram maior relação com 

mudanças na produção e composição do leite bovino. 

O éxon-8 codifica os três últimos aminoácidos do domínio extracelular bem como 

os quatro aminoácidos iniciais do domínio intracelular, e todos os aminoácidos hidrofóbicos 

do domínio transmembrana
59

. O polimorfismo existente neste éxon é do tipo SNP com uma 

substituição da base nitrogenada Timina pela base Adenina, formando assim uma mutação de 

substituição do aminoácido Fenilalanina pelo aminoácido Adenina na posição 279 da 

sequência de aminoácidos da proteína do receptor do hormônio do crescimento
7, 9, 23

. De 

acordo com os dados no NCBI, podemos observar também a presença de um SNP por 

substituição da base Timina pela base Adenina, onde esta troca ocorre na posição 4734 pb a 

partir do início da tradução da proteína do  GHR. Este SNP pode ser identificado a partir da 

posição 63 pb a partir do início da sequência do éxon 8. 

A substituição da base Timina (T) pela base Adenina (A) determina uma alteração 

na função do receptor do hormônio do crescimento permitindo assim mudanças na produção 

do animal. Animais com a presença da base T em ambos os cromossomos (homozigotos para 

T) apresentam uma melhor capacidade para produção de leite com níveis mais elevados de 

gordura e proteína, enquanto animais com a base A em ambos os cromossomos (homozigoto 

para A) determinam uma melhor capacidade de produção total de leite
9, 44, 75

. Embora Banos 

et al. 2008
(79)

 e Signorelli et al.
41

 não encontraram resultados significativos entre os grupos de 

animais estudados para a produção de leite, foi observado alterações na produção de gordura 

para os animais com o alelo A
41, 79

 e melhor capacidade de ingestão de matéria seca e energia 

para os animais com a presença do alelo T
79

. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Verificar a distribuição das variantes polimórficas da região promotora e do éxon 

8 no gene do Receptor do Hormônio do Crescimento (GHR) em vacas da raça Holandesa em 

lactação. 

 

3.2. Objetivos específicos 

Estimar as frequências genotípicas e fenotípicas para os polimorfismos 

encontrados na região promotora do gene do GHR no grupo estudado. 

Estimar as frequências genotípicas e fenotípicas para os polimorfismos 

encontrados no éxon 8 do gene do GHR no grupo estudado. 

Avaliar estatisticamente a associação dos polimorfismos encontrados na região 

promotora e éxon 8 do gene do GHR e seus efeitos sobre a lactação e suas respectivas 

composições do leite em proteína, gordura, estrato seco total, estrato seco desengordurado e 

escore de células somáticas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Delineamento do estudo 

A primeira fase experimental constitui na coleta de dados das duas primeiras 

lactações e das respectivas composições do leite. Esta etapa foi realizada na Fazenda Lajes, 

situada no município de Cristalina/Goiás, localizada a 228 km a leste da capital estadual, 

Goiânia. A propriedade apresentava uma média de 740 vacas em lactação com produção de 

aproximadamente 23.000 kg de leite por dia. 

A segunda fase do experimento foi realizada no laboratório de Genética Molecular 

e Microrganismos do Instituto de Ciências Biológicas (ICB-II) da Universidade Federal de 

Goiás (UFG), onde foram realizadas as extrações de DNA e análises de polimorfismo 

genético. 

Este experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

da Universidade Federal de Goiás, sob protocolo nº 054/2015. 

 

4.2. Animais e dados de produção 

Foram usadas no estudo 106 vacas (Bos taurus taurus) da raça Holandesa. Estes 

animais foram criados em sistema de confinamento total do tipo Free Stall. As vacas são 

ordenhadas três vezes ao dia. A dieta dos animais obedecia uma cota diária composta por 

ração total, com consumo ad libitum. O consumo de água foi ad libitum em bebedouros 

específicos. O ambiente é controlado com uso de aspersores e ventiladores capazes de formar 

um microclima interno suficiente para evitar o estresse térmico. 

Os dados de produção foram obtidos a partir de um Banco de Dados in loco, 

integrado com a Associação Goiana de Criadores de Gado Holandês. A lactação dos animais 

foi ajustada em 305 dias com o propósito de equiparar as produções dos animais. As pesagens 

de leite foram realizadas automaticamente pelo equipamento de ordenha, fazendo parte da 

rotina de manejo da propriedade. Amostras de leite foram coletadas individualmente, após 

cada ordenha, com uma frequência de uma coleta por mês, obedecendo às recomendações de 

coleta e envio do laboratório LQL da Escola de Veterinária da UFG. As amostras foram 

enviadas para análise da composição em gordura (GORD), proteína (PROT), estrato seco total 

(EST), estrato seco desengordurado (ESD) e contagem de células somáticas (CCS). As 
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análises foram realizadas utilizando o princípio analítico de Citometria de Fluxo para 

determinação da contagem de células somáticas. Para a determinação da composição 

centesimal de gordura e proteína foi utilizada a técnica por Infra-Vermelho Próximo. 

A seleção dos animais a serem utilizados no experimento foi realizada dentro de 

um grupo total de mais de 700 animais dentro da propriedade, e destes foram selecionados 

150 animais obedecendo aos seguintes critérios: Apenas vacas em lactação; animais que 

apresentaram a primeira e segunda lactação completa; apenas animais que apresentaram o 

primeiro parto no ano de 2011, 2012 ou 2013; foram excluídas as vacas que não possuíam 

dados de composição do leite dentro da média, ou seja, muito acima ou muito abaixo dos 

padrões raciais; eliminação aleatória até obter um quantitativo de 150 vacas dentro do 

rebanho. Após a seleção dos animais foi realizada a coleta de sangue, no momento da coleta 

alguns animais não estavam presente na fazenda, por motivo de morte ou venda, e 12 vacas 

foram transferidas para outro município para coleta e transferência de embriões. Deste modo 

foram coletadas amostras de sangue para extração de DNA de 106 vacas. 

 

4.3. Coleta das amostras 

A coleta de amostras para extração do DNA foi realizada através do sangue 

periférico. As amostras de sangue foram coletadas da veia coccígea dos animais. Foram 

coletados 4 mL de sangue em tubo heparinizado à vácuo. Imediatamente, após a coleta, as 

amostras foram homogeneizadas e colocadas em caixas isotérmicas com gelo seco a uma 

temperatura inferior a -78°C, para serem transportadas até ao laboratório. No mesmo dia da 

coleta, as amostras foram armazenadas em Freezer -80°C até o momento de extração e 

purificação de DNA. 

 

4.4. Extração e quantificação do DNA 

Para extração e purificação de DNA das amostras obtidas, foi utilizado o kit de 

extração PureLink® Genomic DNA Kits (Invitrogen®) onde foi obedecido o protocolo de 

extração sugerido pelo fabricante (ANEXO A). Após a extração, as amostras foram rotuladas 

e armazenadas em freezer a         -20°C. Posteriormente a extração e purificação do material 

genômico, as amostras foram previamente quantificadas por espectrofotometria em 
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quantificador específico (NanoDrop® - Thermo Scientific), e novamente armazenadas à -

20°C até o momento em que as mesmas foram utilizadas nas Reações em Cadeia da 

Polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction). 

 

4.5. Identificação dos polimorfismos no gene GHR com uso das enzimas AluI e SspI pela 

técnica de PCR-RFLP 

Para análise dos genótipos do gene do GHR mediante PCR-RFLP foram avaliados 

dois pontos diferentes no gene, o primeiro foi realizado no fragmento posicionado na região 

promotora do gene (Éxon 1A) usando a enzima de restrição AluI. Para amplificação desta 

região utilizou-se os primers sugeridos por Aggrey et al.
6
 como apresentado na Figura 6 e 

Tabela 3. 

O segundo ponto para observação do polimorfismo foi desenvolvido no éxon 8 do 

gene, e para isso utilizou-se a enzima SspI e os primers sugeridos por Fontanesi et al.
23

 para 

obtenção do fragmento de DNA. Como descrito por Fontanesi et al.
23

 o local do polimorfismo 

no éxon 8 não apresenta sítio de restrição para nenhuma enzima conhecida. Deste modo foi 

desenvolvido um primer capaz de substituir uma base nitrogenada timina (T) por uma adenina 

(A) na sequência do fragmento onde se localiza o polimorfismo estudado, e deste modo criar 

um sítio de restrição da enzima SspI (AAT¦ATT) no local onde se localiza o polimorfismo 

utilizado neste estudo, como pode ser observado na Figura 7 e Tabela 3. 

 

TABELA 3 - Primers utilizados para genotipagem dos fragmentos do gene GHR para identificação 

dos respectivos polimorfismos 

Primers Sequência Amplicom 

Região 

promotora 

F: 5’ TGCGTGCACAGCAGCTCAACC 3’ 
842 pb 

R: 5’ AGCAACCCCACTGCTGGGCAT 3’ 

Éxon 8 
F: 5’ AATACTTGGGCTAGCAGTGACAATAT 3’ 

182 pb 
R: 5’ AGCTTTCACTGGGTTGATGA 3’ 

A = base nitrogenada inserida no local da base timina através do primer. 

 

Todas as amostras foram submetidas à PCR utilizando um volume final de 25µL, 

contendo aproximadamente 100ng de DNA das amostras previamente quantificadas, 0,2 
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nmoles de cada primer (Tabela 3), 1X PCR Buffer (1 mM de Tris-HCl), 1,3 mM de MgCl2, 

0,2 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) e 1,0 U Taq DNA polimerase platinum. 

As amostras foram amplificadas em termociclador (BioRad T100 – Thermal Cycler) de 

acordo com o protocolo que pode ser observado na Tabela 4. 

Os produtos pós PCR foram encaminhados à análise da amplificação dos 

fragmentos 842 pb (região promotora do gene) foi utilizado 9 µL do produto da PCR com 

adição de 1 µL de tampão de corrida (EDTA 0,5 mM, bromofenol blue 0,25%, glicerol), a 

mistura foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 2% com 5 µl de brometo, banhado 

em TBE 1X, mediante aplicação de um campo elétrico constante de 85 mV por 1,5 horas. 

Posteriormente o gel foi visualizado em transluminador com luz ultravioleta e em seguida as 

imagens foram capturadas para análise da amplificação. Foi utilizado marcador molecular de 

100 pb. 
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FIGURA 6 – Sequência FASTA do fragmento posicionado na região promotora do gene do GHR 

demonstrando a posição e sequência dos primers e locais de restrição da enzima AluI. 

Dados obtidos com uso do software GeneRunner. 

 

 

FIGURA 7 – Sequência FASTA do fragmento posicionado no éxon 8 do gene do GHR demonstrando 

a posição e sequência dos primers e local de restrição da enzima SspI. Dados obtidos 

com uso do software GeneRunner.  



25 
 

TABELA 4 - Condições de termociclagem para a genotipagem dos fragmentos da região promotora e 

éxon 8 do gene do GHR 

Etapas PCR Temperatura Tempo (min.) Ciclos 

Desnaturação inicial 94°C 5:00 1 

Desnaturação cíclica 94°C 1:00 35 

Anelamento 59°C 1:00 35 

Extensão cíclica 72°C 1:30 35 

Extensão final 72°C 7:00 1 

Armazenamento 4°C ∞ 1 

 

Os fragmentos de 842 pb foram submetidos à técnica de PCR-RFLP utilizando a 

enzima de restrição AluI. Na reação enzimática foram utilizados  10 µL de solução, que 

continham água Mili-Q Estéril, 1X de tampão da enzima, 0,5 U da enzima AluI e 10 µL de 

amplicon. Posteriormente, as amostras foram submetidas à digestão enzimática por 1 hora à 

37°C, com posterior inativação enzimática por 20 minutos à 60°C. Após a digestão os 

fragmentos foram identificados através de visualização em gel de poliacrilamida 12%. Para 

visualização dos fragmentos foram utilizados 9 µl do produto da digestão pela enzima AluI e 

1µL de solução de tampão de corrida (EDTA 0,5 mM, bromofenol blue 0,25%, glicerol), 

como marcador molecular foi utilizado fragmentos de 10 pb. A solução foi depositada no gel 

de poliacrilamida imerso em TBE 1X, previamente preparado e solidificado, com acrilamida 

40% (acrilamida, bis-acrilamida e água destilada), TBE 10X, APS 10%, TEMED e água 

destilada. Para separação dos fragmentos foi realizada eletroforese vertical com uma tensão de 

80 mV por 4 horas. Para visualização dos fragmentos resultantes da digestão enzimática, o gel 

foi corado pela técnica de Nitrato de Prata (AgNO3) [Anexo A], e em seguida as imagens 

foram capturadas em câmera digital para análise dos fragmentos e identificação dos 

polimorfismos. 

Para análise da amplificação dos fragmentos de 182 pb (éxon 8 do gene do GHR) 

foi utilizado as mesmas técnicas descritas anteriormente para o fragmento de 842 pb da região 

promotora. Após a amplificação os fragmentos foram submetidos à técnica de PCR-RFLP 

utilizando a enzima de restrição SspI. Nesta reação foram utilizados 10 µL da solução de 

restrição (0,5 U da enzima SspI, 1X de tampão da enzima, água Mili-Q Estéril) e 10 µL de 

amplicon. A digestão enzimática foi realizada em termociclador por 1 hora a 37°C e posterior 

inativação da enzima por 20 minutos à 60°C. Após a digestão os fragmentos foram 
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identificados através de visualização em gel de poliacrilamida 12%. Para visualização dos 

fragmentos foram utilizados 9 µL do produto da digestão pela enzima SspI e 1µL de solução 

de tampão de corrida (EDTA 0,5 mM, bromofenol blue 0,25%, glicerol), como marcador 

molecular foi utilizado fragmentos de 10 pb. A solução foi depositada no gel de 

poliacrilamida imerso em TBE 1X, previamente preparado e solidificado com acrilamida 40% 

(acrilamida, bis-acrilamida e água destilada), TBE 10X, APS 10%, TEMED e água destilada. 

Para separação dos fragmentos foi realizada eletroforese vertical com uma tensão de 80 mV 

por 4 horas. Para visualização dos fragmentos resultantes da digestão enzimática, o gel foi 

corado pela técnica de Nitrato de Prata (AgNO3) [Anexo A], e em seguida as imagens foram 

capturadas em câmera digital para análise dos fragmentos e identificação dos polimorfismos. 

 

4.6. Análise estatística 

Para a análise dos dados das médias de lactação e composição do leite em 

gordura, proteína, estrato seco total, estrato seco desengordurado e escore de células 

somáticas, foi realizada análise de variância e teste de tukey (quando necessário) 

considerando o modelo estatístico abaixo: 

 

𝑌𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚𝑛𝑜𝑝𝑞 = 𝜇 + 𝐺1𝑖 + 𝐺2𝑗 + 𝐺1𝐺2𝑖𝑗 + 𝐸𝑆𝑇𝑃𝑘 + 𝐴𝑁𝑂𝑃𝑙 + 𝑏1𝐼𝐷𝑃𝑃𝑚 + 𝑏2𝐼𝐸𝑃𝑛

+ 𝐿𝐴𝐶𝑇𝑜 + 𝑇𝑂𝑅𝑝 + 𝐴𝑁𝐼𝑞 + 𝑒𝑖𝑗𝑘𝑙𝑚𝑛𝑜𝑝𝑞 

Onde Yijklmnopq é a característica de produção ou composição do leite, µ é a média 

geral das observações, G1i e G2j são os efeitos fixos dos polimorfismos da região promotora 

(AA, AB, BB) e éxon 8 (YY, FY, FF) do gene do GHR respectivamente, G1G2ij é o efeito da 

interação entre os respectivos polimorfismos, ESTPk é o efeito fixo da estação de parto 

(k=1,2), ANOPl é o efeito fixo do ano de parto (l=1,2,3,4,5), b1IDPPm é o coeficiente de 

regressão associado com a idade ao primeiro parto, b2IEPn é o coeficiente de regressão 

associado com o intervalo entre partos, LACTo é o efeito fixo da lactação (q=1,2), TORp é o 

efeito aleatório do touro (o=1,2,3,...,71), ANIq é o efeito aleatório individual do animal 

(p=1,2,3,...,106), e eijklmnopq é o erro residual. 
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Para realização das análises estatísticas foi utilizado o software R (R Core Team, 

2016)
85

, com o auxilio dos pacotes lme4, lmerTest e lsmeans. Para análise das médias das 

lactações foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Lactação dos animais 

Os dados das lactações dos animais foram obtidos das duas primeiras lactações, 

onde cada lactação foi ajustada para 305 dias. As pesagens de leite bem como a coleta de 

amostras para análise da composição em gordura, proteína, estrato seco total, estrato seco 

desengordurado e escore de células somáticas foram realizados mensalmente como parte da 

rotina da fazenda. 

As médias das lactações ajustadas para 305 dos animais foram analisadas e 

testadas estatisticamente pelo teste de Shapiro-Wilk a um nível de significância de P<0,05 

com a finalidade de verificar a distribuição normal destes animais em função da produção. 

Verificou-se que os animais utilizados no experimento apresentaram uma distribuição normal 

quanto as suas médias de lactação como pode ser observado na Figura 8. 

 

 

FIGURA 8 – Gráfico apresentando a distribuição normal das médias de lactação das vacas 

utilizadas no experimento.  



29 
 

Quando comparamos a primeira e segunda lactação podemos observar que existe 

um pequeno acréscimo na média de produção da primeira para a segunda lactação, como pode 

ser observado na Figura 9. 

 

 

FIGURA 9 – Gráfico das médias de lactação apresentando a diferença entre as médias 

ajustadas para 305 dias da primeira (PL1) e segunda lactação (PL2) lactações. 

 

5.2 Resultados da genotipagem 

O resultado da PCR-RFLP com uso da enzima AluI no fragmento de 842 pb da 

região promotora do gene do GHR bovino produziu três genótipos diferentes como pode ser 

observado na Figura 10. A digestão AluI(-/-) produziu três fragmentos de 753, 75 e 14 pb 

demostrando assim a ausência do sítio de restrição e deste modo a presença do polimorfismo 

com a substituição da base nitrogenada A por T e deste modo caracterizando o animal 

homozigoto para ausência de restrição (AA). Para a digestão AluI(+/+) produziu quatro 

fragmentos de 608, 145, 75 e 14 pb e deste modo foi possível observar a ausência da 

substituição da base nitrogenada A por T, determinando a característica de uma animal 

homozigoto para restrição da enzima (BB). A digestão do tipo AluI(+/-) produziu cinco 

fragmentos de 753, 608, 145, 75 e 14 pb, demostrando que alguns fragmentos apresentavam o 

sítio de restrição e outros não apresentavam a restrição da enzima AluI, e deste modo foi 
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possível observar a característica de um animal heterozigoto para a respectiva restrição 

enzimática (AB). 

 

 

FIGURA 10 - Gel de poliacrilamida demonstrado os fragmentos resultantes da 

digestão da enzima AluI e os respectivos genótipos. Amostra 2448 

apresentando genótipo AluI(-/-), amostra 1278 com genótipo 

AluI(+/+) e amostra 2794 com genótipo AluI(+/-). 

 

Para o fragmento de 182 pb do éxon 8 do gene do GHR bovino, o resultado da 

PCR-RFLP com o uso da enzima SspI produziu três genótipos como pode ser observado na 

Figura 11. A ação da enzima SspI somente resultou na digestão do fragmento quando o 

mesmo apresentava a base T, e deste modo foi produzido dois fragmentos com 158 e 24 pb, 

caracterizando o animal como SspI(+/+), ou seja, homozigoto para restrição enzimática, 

determinando a tradução do aminoácido Fenilalanina na posição 279 da sequencia proteica do 

receptor do GH e deste modo formando o genótipo FF. 
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Quando o fragmento não apresentava sítio de restrição para a enzima, o resultado 

no gel revelava somente o fragmento original com 182 pb, demostrando que ocorreu a 

substituição da base T pela base A e deste modo formando um animal do tipo SspI(-/-) que se 

caracteriza como homozigoto para ausência de restrição, determinando a tradução do 

aminoácido tirosina na posição 279 da sequencia da proteína do GHR formando o genótipo do 

tipo YY. A digestão enzimática do tipo SspI(+/-) caracterizou a presença de um animal do 

tipo heterozigoto por apresentar fragmentos de 182, 158 e 24 pb demonstrando que alguns 

fragmentos originais apresentava sítios de restrição (presença da base T) enquanto que outros 

não o apresentavam (presença da base A), determinando deste modo a tradução dos 

aminoácidos fenilalanina e tirosina na posição 279 da proteína do GHR e caracterizando o 

animal com genótipo do tipo FY. 

 

FIGURA 11 - Gel de poliacrilamida apresentando os fragmentos resultantes da digestão 

da enzima SspI e os respectivos genótipos. Amostra 2452 apresentando o 

genótipo SspI(-/-), amostra 2246 com o genótipo SspI(+/+) e amostra 

2290 apresentando o genótipo SspI(+/-). 
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5.2 Frequências alélicas e genotípicas 

Para o polimorfismo da região promotora o alelo AluI(-) foi menor com uma 

frequência de 47,64% na população estudada, enquanto o alelo AluI(+) apresentou uma 

frequência de 52,36%. As diferentes frequência genotípica observadas nos géis foram de 

12,26% para AluI(-/-), 70,76% para AluI(+/-) e 16,98% para AluI(+/+), onde apresentaram um 

número de 13, 75 e 18 animais respectivamente para cada genótipo. 

Para o polimorfismo do éxon 8 o alelo SspI(-) também se caracterizou com uma 

frequência menor, apresentando 49,53%, enquanto o alelo SspI(+) apresentou 50,47% na 

população deste trabalho. Com relação as frequências genotípicas foi observado valores de 

7,55%, 83,96% e 8,49% para o homozigoto SspI(-/-), heterozigoto SspI(+/-) e homozigoto 

SspI(+/+) respectivamente, com um número de 8 animais para SspI(-/-), 89 animais para 

SspI(+/-) e 9 animais para SspI(+/+). 

Quando utilizamos da interação dos dois polimorfismos, ou seja, a presença ou 

não de ambas alterações de bases do tipo SNP no mesmo animal, podemos observar que a 

população estudada apresentou animais com diferentes combinações dos genótipos dos 

polimorfismos, porem não foi identificado o haplótipo BBYY - AluI(+/+) e SspI(-/-), como 

demostrado na Tabela 5. 

 

TABELA 5 – Haplótipos resultantes da associação dos diferentes genótipos na população estudada 

Genótipos
a
 AA AB BB 

YY 3 5 0 

FY 8 66 15 

FF 2 4 3 

a
AA, AB e BB corresponde aos genótipos AluI(-/-), AluI(+/-) e AluI(+/+) respectivamente; YY, FY e 

FF corresponde aos genótipos SspI(-/-), SspI(+/-) e SspI(+/+) respectivamente 

 

5.3 Efeitos dos genótipos sobre a produção e composição do leite bovino 

Os efeitos dos dois sites de polimorfismos no gene do GHR, na região promotora 

(Tabela 6) e éxon 8 (Tabela 7), não reproduziram valores significativos para produção de leite 

e sua composição em gordura, proteína, estrato seco total e escore de células somáticas, mas 
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apresentou uma pequena relação de aumento no estrato seco desengordurado (P=0,05) para o 

polimorfismo YY (SspI(-/-)) na região do éxon 8 do gene (Tabela 7). 

Os genótipos encontrados na região promotora do gene não apresentaram efeito 

significativo (P=0,08) no aumento da lactação, como pode ser observado na Tabela 6. As 

características avaliadas quanto a composição do leite em gordura, proteína, estrato seco total, 

estrato seco desengordurado e escore de células somáticas também não apresentaram 

diferenças estatísticas a um nível se significância (P<0,05) para o polimorfismo da região 

promotora do gene. 

Os efeitos do polimorfismo no éxon 8 do gene também não apresentaram efeito 

significativo a um nível de significância (P<0,05). Quanto à composição do leite o genótipo 

YY apresentou uma pequena relação quanto ao aumento nos teores de estrato seco 

desengordurado, com um nível de significância de P=0,05, como pode ser observado na 

Tabela 7. Os outros fatores avaliados quanto a composição do leite (gordura, proteína e escore 

de células somáticas) não apresentaram relação (P>0,05) com os genótipos encontrados no 

éxon 8 deste estudo. 

Quando verificamos o efeito da associação com os diferentes haplótipos 

encontrados (região promotora e éxon 8), observamos que não teve relação com a lactação e 

composição do leite em gordura, proteína, estrato seco total, estrato seco desengordurado e 

escore de células somáticas ao nível de significância P<0,05, como pode ser observado na 

Tabela 8 e Figura 12. 
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TABELA 6 – Relação entre os genótipos da região promotora (AluI) do gene do GHR sobre as médias 

de lactação ajustadas para 305 dias e a composição do leite em gordura, proteína, estrato 

seco total, estrato seco desengordurado e escore de células somáticas 

Variável Genótipo n Médias SE
1
 

LACT AA 13 11.627 654 

AB 75 10.212 478 

BB 18 9.902 977 

GORD AA 13 390 24,47 

AB 75 351 17,87 

BB 18 364 36,62 

PROT AA 13 358 18,78 

AB 75 321 13,72 

BB 18 309 28,12 

EST AA 13 12,3 0,263 

AB 75 12,3 0,192 

BB 18 13,0 0,392 

ESD AA 13 8,76 0,109 

AB 75 8,75 0,079 

BB 18 8,96 0,163 

ESC AA 13 18,9 0,316 

AB 75 19,4 0,232 

BB 18 19,9 0,454 
1
Erro padrão da média. LACT – lactação ajustada para 305 dias (Kg). GORD – gordura (Kg). PROT 

– proteína (Kg). EST – estrato seco total (%). ESD – estrato seco desengordurado (%). ESC – escore 

de células somáticas. 
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TABELA 7 - Relação entre os genótipos da região promotora (SspI) do gene do GHR sobre as médias 

de lactação ajustadas para 305 dias e a composição do leite em gordura, proteína, estrato 

seco total, estrato seco desengordurado e escore de células somáticas 

Variável Genótipo n Médias SE
1
 

LACT YY 9 9.762 1.015 

FY 89 10.293 305 

FF 8 11.686 690 

GORD YY 9 369 37,97 

FY 89 355 11,38 

FF 8 381 25,78 

PROT YY 9 309 29,17 

FY 89 323 8,73 

FF 8 355 19,78 

EST YY 9 13,1 0,407 

FY 89 12,3 0,123 

FF 8 12,3 0,279 

ESD YY 9 9,09 0,168 

FY 89 8,74 0,050 

FF 8 8,64 0,115 

ESC YY 9 19,6 0,474 

FY 89 19,4 0,155 

FF 8 19,3 0,343 
1
Erro padrão da média. LACT – lactação ajustada para 305 dias (Kg). GORD – gordura (Kg). 

PROT – proteína (Kg). EST – estrato seco total (%). ESD – estrato seco desengordurado (%). 

ESC – escore de células somáticas.. 
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FIGURA 12 – Gráfico com as médias de lactação (colunas) e seus respectivos desvios padrões 

(barras), distribuídos segundo os diferentes grupos de haplótipos. 
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TABELA 8 - Efeito dos haplótipos (região promotora e éxon 8) do gene do GHR sobre as médias de 

lactação e suas respectivas composições em gordura, proteína, estrato seco total, estrato 

seco desengordurado e escore de células somáticas 

Variável 

Polimorfismos 

n Médias SE
1
 Região 

Promotora 
Éxon 8 

LACT 

AA 

FY 8 10.384,85 707,49 

YY 3 11.379,92 1.188,94 

FF 2 13.116,87 1.433,67 

AB 

YY 5 8.911,65 997,23 

FY 66 10.512,22 271,14 

FF 4 11.211,53 1.024,02 

BB 

FY 15 9.982,91 542,97 

FF 3 10.730,17 1.164,08 

YY 0 NA
2
 NA 

GORD 

AA 

FY 8 352,77 26,43 

YY 3 407,86 44,51 

FF 2 409,51 53,54 

AB 

YY 5 326,61 37,28 

FF 66 361,16 38,40 

FY 4 365,38 10,14 

BB 

FY 15 347,01 20,25 

FF 3 373,75 43,53 

YY 0 NA NA 

PROT 

AA 

FY 8 332,88 20,30 

YY 3 351,66 34,18 

FF 2 388,99 41,13 

AB 

YY 5 286,76 28,64 

FY 4 325,62 7,78 

FF 66 350,18 29,48 

BB 

FY 15 311,08 15,56 

FF 3 326,14 33,43 

YY 0 NA NA 
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TABELA 8 - Efeito dos haplótipos (região promotora e éxon 8) do gene do GHR sobre as médias de 

lactação e suas respectivas composições em gordura, proteína, estrato seco total, 

estrato seco desengordurado e escore de células somáticas (Continuação) 

EST 

AA 

FF 2 11,88 0,575 

FY 8 12,35 0,283 

YY 3 12,79 0,477 

AB 

FF 66 12,05 0,410 

FY 4 12,30 0,109 

YY 5 12,68 0,400 

BB 

FY 15 12,27 0,218 

FF 3 12,96 0,467 

YY 0 NA NA 

ESD 

AA 

FF 2 8,46 0,238 

FY 8 8,74 0,117 

YY 3 9,06 0,198 

AB 

FF 66 8,69 0,170 

FY 4 8,72 0,045 

YY 5 8,83 0,165 

BB 

FY 15 8,76 0,090 

FF 3 8,83 0,165 

YY 0 NA NA 

ECS 

AA 

FF 2 18,53 0,680 

YY 3 19,00 0,560 

FY 8 19,25 0,338 

AB 

FY 4 19,32 0,139 

YY 5 19,40 0,481 

FF 66 19,56 0,480 

BB 

FY 15 19,60 0,269 

FF 3 19,79 0,554 

YY 0 NA NA 
1
Erro padrão da média. 

2
Dado não avaliado. LACT – lactação ajustada para 305 dias (Kg). GORD – 

gordura (Kg). PROT – proteína (Kg). EST – estrato seco total (%). ESD – estrato seco desengordurado 

(%). ESC – escore de células somáticas.  
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6. DISCUSSÃO 

 

Os hormônios, os fatores de crescimento e as proteínas reguladoras associados 

com o eixo somatotrófico (GnRH, GH, GHR) apresentam características moleculares fortes 

como candidatos para marcadores moleculares de características quantitativas para os animais 

de produção. O gene que codifica o receptor do hormônio do crescimento (GHR) associado 

com os genes do GH, do fator de crescimento (IGF-I), da prolactina entre outros podem 

contribuir fortemente para seleção genética dos animais de criação
72, 86

. 

Neste estudo preocupou-se especificamente com o gene do GHR onde foi 

realizada a identificação de dois polimorfismos e verificação da relação com as características 

de produção e composição do leite bovino. O gene do GHR em trabalhos realizados por 

diversos autores, apresentou-se como um forte candidato como marcador molecular para 

seleção de bovinos leiteiros
8, 51, 53

. Entre os dois locais diferentes investigados para a presença 

do polimorfismo, a região promotora do gene (éxon 1A) apresentou substituição de base 

como pode ser observado com o uso da enzima AluI, confirmando a descrição de Aggey et 

al.
6
. As frequências alélicas neste polimorfismo se mantiveram dentro das expectativas 

apresentada por outros autores
6, 53, 87

, porem as frequências genotípicas não foram consistentes 

com os trabalhos publicados anteriormente. A região do éxon 8 do gene do GHR 

(polimorfismo F279Y) foi outro local de investigação, e este também apresentou frequências 

alélicas semelhante ao trabalho de Sun et al.
80

, enquanto as frequências genotípicas não se 

mostraram próximas a encontradas por outros autores
8, 74, 79

. Foi verificado valores superiores 

para os heterozigotos em ambos os polimorfismos (região promotora e éxon 8). Entre os 

fatores que podem ter contribuído para este fato, pode ser o baixo número de animais 

analisados e o uso de uma única propriedade, apresentando deste modo uma menor 

diversidade genética, como apresentado no trabalho de Viitala et al.
74

. 

Os polimorfismos do gene do GHR na região promotora (éxon 1A) com o uso da 

enzima AluI (PCR-RFLP) e no éxon 8 com a enzima SspI (F279Y) apresenta resultados 

promissores quanto a associação com a produção e composição do leite como demostrados 

nos trabalhos de Aggrey et al.
6
, Rahbar et al.

7
, Waters et al.

8
 e Rahmatalla et al.

9
. 

Observando as médias de lactação dos animais avaliados neste trabalho, 

observou-se que os animais com genótipo AluI (-/-) apresentaram uma média levemente maior 
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que os demais grupos, embora não apresente diferença estatística (P=0,08), resultados 

semelhantes, foram apresentados por Agreey et al.
6
, porem estes autores obtiveram diferenças 

significativas (P<0,05). Quanto ao éxon 8 as médias de lactação também apresentaram leves 

aumentos para o genótipo FF, embora a diferença estatística não foi significativa (P=0,06), é 

isso não condiz com os resultados apresentados nos trabalhos anteriores sobre este 

polimorfismo, onde os autores obtiveram médias de produção mais elevada para o genótipo 

YY com um nível de significância P<0,05
8, 9, 44, 75

. 

Quanto a composição do leite os polimorfismos da região promotora (AluI) e 

região do éxon 8 não apresentaram associação significativa (p<0,05) com a produção de 

gordura, proteína confirmando os resultados apresentados por Schnaider et al.
53

 e Maj et al.
51

. 

No que se refere a composição em estrato seco total (EST), estrato seco desengordurado 

(ESD) e escore de células somáticas (ECS) no leite, este trabalho não teve associação 

significativa (P<0,05), e isso condiz com resultados obtidos anteriormente
6, 7, 51, 53

, porem Maj 

et al.
51

 encontrou efeito significativo quando realizou a interação com outros polimorfismos 

localizados no mesmo gene, demostrando que existe um aumento significativo de EST e ESD 

para o genótipo AluI(+/-) combinado com os genótipos AccI(+/-), Fnu4HI(+/+) e NsiI(-/-). 

Os resultados de produção e composição do leite também foram avaliados quanto 

ao efeito da existência associativa dos haplótipos encontrados. Dentro das possibilidades de 

interação entre os haplótipos (Tabela 5), não foi identificado animais com a presença do 

haplótipo BBYY, e isso se deve ao baixo número de animais utilizados no experimento. 

Considerando os demais haplótipos encontrados, não foi verificada diferença estatística 

(P<0,05) para as médias de lactação ajustada para 305 dias e composição do leite em proteína, 

gordura, EST, ESD e ECS. Maj et al.
51

 realizou um estudo de efeito da presença de mais de 

um polimorfismo no gene do GHR, estes autores observaram um aumento na fração de 

gordura e proteína do leite para o alelo (+) nas enzimas AluI, AccI e Fnu4HI e (-) na enzima 

NsiI. 

Conforme apresentado, o genótipos encontrados na região promotora e éxon 8 e 

seus respectivos efeitos sobre a lactação e composição do leite mostrou-se completamente 

divergente aos trabalhos apresentados anteriores
8, 9, 44, 75

, este fato pode ter ocorrido pelo baixo 

número de animais avaliados e por se considerar apenas dados de uma única propriedade, 

diminuindo desta forma a variação genética, que pode ser observada pela elevada frequência 

de genótipos heterozigotos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

De acordo com os resultados encontrados pode se concluir que, as frequências 

alélicas se mantiveram dentro das médias esperadas; as frequências genotípicas apresentaram 

um valor maior para o heterozigoto em ambos polimorfismos avaliados; os polimorfismos e 

seus respectivos haplótipos não apresentaram efeito sobre a lactação e composição do leite no 

estudo em questão; os efeitos dos polimorfismos não se mostraram como esperado pela 

literatura consultada. 
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ANEXO A 

PROTOCOLO PARA EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO DNA SEGUNDO AS 

RECOMENDAÇÕES DO KIT PureLink® Genomic DNA Kits (Invitrogen®) 

Lisagem a partir de amostra de sangue total: 

1. Preparo de banho maria ou placa térmica a 55°C; 

2. Adicionar 200l de sangue em um eppendorf autoclavado (se usar menos de 200l de 

sangue, ajustar o volume com PBS); 

3. Adicionar 20l de Proteinase K na amostra; 

4. Adicionar 20l RNAse A a amostra, misturar bem usando vortex, e incubar a temperatura 

ambiente por 2 minuros; 

5. Adicionar 200l PureLink Lysis/ Binding Buffer e misturar usando o vortex; 

6. Incubar à 55°C por 10 minutos para promover a digestão proteica; 

7. Adicionar 200l de etanol 96 – 100% para a lisagem. Misturar usando o vortex por 5 

segundos até obter uma solução homogênea; 

 

Binding DNA: 

1. Transferir o lisado (~640l) para a coluna do Kit; 

2. Centrifugar a coluna a 10.000G por 1 minuto a temperatura ambiente; 

3. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo coletor limpo; 

 

Lavagem do DNA: 

1. Adicionar 500l de Wash buffer 1 preparado com etanol na coluna; 

2. Centrifugar a coluna a 10.000G por 1 minuto a temperatura ambiente; 

3. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo coletor limpo; 

4. Adicionar 500l do Wash buffer 2 preparado com etanol na coluna; 

5. Centrifugar a coluna na velocidade máxima por 3 minutos a temperatura ambiente; 

 

Eluição do DNA 

1. Transferir a coluna para um tubo eppendorf estéril de 1,5ml; 

2. Adicionar 40l do PureLink Genomic Elution Buffer na coluna; 

3. Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos. Centrifugar na rotação máxima por 2 

minutos e 10 segundos a temperatura ambiente; 

4. Para recuperar mais DNA promover uma segunda eluição usando o mesmo buffer e 

volume em outro purificado a -20°C; 

5. Armazenar a mostra final a -20°C. 
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ANEXO B 

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 2% 

Os géis de agarose 2% foram utilizados apenas para visualização da amplificação 

dos fragmentos pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). A preparação do gel foi 

realizada imediatamente antes de cada corrida, para isso foi utilizada 2 g de agarose dissolvida 

em TBE 1X completando um volume final de 100ml, para dissolver a agarose foi utilizado 

micro-ondas na potência 100 até a completa dissolução (aspecto límpido), após o resfriamento 

foi adicionado 5 µl de brometo de etídeo, e antes da solidificação o gel é depositado sobre a 

forma da cuba e colocado os pentes para formação das canaletas. Para a realização da 

eletroforese foi utilizada uma voltagem de 80 mV por um tempo médio de 90 minutos em 

TBE 1X. Em cada canaleta foram depositados cerca de 9 µl da amostra amplificada pela PCR 

e 1 µl de tampão de corrida, em cada gel foi utilizado uma canaleta para deposição do 

marcador molecular de 100 pb para identificação das bandas reveladas. Para visualização das 

bandas o gel foi depositado sobre revelador do tipo Transluminador para visualização de gel 

com uso de luz ultravioleta, em seguida as imagens foram capturadas em câmera digital para 

análise da amplificação. 

O brometo de etídeo é uma substância altamente mutagênica e carcinogênica. Por 

este motivo, para trabalhar com o gel de agarose com brometo de etídeo é necessário utilizar 

todos os procedimentos de segurança. 

Soluções utilizadas: 

TRIS-Borato de EDTA (TBE 1X) 

 Tris Base   108 g 

 Ácido Bórico P.A. 55 g 

 EDTA 0,5 M (pH 8,0) 40 ml 

 H2O dd q.s.p.  1000 ml 

 Diluir a solução mãe na proporção de 100 ml de solução em 900 ml de H2O dd. 

EDTA 0,5 M (pH 8,0) 

 EDTA (p.m. 372,24) 186,12 g 

 H2O dd q.s.p.  1000 ml 

 Controle o pH com NaOH (20 g de NaOH)  
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ANEXO C 

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 12% 

Os géis de poliacrilamida 12% foram utilizados para visualização das bandas 

formadas após a digestão enzimática dos fragmentos amplificados pela PCR. Os géis foram 

preparados como demostrado na tabela XX. Para a utilização da eletroforese os géis foram 

submetidos a uma voltagem de 80 mV por um tempo médio de 3 horas em solução de TBE 

1X. em cada canaleta do gel foi depositado 9 µl do produto da amplificação pela PCR e 1 µl 

de tampão de corrida, em uma das canaletas foi depositado 5 µl de um marcador molecular de 

10 pb para identificação das bandas apresentadas. Após a corrida eletroforética, os géis foram 

corados utilizando a técnica de coloração rápida por Nitrato de Prata (AgNO3) e em seguida 

as imagens foram capturadas em câmera digital para análise das bandas e dos possíveis 

polimorfismos apresentados. 

A acrilamida é um monômero neurotóxico potente com ação cumulativa. Por isso, 

para trabalhar com acrilamida é necessário utilizar todos os procedimentos de segurança. 

O gel de poliacrilamida é recomendado para o tamnho dos fragmentos esperados, 

pois permitem a separação de fragmentos de até 500 pb. 

Protocolo de preparação do gel de poliacrilamida 12% 

Reagentes Volume 

Acrilamida 40%* 4,5 ml 

TBE 10X** 8 ml 

H2O dd 2,25 ml 

APS 10%*** 225 µl 

TEMED 22,5 µl 

* Para confecção da acrilamida 40% acrescenta-se 390 g de acrilamida 

e 10 g de bis-acrilamida e H2O dd (q.s.p.) de 1000 ml. 

** Para o preparo da solução de TBE 10X observar Anexo A. 

*** Para confecção do APS 10% dilui-se 10 g de Perssulfato de 

Amônio P.A. em H2O dd (q.s.p.) 100 ml. 

 

  



53 
 

ANEXO D 

COLORAÇÃO DE GEL DE POLIACRILAMIDA PELO MÉTODO RÁPIDO POR 

NITRATO DE PRATA (AgNO3) 

PREPARO DE SOLUÇÕES 

1. Solução de fixação 25:1 (preparo no momento do uso) 

Reagentes Volume (ml) 

Álcool Etílico P.A. 50 

Ácido Acético P.A. 02 

Água Deionizada 248 

Volume Final 300 

 

2. Solução de Nitrato de Prata (AgNO3) a 15% 

Reagentes Quantidade 

Nitrato de Prata P.A. 7,5 g 

Água Deionizada (q.s.p.) 50 ml 

Volume Final 50 ml 

 

3. Solução de revelação (preparo no momento do uso) 

Reagentes Volume (ml) 

Hidróxido de Sódio (NaOH) 30% 4,5 

Formaldeido a 37%* 3 

Água Deionizada (q.s.p) 200 

Volume Final 200 

* Adicionar o Formaldeido aos poucos no momento da revelação 

PROCEDIMENTO PARA COLORAÇÃO RÁPIDA POR NITRATO DE PRATA 

1. Depositar o gel sobre um recipiente limpo e seco, contendo 150 ml de 

solução de fixação; 

2. Adicionar 2 ml da solução de Nitrato de Prata sobre a solução com o gel a 

agitar por 5 minutos; 
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3. Desprezar a solução de fixação e lavar o gel com água destilada 4 X, 

agitando o gel por 20 segundos cada lavagem; 

4. Adicionar a solução de revelação com cuidado, colocar inicialmente a 

mistura de NaOH e Água Destilada, e pingar o Formaldeido sobre a 

parede do recipiente agitando o gel até obter a revelação desejada; 

5. Aguardar a revelação por pelo menos 5 minutos; 

6. Desprezar a solução de revelação e adicionar 150 ml de solução de fixação 

e armazenar o gel até a captura da imagem e/ou secagem do gel. 

 

 

 

 


