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Apresentacao

Como ferramenta de analise da expressao génica, a tecnologia dos micro-
arranjos de DNA permite a investigacao de milhares de transcritos de um te-
cido, de maneira simultdnea. Essa metodologia tem revolucionado diversas
areas do conhecimento, por meio do aumento substancial da capacidade
analitica dos processos moleculares.

Hoje, dentro da ciéncia animal, a disponibilidade desse método de investiga-
¢ao tem permitido aos pesquisadores identificar variagbes na expressao de
determinados genes que possam ocorrer como respostas bioldgicas devido
a condicdo experimental (idade, raga, estado fisioldgico).

Sob um aspecto pratico, essa tecnologia tem seu papel na identificagéo
de genes envolvidos na determinacao de caracteristicas fenotipicas de
interesse econdmico, os quais podem ser usados no desenvolvimento de
métodos para a selecdo de gendtipos superiores dentro dos programas de
Melhoramento Genético. Esse € um dos motivos de sua adogao em um dos
projetos que compde a carteira dos Macroprogramas da Embrapa, o MP1
Rede Genbmica Animal.

Assim, esta publicagdo tem como propdsito posicionar o leitor a respeito da
contribuigdo que a tecnologia de microarranjos de expressado tem trazido
com respeito a identificacdo de genes e processos biolégicos que atuam
na manifestacdo de caracteristicas de interesse econémico, em especial
na bovinocultura. Além disso, pretende despertar o interesse da comuni-
dade cientifica para uma area que ainda demanda muita pesquisa e a qual
a Embrapa Informatica Agropecuaria tem dedicado um grande esforco: a
analise dos dados gerados dos experimentos com microarranjos da Rede
Gendmica Animal.

Kleber Xavier Sampaio de Souza

Chefe Geral
Embrapa Informatica Agropecuaria
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A tecnologia de microarranjos
na identificacao de genes de
interesse na bovinocultura

Poliana Fernanda Giachetto

A tecnologia de microarranjos

O sequenciamento do genoma humano e de outros organismos veio acom-
panhado de grandes avang¢os metodoldgicos e cientificos na biologia e

na genética molecular. Dentre as novas tecnologias desenvolvidas, como
um dos desdobramentos do sequenciamento dos genomas, destaca-se

a técnica de microarranjos de DNA. Como ferramenta para o estudo da
expressao génica, desde 1995, quando Schena e colaboradores (SCHENA
et al., 1995) demonstraram o uso de um microarranjo de cDNA na analise
quantitativa do transcriptoma de varias linhagens e 6rgdos de Arabidopsis
thaliana, a tecnologia passou a ser largamente utilizada em diversas
abordagens da medida nos niveis de transcricao dos genes. Diferente

das metodologias existentes até entdo, essa técnica passou a permitir

a investigagcao de milhares de transcritos de maneira simultanea, o que
revolucionou diversas areas da biologia, por meio do aumento substancial
da capacidade analitica dos processos moleculares.

Essencialmente, os microarranjos de DNA podem ser usados para anali-
sar qualquer tipo de variagdo na expressao génica entre amostras, sejam
estas diferengas naturais ou induzidas. Hoje, dentro da ciéncia animal,

a disponibilidade desse novo método de investigagdo tem permitido aos
pesquisadores examinar comparativamente a expressao génica global que
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ocorre em diferentes tipos celulares ou em um tecido especifico, quando
submetido ou exposto a diferentes condi¢cdes experimentais. Esse tipo de
analise permite identificar variagbes na expresséo de determinados genes
que possam ocorrer como respostas biolégicas naturais devido a condi¢cao
experimental (idade, raga, estado fisioldgico) a qual a amostra em estudo
foi submetida.

Com o uso dessa técnica, podemos mover o foco dos estudos da carac-
terizagdo de mecanismos e processos individuais, em diregdo a analise

e investigacao de sistemas bioldgicos como um todo, ao integrar dados

e trabalhar com uma visdo mais abrangente e, consequentemente, mais
préoxima da complexidade dos organismos.

Em que consistem os microarranjos de DNA?

Os microarranjos, ou chips de DNA, em alusao ao componente eletrdnico
que carrega milhdes de transistores, sao laminas sélidas, nas quais frag-
mentos de DNA fita simples, denominados de sondas, s&o depositados

e imobilizados de forma ordenada e em areas especificas, chamadas de

spots. Na lamina, cada spot contém milhées de copias de um unico e de-
terminado transcrito que pode posteriormente ser identificado. O principio
da técnica baseia-se na hibridizagdo por complementaridade das molécu-
las de acido nucleico, que ocorre entre a sonda depositada na lamina e o
seu RNAm correspondente, transformado em cDNA, extraido das amos-

tras a serem analisadas e comparadas.

Os microarranjos de DNA evoluiram, por assim dizer, a partir da técnica de
dot blot, partindo da analise de poucos genes e utilizando, como suporte,
membranas porosas (nailon, nitrocelulose), progredindo pela miniaturiza-
¢ao e automatizagéo, o que permitiu que a hibridizagdo pudesse ser usada
em larga escala na exploragédo dos dados gerados pelos projetos genoma.
O desenvolvimento de duas areas foi fundamental para a evolugao da
técnica: o surgimento de sistemas robotizados que permitiram a elabora-
¢ao de laminas com alta densidade de spots e a otimizagdo de métodos de
detecgao da fluorescéncia, que atingiram a sensibilidade necessaria para
as medidas de intensidade geradas pelos fluoréforos.
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Etapas de um experimento com microarranjos

Basicamente, sao trés as etapas envolvidas em um experimento com
microarranjos: (a) preparo das amostras, (b) hibridizacéo e (c) detecgéo,
visualizacao e interpretacao dos dados.

No caso da hibridizagdo comparativa (ou competitiva), que envolve a uti-
lizacao de duas amostras simultaneamente, a populagdo de RNA total ou
RNAm ¢ isolada do tecido ou célula alvo da amostra teste (amostra a ser
investigada) e da amostra referéncia (amostra usada para comparacao).
Em seguida, o RNA das amostras é convertido a cDNA, por meio de trans-
crigao reversa (pela agédo da transcriptase reversa) e marcado com dois
corantes fluorescentes diferentes. Embora haja varios tipos de corantes
fluorescentes disponiveis comercialmente, nucleotideos (dUTP ou dCTP)
marcados com as cianinas 3 e 5 (conhecidos como Cy3 e Cy5) tém sido
0s mais utilizados para esse propdsito. Esses corantes, incorporados aos
cDNAs durante a transcrigao reversa, possuem espectros de emissao e
excitagdo diferentes, o que permite que as amostras teste e referéncia se-
jam individualmente quantificadas apés a hibridizagdo. Apoés o processo de
hibridizagao, as laminas séo lavadas para a remogao dos cDNAs que nao
se ligaram as sondas e, em seguida, expostas a acao de raios laser que
excitam os corantes, fazendo com que estes emitam luz (fluorescéncia).
Cada spot de uma lamina de microarranjo representa o valor da ativida-
de transcricional de um determinado gene em uma situacao biolégica de
interesse. Esses valores de atividade génica sao codificados em forma de
sinais de intensidade, gerados pelos fluoréforos incorporados ao cDNA.
Nessas etapas, a qualidade do RNA extraido, assim como a eficiéncia de
incorporagao dos nucleotideos fluorescentes nas moléculas séo aspectos
bastante importantes, existindo, na literatura, varios trabalhos que visam
a otimizacao desses passos para a obtengao de resultados mais robustos
€ 0 uso mais eficiente dos experimentos de microarranjos (KHODAREV
et al., 2002; LAGE et al., 2002; NADERI et al., 2004; NAGAI; CHAPMAN
JUNIOR, 2002).

Existem variagdes na técnica, relacionadas, principalmente, a fabricagao
das laminas e modo de detecgéo do sinal gerado. As laminas podem ter
as sondas depositadas sobre sua superficie (spotted array), por meio de
um robd de alta precisdo ou podem ser diretamente sintetizadas sobre ela
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(oligo arrays), por meio do processo de fotolitografia. No primeiro caso, as
amostras utilizadas podem ser cDNAs obtidos a partir de clones de biblio-
tecas de cDNA, produtos da amplificagdo por meio de PCR ou oligonucle-
otideos pré-sintetizados. No processo de fotolitografia, sdo sintetizados
oligonucleotideos com tamanhos variando em torno de 25pb (curtos) a
80pb (longos). Microarranjos de uma cor ou um canal utilizam somente um
fluoréforo para marcagao e requerem hibridizagbes separadas das amos-
tras controle e referéncia.

Os dados originais obtidos como resultado de um experimento com micro-
arranjos sao imagens, que representam os niveis de expressao dos genes
presentes no suporte solido, e que devem ser analisadas por um progra-
ma especifico de analise de imagens. Esse programa gera uma tabela de
dados numéricos contendo os valores de intensidade dos spots e seus
respectivos valores de intensidade do background local (ruido). A etapa
de aquisicao de imagem é extremamente importante, uma vez que toda

a analise posterior depende desse processo. Em seguida, esses dados
devem ser processados, e uma analise exploratoria deve ser empregada
visando a identificacao de efeitos sistematicos que devem ser removidos
por meio de métodos de normalizagdo adequados. A normalizagéo ajusta
as diferencas nas eficiéncias de marcacao e de detecgéo dos corantes e
também na quantidade inicial de RNA das amostras em estudo. Uma vez
feito isso, tem-se um conjunto de dados que pode ser denotado por uma
matriz de valores numéricos que representam os niveis de expressao dos
diferentes genes da ldmina em uma variedade de condi¢des bioldgicas.

Analise dos dados

Os métodos mais comumente empregados na analise dos dados de mi-
croarranjos sdo a construgdo de agrupamentos (para genes e amostras),

a busca de genes diferencialmente expressos e a busca por grupos de
genes capazes de discriminar tipos bioldgicos diferentes (analise de classi-
ficagédo ou discriminatoria).

Na analise de dados de expressao génica, o agrupamento é considerado
um passo chave, porque viabiliza a detecgao de grupos de genes que
exibem padrbes de expressao similares (coexpressos ou corregulados)
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ou que mostram expressao diferencial. Baseado em nosso conhecimento
dos processos celulares, sabe-se que genes contidos em uma via parti-
cular ou que respondem a estimulos externos comuns podem ser corre-
gulados, e, consequentemente, mostrar padrdes similares de expressao
(QUACKENBUSH, 2001). A construgdo de agrupamentos a partir de dados
numeéricos observados experimentalmente encontra-se em uma area da
estatistica denominada de analise multivariada, e consiste em um método
para agrupar os dados de acordo com uma medida de similaridade. De
acordo com Esteves (2007), no contexto da analise dos microarranjos, a
analise de agrupamentos pode ser entendida como o processo de reunir
entidades similares entre si, sendo que essas entidades podem ser os
genes ou as amostras bioldgicas estudadas. O agrupamento baseia-se em
medidas de similaridade, ou métricas, que nada mais sdo do que formulas
matematicas que calculam um numero positivo a partir de dois pontos do
seu espago de entidades, no caso representadas pelo nivel de expressao
dos genes. Atualmente, a distancia euclidiana e a medida de correlagao
tém sido métricas bastante utilizadas em analises de agrupamentos de
dados de expressao génica. Dentre os diferentes algoritmos existentes, e
ha uma série deles, pode-se citar 0 agrupamento hierarquico, o k-médias,
e o Self-Organizing Maps (SOM), como os mais utilizados.

O agrupamento hierarquico, inicialmente proposto para analise de mi-
croarranjos por Eisen et al. (1998), € um procedimento aglomerativo que
consiste em agrupar as entidades de menor distancia. No inicio, cada
entidade representa um grupo. O par mais proximo € identificado consti-
tuindo um novo grupo. As distancias entre esse novo grupo e as entidades
restantes sado calculadas, até que todos os elementos tenham sido agru-
pados. Esse método tem a vantagem de ser simples e o resultado pode
ser facilmente visualizado. O uso desse algoritmo resulta na criagdo de
uma arvore hierarquica (dendrograma), onde as folhas representam as
entidades estudadas (genes ou amostras bioldgicas) e a raiz, o ponto de
convergéncia dos galhos da arvore. O k-médias (TAVAZOIE et al., 1999) é
um dos algoritmos mais rapidos e simples que existe, sendo um dos mais
utilizados para o agrupamento dos dados de expressao génica, juntamente
com o hierarquico. Nesse caso, € indicado o numero de grupos desejado
(essa é uma limitagcéo, pois é necessario saber o numero de grupos) e o
algoritmo cria um conjunto inicial de grupos. A seguir, o centroide de cada
um desses grupos é calculado e o algoritmo analisa a distancia ou simi-
laridade desses centroides com todos os elementos a serem agrupados;
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cada objeto é entdo alocado ao grupo cujo centroide esteja mais proximo
e, ao ser incluido, esse centroide é recalculado para representar esse novo
objeto. O processo é repetido até que os centroides ndo mudem mais de
posig¢do. O algoritmo SOM é um dos mais populares de rede neural arti-
ficial, frequentemente utilizado para tarefas de agrupamento e visualiza-
¢ao. A primeira aplicagédo para analise de dados de expressao génica foi
feita por Tamayo et al. (1999). E similar ao método de k-médias, onde um
numero pré-definido de grupos € especificado. No entanto, nesse método,
0s grupos sao relacionados a outros por meio de uma topologia espacial,
geralmente arranjados em uma grade quadrada ou hexagonal, onde,
inicialmente, os elementos sdo alocados aos seus grupos aleatoriamente.
O algoritmo iterativamente recalcula os centroides dos grupos baseado
nos elementos de cada um, assim como aqueles elementos da vizinhanga,
e entdo realoca os elementos aos grupos. Uma vez que os grupos estdo
espacialmente relacionados, grupos vizinhos podem geralmente ser unidos
ao final de uma iteragao, baseado num valor previamente estabelecido. De
acordo com Quackenbush (2001), embora os métodos de analise de agru-
pamento sejam bem definidos e reprodutiveis, eles podem ser subjetivos,
uma vez que, selecionando-se diferentes algoritmos, normaliza¢des ou
disténcias métricas, diferentes objetos podem ser alocados em diferentes
grupos; ainda, agrupamentos podem ser formados com dados néo relacio-
nados, sem nenhum significado biolégico. O desafio é selecionar os dados
e aplicar o algoritmo apropriado.

Embora as analises de agrupamento permitam a identificacdo de padroes
coerentes de expressao génica, ela gera pouca informagao a respeito da
significancia estatistica (EISEN et al., 1998), e um dos principais objeti-
vos da analise de dados de microarranjos € a identificacdo de genes com
diferencgas significativas de expressao entre as amostras bioldgicas estuda-
das. Historicamente, a identificacdo de genes diferencialmente expressos
era feita com base na raz&o entre os valores de intensidade normalizada
para as 2 amostras biolégicas estudadas, usando-se um ponto de corte
arbitrario para classificar o gene como diferencialmente expresso ou nao.
Com a utilizagao de réplicas bioldgicas, 0 mesmo tipo de analise era feito,
utilizando-se a razéo entre as meédias das réplicas bioldgicas estudadas.
Atualmente, modelos estatisticos tém sido usados para este tipo de analise
diferencial. A ideia principal é descobrir quais genes do conjunto de dados
apresentam diferencgas significativas de expresséo entre as condigbes
biolégicas estudadas. Quando a avaliagao é feita entre apenas 2 condi-
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¢Oes bioldgicas diferentes, utilizam-se modelos estatisticos mais simples
que buscam diferencas significativas entre medidas de posigéo central dos
dois grupos, como o teste {. Quando mais de duas amostras bioldgicas
séo estudadas, modelos mais elaborados s&o utilizados, como modelos de
analise de variancia (Anova). Um outro método, descrito por Tusher et al.
(2001) e denominado de Significance Analysis of Microarrays (SAM), tam-
bém tem sido bastante adotado. Nele, é atribuido um valor a cada gene,
com base na mudanca relativa de sua expressao e o desvio padrao dessa
mudanca; genes com valores maiores do que um limiar sdo considerados
significativos.

Uma outra abordagem adotada na analise dos dados de expresséo génica,
a classificagéo, ou discriminagao, tem como objetivo principal classificar os
diferentes tipos de amostras biolégicas estudadas, com base no perfil de
expressao de um pequeno grupo de genes. Varias metodologias podem
ser usadas nesse tipo de analise (DUDOIT et al., 2002) sendo mais utiliza-
do o método dos k-vizinhos, o discriminante linear de Fisher e as maquinas
de vetores-suporte (Support Vector Machines - SVM).

Estudos de microarranjos na identificagao
de genes de importancia econémica para a
bovinocultura

A tecnologia dos microarranjos trouxe uma contribuigdo importante a bio-
logia molecular, com relagédo aos estudos de expressao génica. De acordo
com Hoheisel (2006), essa metodologia mudou o sentido do estudo de fun-
¢cOes bioldgicas individuais acerca de um ou poucos genes relacionados,
na diregdo de investigagdes globais a respeito da atividade celular, o que
talvez seja o seu grande diferencial. O desenvolvimento dessa técnica rapi-
damente produziu novas e interessantes estimativas a respeito de trans-
criptomas, e tem gerado um numero substancial de dados para analise.

No entanto, apesar de todo o potencial evidenciado, a aplicagédo da me-
todologia de microarranjos ainda encontra desafios a serem vencidos.

E frequente, na literatura, a etapa de analise dos dados gerados pelos
experimentos ser apontada como uma das maiores dificuldades da téc-
nica. Embora alguns padrbes tenham sido estabelecidos, ainda ha muito
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a ser melhorado com respeito a interpretagcédo dos resultados. Apesar de

a aquisicao da imagem ser um processo bastante avancado dentro da
metodologia, a filtragem dos dados é feita de acordo com a experiéncia

de cada pesquisador, 0 que pode levar a discrepancias logo no inicio das
analises e nao permitir um alto grau de reprodutibilidade dos experimen-
tos, além de tornar dificil a comparag¢ao dos dados (LARKIN et al., 2005;
YANG; SPEED, 2002). De acordo com Bendixen et al. (2005) e Larkin et
al. (2005), o estabelecimento de protocolos e rotinas comuns € uma neces-
sidade, uma vez que tornara mais facil e permitira uma melhor avaliagao e
comparacgao dos dados gerados pelos microarranjos.

No sentido de garantir o uso de protocolos e rotinas comuns, em uma ini-
ciativa internacional, a Microarray Gene Expression Data Society (MGED),
foi constituida, em 1999, com a tarefa de facilitar a utilizacdo dos dados
gerados por experimentos com microarranjos e outras tecnologias genémi-
cas, por meio do estabelecimento de padrdes de qualidade, gerenciamen-
to, anotacao e compartilhamento dos dados gerados. Até o momento, a
sociedade definiu padrées sobre as informagcdes minimas necessarias que
devem ser registradas em um banco de dados de microarranjos (Minimum
Information About a Microarray Experiment - Miame, BRAZMA et al., 2001)
e padrdes sobre a terminologia a ser usada nos experimentos (MGED
Ontology). Foi estabelecido também, pelo Object Management Group
(OMG), um modelo para representacéo dos dados, o Microarray and Gene
Expression (Mage) (Spellman et al., 2002). Essa padronizagao visa per-
mitir a reprodug¢ao do experimento, a validagao dos resultados relatados e
facilitar a comparagao entre experimentos similares.

Atualmente, o uso de microarranjos na genotipagem e na analise de perfis
transcricionais tem avangado no sentido de se tornar uma técnica rotineira
para esses fins. No entanto, a adaptagcao da metodologia e a combinagéo

com outras técnicas tém possibilitado a adogéo da tecnologia de microar-

ranjos em varios outros tipos de estudos. A Tabela 1, descrita em Hoheisel
(2006), relata uma série de analises cuja tecnologia de microarranjos tem

se mostrado promissora.
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Tabela 1. Processos baseados em microarranjo.

Processo* Situagao

Mapeamento de DNA
Genotipagem

Perfis transcricionais

Andlise de variantes de splicing
ChlP-on-chip

CGH baseado em chip
Re-sequenciamento

Ligacao de proteina

Estudos epigenéticos
Sequenciamento em larga escala
Interacdes proteina-DNA
Tradugao on-chip

Microarranjo universal
Identificacdo de exons desconhecidos
Sintese de genes/genomas
Analise da estrutura do DNA
Sintese de RNA/IRNA

Interagdes proteina-RNA

Avangado

Avancgado, mas ainda em desenvolvimento
Avangado, mas ainda em desenvolvimento
Em progresso

Em progresso

Em progresso

Em progresso

Em desenvolvimento

Em desenvolvimento

Em desenvolvimento

Em desenvolvimento

Em desenvolvimento

Em desenvolvimento

Estagios iniciais

Estagios iniciais

Piloto

Piloto

Idéia inicial

*Ordenado do mais para o0 menos avangado. ChlP: imunoprecipitagdo de cromatina; CHG:
hibridizagdo gendmica comparativa; iRNA: interferéncia de RNA.

Fonte: Adaptado de Hoheisel (2006).

Na producao animal, os perfis transcricionais obtidos por meio dessa
técnica tém sido Uteis na elucidagao das vias metabdlicas caracteristicas
de tecidos doentes e sadios (HANSSON et al., 2004), na resposta a uma
variedade de antigenos (MEADE et al., 2008), na identificagao de vias criti-
cas para o desenvolvimento animal (HAMATANI et al., 2004) e na predigéo
de caracteristicas complexas, como o comportamento animal (WHITFIELD
et al., 2003). De acordo com Everts et al. (2005), os perfis de expressao
génica tém o potencial de aumentar dramaticamente nosso conhecimento
da fisiologia durante situacdes de saude e doenga, principalmente com re-
lagdo a doengas em que ha falta de um animal modelo apropriado. Outras
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areas potenciais para o uso da tecnologia de microarranjos incluem sua
aplicagéo no diagnostico de doengas, na formulagao de ragdes melhoradas
para animais de diferentes idades e estados fisioldgicos e elevada taxa de
melhoramento genético.

Nesse sentido, a tecnologia de microarranjos tem contribuido para o
detalhamento do perfil de expresséo génica em varios animais de inte-
resse econdmico, como suinos (CHEON et al., 2005; TSAI et al., 2006;
ZHAO et al., 2005), coelhos (POPP et al., 2007), aves (AFRAKHTEE;
SCHULTHEISS, 2004; BLISS et al., 2005; BURNSIDE et al., 2005;
COGBURN et al., 2003; LI et al., 2008; NEIMAN et al., 2001; SARSON

et al., 2007; SMITH et al., 2006; VAN HEMERT et al., 2003; WANG et al.,
2006) e ovinos (WATKINS et al., 2008). Em bovinos, uma série de traba-
Ihos relatando a utilizagao de microarranjos, em diferentes contextos, que
variam desde o perfil da expressao génica em tecidos distintos, analise
de qualidade da carne, gestagéo e desenvolvimento fetal, além de res-
postas imunes, é descrita em Everts et al. (2005). Dada a importancia do
entendimento da interacédo patégeno-hospedeiro, para o desenvolvimento
de estratégias de controle, McGuire e Glass (2005) revisaram estudos
que utilizaram a tecnologia de microarranjos para avaliar, em bovinos, a
resposta de macrofagos, células que desempenham um papel central na
resposta imune inata e adaptativa. De 2005 pra ca, muitos outros trabalhos
surgiram, resultado da utilizagéo de microarranjos bovinos (JENSEN et al.,
2006; LI et al., 2006; LUTZOW et al., 2008; MEADE et al., 2008; SMITH
et al., 2009; SUGIMOTO et al., 2006; TAN et al., 2006; TAO; MALLARD,
2007; WANG et al., 2009a, 2009b).

A mastite, uma infec¢do da glandula mamaria de origem bacteriana, é
considerada um dos maiores problemas da pecuaria leiteira mundial, uma
vez que reduz a quantidade e qualidade do leite e aumenta os custos com
relagcdo aos aspectos sanitarios dos animais. Em fungéo da importancia
econOmica e dos ganhos genéticos que ainda ndo puderam ser obtidos
pelos métodos de selegdo tradicional, a genética molecular tem concentra-
do esforgos na busca de genes envolvidos no mecanismo de resisténcia a
doenca, o que poderia direcionar e tornar mais efetivas as estratégias de
melhoramento genético. Na tentativa de estabelecer as interagbes entre os
genes e sua regulacao na resposta a infeccao e doencas, varios resultados
tém sido obtidos por meio do uso da técnica de microarranjos.

Lutzow et al. (2008), utilizando o microarranjo produzido por Donaldson
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et al. (2005) - Bovine Innate Immune Microarray, identificaram uma série
de genes ativados no tecido mamario de vacas, em resposta ao desa-

fio contra a bactéria Staphylococcus aureus, um dos principais agentes
causadores da mastite em bovinos. Foi verificado, pelos autores, que a
maior parte dos genes, super expressos em resposta a infecg¢ao, codifi-
cava proteinas envolvidas na sinalizagao celular, principalmente citocinas
€ quimocinas, moléculas intimamente associadas a processos inflamato-
rios. Dentre esses, 2 genes codificando para proteinas pouco conhecidas,
S100A12 e PTX3, também mostraram expressao induzida pela infecgao;
analises mais profundas a respeito da fungédo desses genes resultou na
indicacao das proteinas por eles codificadas como possiveis candidatas
ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento e
prevengao da mastite. Swanson et al. (2009), utilizando um microarranjo
de cDNA contendo aproximadamente 22.000 sequéncias, avaliaram as
alteragdes no perfil transcricional do tecido mamario de vacas infectadas
com Streptococcus uberis, e relataram a superexpressao de genes relacio-
nados a resposta imune, morte celular programada e estresse oxidativo,
enquanto genes que codificam as principais proteinas do leite tiveram seu
nivel de RNAm reduzido. Sugimoto et al. (2006), na busca por genes en-
volvidos na resposta de resisténcia de vacas a mastite, utilizaram a técnica
de microarranjos em uma outra abordagem. Os autores transfectaram cé-
lulas animais com 2 genes, FEZL e SEMASA, identificados como envolvi-
dos no mecanismo de resisténcia a mastite e hibridizaram um microarranjo
de sequéncias humanas (Human Genome U133 Plus 2.0 GeneChips).
Como resultado, foram identificados 2 genes da via de ativagao da respos-
ta a doenca, relacionada ao fator de transcricao FEZL, até entdo desco-
nhecidos.

O perfil transcricional de macréfagos bovinos estimulados com interferon-y
e lipopolissacarideo foi relatado por Jensen et al. (2006), utilizando um
microarranjo especifico de macréfagos bovinos (BoMP). Nesse traba-

Iho, foram identificados os genes diferencialmente expressos em tempos
crescentes pés-indugao, contribuindo para a caracterizagdo da resposta
imune em diferentes fases, apds a estimulagédo por um patégeno. A mesma
motivacao levou Watkins et al. (2008) a analisarem o perfil transcricional
de macréfagos bovinos estimulados com interferon-y e lipopolissacarideo,
em comparagao ao de macréfagos néo estimulados. Hibridizando o mes-
mo microarranjo de macrofagos (BoMP) com células provenientes de duas
ragas bovinas, uma tolerante e outra susceptivel (Bos indicus e Bos taurus,
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respectivamente), infectadas in vitro com o protozoario Theileria annulata,
Jensen et al. (2008) encontraram uma série de genes diferencialmente
expressos e especificos de cada gendtipo. O trabalho indicou diferengas
entre macrofagos inerentes a raga, quando comparados os dois extremos,
um tolerante e outro susceptivel; o estudo desses genes pode fornecer
informagdes importantes sobre a resposta a infecgdo com T. annulata, que
poderao ser usadas em programas de melhoramento genético visando ao
aumento da tolerancia ao parasita.

Trabalhos como os citados acima s&o bastante importantes para o enten-
dimento da resposta do hospedeiro a invaséo por patégenos de maneira
geral, evidenciando genes que podem ser estudados em programas de
melhoramento genético que envolvam a aquisi¢cao de resisténcia pelos
animais.

Ainda tratando-se da descoberta de genes relacionados a resisténcia (ou
tolerancia) do hospedeiro, uma série de investigacdes foram realizadas por
Piper et al. (2008, 2009, 2010), com o objetivo de elucidar os mecanismos
envolvidos na resisténcia de bovinos ao carrapato Rhipicephalus micro-
plus. Nos paises tropicais, o prejuizo causado pela infestagéo dos reba-
nhos bovinos pelo carrapato tem gerado um grande impacto nos sistemas
de produgéo. A redugédo no peso e a piora na conversao alimentar, junta-
mente com as doengas transmitidas pelo parasita, levam a perdas econé-
micas da ordem de bilhées de ddlares todos os anos.

De maneira geral, bovinos da subespécie zebuina Bos taurus indicus séo
menos susceptiveis a infestagdo com R. microplus do que os animais da
subespécie taurina, Bos taurus taurus. No entanto, as bases imunolégicas
por tras dessa diferenca ainda ndo séo conhecidas, de modo que um gran-
de esforco tem sido dispensado na busca das vias bioldgicas e dos genes
que elicitam essa resposta de maneira distinta nesses animais.

Apoiados nesse modelo de estudo, racga taurina vs raga zebuina, e utilizan-
do a plataforma GeneChip® Bovine Genome Array da Affymetrix, os auto-
res (Piper et al., 2009) identificaram 497 genes diferencialmente expressos
nas células brancas do sangue entre as racas bovinas Brahman e Holstein,
consideradas mais e menos resistentes a infestagéo pelo parasita, respec-
tivamente. Foi verificado que grande parte desses genes pertencia a duas
grandes categorias principais: genes envolvidos com resposta imune adap-
tativa e genes envolvidos em processos metabdlicos. Analises baseadas
em ontologia (utilizando Gene Ontology) e vias metabdlicas (banco de da-
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dos KEGG), a partir dos genes mais expressos em cada raga, juntamente
com medidas de parametros celulares realizadas nesses animais (medida
da populacdo de células mononucleares no sangue periférico, expressao
de citocinas pelos leucdcitos e niveis de anticorpos para imunoglobulinas
G1 (IgG1) carrapato-especificas), levaram os autores a sugerir o desenvol-
vimento, por parte dos bovinos da raga Brahman, de uma resposta a infes-
tacao por carrapatos predominantemente mediada por células-T, enquanto
gue os animais Holstein demonstraram um perfil celular consistente com
uma resposta inata, do tipo anti-inflamatéria. No estudo posterior (PIPER et
al., 2010), também foi verificada expressao diferencial na pele de bovinos
Brahman e Holstein infestados com R. microplus. Genes envolvidos em
processos inflamatérios e resposta imune foram super expressos em ani-
mais Holstein. Ja nos bovinos Brahman foi verificada uma super expressao
de genes que codificam constituintes da matriz extracelular.

Dada a importancia do entendimento do papel de genes na determinagao
da qualidade da carne, estudos de expressao génica utilizando microarran-
jos tém sido conduzidos com o objetivo de identificar genes candidatos a
alvos para futuros testes baseados em hipéteses e posteriormente serem
utilizados em estratégias de selegdo de animais com caracteristicas supe-
riores para esse atributo.

Dentre os varios componentes que afetam a qualidade da carne, a gordu-
ra (quantidade e distribuicdo) tem grande importancia, uma vez que esta
diretamente relacionada ao sabor, @ maciez e a suculéncia, caracteristicas
bastante valorizadas pelo consumidor. Com o objetivo de avaliar as alte-
ragdes que ocorrem durante o processo de adipogénese, Tan et al. (2006)
usaram o microarranjo para buscar genes diferencialmente expressos em
células da medula 6ssea de bovinos, submetidas ou ndo a agéo de agen-
tes adipogénicos.

Juntamente com a idade e a nutrigdo, 0 componente genético é altamente
determinante na deposicao de gordura intramuscular na carcaga animal.
Assim, experimentos que comparam o perfil transcricional entre racas

com diferentes potenciais de deposigéo de gordura intramuscular trazem
informagdes importantes acerca de genes diferencialmente expressos

que podem, por exemplo, ser usados como genes candidatos nos progra-
mas de melhoramento de gado de corte. Wang et al. (2009a) avaliaram o
transcriptoma da gordura intramuscular de 2 cruzamentos bovinos contras-
tantes quanto a essa caracteristica, em diferentes idades, e observaram 97
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genes diferencialmente expressos. Uma maior expressao de genes rela-
cionados a adipogénese e a lipogénese foi verificada nos animais com alto
potencial para deposicéo de gordura intramuscular, enquanto que genes
associados a atividade oxidativa mitocondrial foram mais expressos nos
animais com baixa gordura intramuscular. Os autores identificaram, ainda,
genes diferencialmente expressos entre os 2 cruzamentos a partir dos 7
meses, idade em que a deposi¢cédo da gordura intramuscular ainda nao &
morfologicamente distinta de maneira significativa, sugerindo a utilizagao
desses genes como biomarcadores. Outro tipo de gordura da carcaga, a
gordura subcuténea, também é bastante importante em termos de qualida-
de de carne, uma vez que preserva-a durante o processo de resfriamento.
Taniguchi et al. (2008) compararam os perfis transcricionais do tecido
adiposo subcutaneo de bovinos de 2 cruzamentos, com diferentes espes-
suras de gordura, e identificaram 360 genes diferencialmente expressos,
sugerindo a influéncia do gendtipo no metabolismo da gordura. Desses
genes, 6 tiveram a expressao correlacionada com a espessura da gordura
subcutanea.

Kee et al. (2008) utilizaram o GeneChip® Bovine Genome Array da
Affymetrix para obter o transcriptoma do musculo Longissimus dorsi de
bovinos e identificaram marcadores transcricionais para caracteristicas de
carne. Correlacionando os genes expressos no musculo com caracteristi-
cas medidas de suculéncia e maciez (forga de cisalhamento, capacidade
de retencdo de agua, perda apds o cozimento) e também de rendimento
(area de olho de lombo) da carne, os autores mostraram que cada caracte-
ristica de qualidade pode ser definida por um padrao de expressao génica
especifico.

Dentro do contexto de melhoria da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos
bovinos, um melhor entendimento dos eventos celulares e moleculares que
permeiam o desenvolvimento dos érgaos reprodutivos poderia certamente
resultar na descoberta de genes alvos para o desenvolvimento de novas
estratégias. Nesse sentido, uma série de resultados de experimentos utili-
zando microarranjos ja foram publicados comparando-se perfis transcricio-
nais de diferentes tecidos, estagios de desenvolvimento e condig¢oes fisio-
l6gicas, gerando informagdes interessantes e abrindo caminho para novos
estudos. Em Evans et al. (2008), pode ser encontrada uma série de micro-
arranjos disponiveis para estudos relacionados a reproducéo em bovinos.
Lingenfelter et al. (2008), utilizando um microarranjo contendo 8.329 genes
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bovinos, compararam o perfil de expressao génica das células da granulo-
sa de foliculos em crescimento e de foliculos persistentes, os quais estao
relacionados a maior incidéncia de perda embrionaria apés ovulagao e fer-
tilizagcdo. Nesses Ultimos, os autores encontraram uma expressao alterada
de genes relacionados ao metabolismo protéico e energético, transporte de
aminoacidos e apoptose, sugerindo uma baixa capacidade das células da
granulosa em fornecer energia e aminoacidos aos odcitos nessa situagao.
Zielak et al. (2008) avaliaram a expresséo diferencial de genes de fatores
de transcricdo nas células da granulosa e da teca de foliculos dominantes
e subordinados, e identificaram 5 novos genes codificando para fatores de
transcrigdo que foram superexpressos nos foliculos subordinados. Esse
tipo de estudo com fatores de transcrigdo é bastante importante para o
entendimento das cascatas regulatérias e também na identificagdo de can-
didatos alvo para o melhoramento genético via transgenia, uma vez que a
expressao desses genes regula a expresséo de varios outros da mesma
via metabdlica, o que contribui para que o efeito desejado no fenétipo seja
obtido.

No mesmo sentido, Forde et al. (2008) avaliaram a expressao de genes
envolvidos no processo de transducgao de sinais durante o desenvolvimen-
to de foliculos ovarianos, identificando diferencas relacionadas ao estagio
de crescimento dos mesmos. Smith et al. (2009), utilizando um microar-
ranjo bovino com cDNAs provenientes de bibliotecas de bago e placenta
(Everts et al., 2005), compararam o perfil de expressao de blastocistos que
passaram por diferentes fases de producéo in vitro. O objetivo foi identi-
ficar genes envolvidos na Sindrome do Bezerro Grande (Large Offspring
Syndrome - LOS), caracterizada por altera¢des fenotipicas observadas
durante a gestacao e no recém-nascido, como disturbios placentarios e
excesso de peso ao nascimento, que acomete embrides bovinos e ovinos
produzidos in vitro. Os autores verificaram uma dramatica alteragao na
expressao génica causada pela produgéo in vitro, que causou uma redu-
¢ao na transcrigdo de genes relacionados ao metabolismo de RNA, apon-
tando candidatos que podem estar relacionados com a LOS. A eficiéncia
de produgédo de blastocistos em bovinos utilizando-se odcitos desenvol-
vidos in vitro também é relativamente menor em comparagao aos oocitos
maturados in vivo. Dessa maneira, Katz-Jaffe et al. (2009) compararam o
transcriptoma de odécitos bovinos maturados in vivo e in vitro, identificando
10 genes diferencialmente expressos quando o ambiente de maturagao
foi alterado para a condic¢ao in vitro. Os autores sugeriram o uso desses
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genes na avaliagdo da qualidade de odécitos em nivel molecular, possibili-
tando o monitoramento de melhorias nos sistemas de maturagéo in vitro.

Utilizando o microarranjo bovino da Affymetrix, Fair et al. (2007) avaliaram
0s niveis de expressao génica em odcitos bovinos maduros e imaturos,
com o objetivo de identificar vias associadas com a maturagéo e desenvol-
vimento dos mesmos; foram identificados 821 transcritos diferencialmente
expressos entre os 2 grupos, além de transcritos Unicos de cada estagio
de maturagéao, contribuindo para o entendimento do processo de matu-
ragao folicular. O resultado obtido pelos autores complementou o estudo
de Dalbies-Tran e Mermillod (2003) que, na auséncia de um microarranjo
bovino, identificaram genes diferencialmente expressos em odcitos bovinos
em diferentes estagios de maturagdo em um microarranjo com sequéncias
humanas.

A tecnologia do microarranjo de expressao, como ja descrito, tornou pos-
sivel a geragdo de uma grande quantidade de dados a respeito do nivel
de transcritos de uma célula, um tecido ou um organismo, os quais podem
fornecer uma estimativa sobre os perfis de expresséo génica que caracte-
rizam diferentes situagdes biologicas. Para que informagdes possam ser
retiradas desses dados, andlises computacionais e estatisticas sdo empre-
gadas. Essas analises permitem, inclusive, que resultados de experimen-
tos distintos sejam reunidos, comparados e analisados, o que amplia, em
muito, as possibilidades de obtencao de informacgéo a partir da tecnologia
de microarranjo. Analises provenientes de dados integrados de expressao
génica gerados por experimentos independentes (denominadas de meta-
analises), tém levado a um crescente numero de publicagdes, concomitan-
te ao numero de dados depositados nos bancos publicos.

Uma abordagem que pode ser bastante enriquecida com a integragéo

de dados de diferentes experimentos com microarranjos, aumentando o
numero de amostras, é a analise de coexpressao. Genes com funcdes
similares podem produzir perfis de expressao também similares ao longo
de diversas e distintas condigdes (EISEN et al., 1998). Assim, baseado em
padroes de coexpressdo, podemos fazer inferéncias a respeito de redes
génicas regulatérias e vias metabdlicas, baseado no principio de que ge-
nes que possuem mecanismo regulatério comum participam da mesma via
(REVERTER et al., 2005). Ainda, apoiado no mesmo principio, genes com
fungéo pouco conhecida ou desconhecidos podem ser preditos quando co-
expressos com genes ja completamente anotados (EHLTING et al., 2008;
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HORAN et al., 2008), sendo uma alternativa a metodologia de anotagéo
via similaridade de sequéncia e dominio protéico.

Utilizando a abordagem de coexpresséao a partir de dados integrados,
Reverter et al. (2006) construiram uma rede de coexpressao a partir de
dados de microarranjos de musculo bovino, identificando médulos especi-
ficos de proteinas estruturais do musculo, matriz extracelular, metabolismo
de gordura e sintese protéica, além de agrupamentos de genes que refle-
tiam a associagao fisica das proteinas codificadas, como MYOZ1, TCAP

e PDLIM3, componentes do disco Z. Em um trabalho recente do mesmo
grupo, os autores analisaram dois grupos de dados de microarranjos em
bovinos, sendo o primeiro obtido de animais com menor deposigdo mus-
cular e o segundo de animais que possuem uma mutagao no gene GDFS,
que resulta em maior deposigdo muscular. Foi verificado que o padrao de
coexpressdo do GDF8, com um gene diferencialmente expresso (MYL2),
diferiu entre as 2 amostras, e essa coexpressao diferencial levou os auto-
res a identificar a GDF8 como o fator de transcricdo causal da diferenca
entre as amostras, mesmo com seu nivel de expressao nao diferindo entre
elas. Vale destacar, no entanto, que o papel da GDF8 no fendtipo em ques-
tao ja era conhecido, mas foi usado como prova de conceito da metodolo-
gia por eles desenvolvida (HUDSON et al., 2009).

Explorando o potencial da metodologia em predizer a fungdo de genes
desconhecidos, Kumar et al. (2010) puderam inferir, por meio de analise de
coexpressao ao longo de 2 grupos de dados de microarranjos de diversos
tecidos bovinos, a fungéo de 9 transcritos especificos, previamente identi-
ficados em uma biblioteca de cDNA de placenta bovina e utilizados como
genes guias. Os autores salientaram a importéncia desse tipo de analise
na identificagdo de genes, candidatos a experimentos futuros para a deter-
minacao de suas fungdes bioquimica e celular.

Finalizando, a parte da identificacao de genes de interesse econémico,
onde a tecnologia de microarranjos tem se consolidado em um papel de
indiscutivel importancia, como descrito ao longo dessa publicagéo, outras
abordagens de utilizagdo da técnica também surgem como iniciativas pro-
missoras dentro da bovinocultura. Recentemente, Rijk et al. (2010) investi-
garam, por meio de microarranjos da plataforma Agilent 44K, as alteracdes
na expressao génica hepatica de bovinos tratados com dehidroepiandros-
terona (DHEA), um prohorménio esteréide produzido naturalmente, mas
que tem seu uso proibido pela Unido Européia. Ferramentas estatisticas
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aplicadas aos dados identificaram grupos de genes significativamente
enriquecidos nos animais tratados, os quais podem ser considerados como
biomarcadores, fazendo dos microarranjos de expressdo uma técnica
promissora a ser utilizada na identificagao da utilizagdo desse prohormonio
nos rebanhos bovinos.

Consideragoes finais

Em fungéo da importancia econémica de ganhos genéticos que ainda nao
puderam ser obtidos pelos métodos de selegdo tradicional, a genética
molecular tem concentrado esfor¢os na busca de genes envolvidos na
manifestacdo de caracteristicas de interesse na pecuaria, o que poderia
direcionar e tornar mais efetivas as estratégias de melhoramento genético.
Na tentativa de identificar genes e mesmo estabelecer as interagdes entre
eles, as quais resultam na definicdo dos fendétipos, varios resultados tém
sido obtidos por meio do uso da técnica de microarranjos.

Novas metodologias de analise dos dados gerados pelos microarranjos,
baseadas na reducéo da dimensionalidade, constru¢ao de redes génicas e
integracdo dos dados de expressdo com dados de marcadores genéticos,
que vao além da ja estabelecida identificagdo dos genes diferencialmente
expressos entre as amostras, tém permitido uma maior exploragéo do po-
tencial da técnica, que, como ja citado acima, reside no seu carater global
de avaliagao da expressao génica. Essa caracteristica, aliada ao baixo
custo e a necessidade de uma infraestrutura computacional modesta,
facilmente encontrada nos centros de pesquisa e universidades, certamen-
te irdo garantir a utilizacao da tecnologia de microarranjos por um longo
tempo, mesmo com o advento dos sequenciadores de segunda geragao,
0s quais tém aberto possibilidades extraordinarias para o estudo da ex-
pressao génica.
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