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Resumo 

A coloração dos animais é uma característica que apresenta uma grande 

diversidade de fenótipos nas diferentes espécies. Diferentes abordagens podem ser 

utilizadas para o entendimento da diversidade na coloração existente nas espécies 

animais. Através da análise de genes candidatos as mutações responsáveis pela variação 

na coloração têm sido descritas em diferentes espécies, demonstrando o envolvimento 

de mecanismos moleculares variados na sua regulação. Este trabalho tem por objetivo a 

utilização de duas abordagens genéticas para o estudo da variação na coloração, a 

análise de genes candidatos e a predição computacional do efeito de polimorfismos não 

sinônimos. Em ovinos a coloração da lã é uma característica com importância na 

produção e para a identificação das raças. Polimorfismos em diferentes genes foram 

associados com a coloração da lã, entretanto, estes não foram estudados em muitas raças 

que apresentam variação fenotípica. A ovelha crioula é uma raça local existente no sul 

do Brasil que apresenta uma ampla diversidade de cores na lã, incluindo branco, preto e 

diversos tons intermediários. O gene receptor de melanocortina 1 (MC1R) foi 

previamente associado com a coloração na raça crioula, entretanto, outros genes 

também devem estar envolvidos na regulação da coloração na raça. Este trabalho 

avaliou a influência dos genes MC1R, ASIP (proteína sinalizadora agouti), TYRP1 

(proteína relacionada à tirosinase 1) e KIT (homólogo do oncogene de sarcoma felino 

viral v-kit Hardy-Zuckerman 4) na coloração da lã na raça ovina crioula. Amostras de 

410 animais de diferentes cores foram analisadas, sendo a variação na coloração da lã 

determinada por colorimetria. O padrão de herança dos fenótipos foi avaliado através de 

cruzamentos dirigidos entre indivíduos de diferentes cores. Os polimorfismos nos genes 

foram avaliados através da realização do sequenciamento e da análise de fragmentos e a 

quantificação da expressão do gene ASIP foi realizada por PCR em Tempo Real. Foi 

observada a associação significativa entre polimorfismos nos genes MC1R e ASIP e a 

cor da lã na raça crioula. O alelo dominante do gene MC1R, provocado pelas mutações 

p.M73K e p.D121N, foi encontrado apenas em indivíduos pigmentados. Este alelo 

resulta na ativação constitutiva do receptor, e consequentemente na produção constante 

de eumelanina, sendo epistático sobre o gene ASIP. Nos animais homozigotos para o 

alelo selvagem do MC1R a manifestação do fenótipo branco ocorreu somente nos 

portadores de um alelo contendo a duplicação do gene ASIP. Os portadores da 

duplicação do ASIP apresentaram níveis elevados de expressão do gene enquanto os 
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homozigotos para a cópia simples do ASIP não expressaram o gene e apresentaram 

fenótipos pigmentados. Os resultados obtidos permitiram identificar a influência da 

interação epistática dos genes MC1R e ASIP na coloração da lã nos ovinos crioulos. O 

estudo de genes candidatos envolvidos na rota da pigmentação mostrou-se uma 

abordagem adequada para a análise da variação na coloração nestes animais. Espera-se 

que o conhecimento adquirido neste trabalho auxilie na criação e na preservação da raça 

através da manutenção da diversidade fenotípica existente. 

A avaliação computacional dos polimorfismos não sinônimos vem sendo 

utilizada recentemente a fim de determinar os SNPs que potencialmente afetam o 

funcionamento dos genes e identificar os mecanismos responsáveis por doenças 

complexas e pela variação nos fenótipos. A predição do efeito de polimorfismos nos 

genes utilizando ferramentas computacionais apresenta-se como uma abordagem 

alternativa para o estudo da genética da coloração. O gene MC1R humano apresenta 

uma grande quantidade de polimorfismos alguns dos quais foram associados com a 

variação na pigmentação e com suscetibilidade a tumores de pele. Entretanto, muitas 

das variações existentes no gene não foram avaliadas quanto às suas consequências 

funcionais e o seu papel na variação da pigmentação. Foi realizada a predição 

computacional dos polimorfismos não sinônimos no gene MC1R humano com o 

objetivo de identificar os nsSNPs mais provavelmente danosos, e estabelecer aqueles 

com potencial efeito na função do MC1R. Foram utilizadas 11 ferramentas de predição 

individuais (SIFT, MutPred, Polyphen-2, PROVEAN, I-Mutant 3.0, PANTHER, 

SNPs3D, Mutation Assessor, PhD-SNP, SNPs&GO e SNAP) e dois programas 

consenso (PON-P e PredictSNP 1.0) para a análise de 92 nsSNPs localizados no gene. 

Os programas utilizados baseiam-se em métodos evolutivos, estruturais e 

computacionais, resultando na identificação dos 14 nsSNPs mais danosos (L48P, 

R67W, H70Y, P72L, S83P, R151H, S172I, L206P, T242I, G255R, P256S, C273Y, 

C289R e R306H). Apesar das diferenças nos resultados de cada programa a combinação 

dos diferentes métodos permitiu diferenciar os polimorfismos neutros dos danosos, 

mostrando concordância com os programas consenso. A predição computacional 

demonstrou ser uma abordagem eficiente para a identificação dos alelos danosos no 

gene MC1R e para a priorização de mutações para posteriores estudos funcionais e 

populacionais. 
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Abstract 

Animal color is a characteristic that presents a large diversity of phenotypes. 

Different approaches can be used to understand the color diversity existing among and 

within species. Through analysis of candidate genes the mutations responsible for the 

color variation have been described in different species, showing the involvement of 

various molecular mechanisms of regulation. The objective of this work is the use of 

two genetic approaches to the study of color variation, the analysis of candidate genes 

and the computational prediction of non-synonym polymorphism effects (nsSNPs). In 

sheep the wool color is a feature with commercial importance and in identifying breeds. 

Polymorphisms in different genes have been associated with wool color, but they have 

not been studied in many breeds that show phenotypic variation regarding such a 

charactere. The Creole is a local breed from southern most Brazil that presents a wide 

range of wool color, varying from white to black, and including several intermediate 

hues. The melanocortin 1 receptor (MC1R) was previously associated with the wool 

color in the Creole, however, other genes might also be involved in the regulation of 

color in the breed. This study evaluated the influence of the genes MC1R, ASIP (agouti 

signaling protein), TYRP1 (tyrosinase related protein 1) and KIT (v-kit Hardy-

Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) in the Creole breed wool color. 

Samples from 410 specimens of different colors were analyzed. The variation in the 

color of the wool was performed by colorimetry. The inheritance pattern of the 

phenotypes was assessed by crossbreeding individuals of different colors. 

Polymorphisms in the genes were evaluated by performing sequencing and fragment 

analysis, and the quantification of the ASIP gene expression was performed by Real 

Time-PCR. It was observed a significant association between polymorphisms in MC1R 

and ASIP gene and the wool color in Creole breed. The dominant allele of the MC1R 

gene, caused by p.M73K and p.D121N mutations was found only in pigmented 

individuals. This allele leads to the constitutive activation of the receptor and therefore 

in constant production of eumelanin and is epistatic on the ASIP gene. In the 

homozygous to the wild-type allele of MC1R the manifestation of white phenotype 

occurred only in individuals with one allele containing a duplication of the ASIP gene. 

The carriers of the duplicated copy of ASIP showed high levels of gene expression 

while homozygous for the simple copy of the ASIP did not expressed the gene, and 

showed pigmented phenotypes. The results allowed the identification of the influence of 
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epistatic interaction of MC1R and ASIP gene in the wool color in Creole breed. The 

study of candidate genes involved in the pigmentation pathway proved to be a suitable 

approach for the analysis of variation in pigmentation in these animals. It is expected 

that the knowledge acquired in this work will assist on stablishment of commercial 

breeding and preservation policies of this sheep breed. 

The computational evaluation of non-synonymous polymorphism has been used 

to determine SNPs that potentially affect the function of the genes and identify the 

mechanisms responsible for complex diseases and by the variation in phenotypes. The 

prediction of the effect of polymorphisms in genes using computational tools presents 

an alternative approach to the study of the genetic of coloration. The human MC1R gene 

has a large number of know polymorphisms, some of which were associated with 

changes in pigmentation and susceptibility to skin tumors. However, many existing 

variations in the gene have not been evaluated regarding the functional consequences 

and its role in the variation of pigmentation. Computational prediction of non-

synonymous polymorphisms was performed in the human MC1R gene in order to 

identify the most likely harmful nsSNPs and to establish those with potential effect on 

the function of MC1R. Eleven individual tools (SIFT, MutPred, Polyphen-2, 

PROVEAN, I-Mutant 3.0, PANTHER, SNPs3D, Mutation Assessor, PhD-SNP, 

SNPs&GO and SNAP) and two consensus programs (PON-P and PredictSNP 1.0) were 

used to the analysis of 92 nsSNPs located in the gene. 

The programs used are based in evolutionary, structural and computational 

methods, resulting in the identification of the 14 most damaging nsSNPs (L48P, R67W, 

H70Y, P72L, S83P, R151H, S172I, L206P, T242I, G255R, P256S, C273Y, C289R and 

R306H). Despite the differences in the results of the each program the combination of 

different methods allowed the differentiation of the neutral polymorphisms from the 

most damaging, showing agreement with the consensus programs. The computational 

prediction has proved to be an efficient approach for the identification of harmful alleles 

in the MC1R gene and for the prioritization of mutations for further functional and 

population studies. 
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Capítulo I - Introdução 

 

A coloração é uma característica que apresenta uma elevada diversidade entre os 

animais, ocorrendo variações fenotípicas correspondentes tanto entre espécies diferentes 

e entre indivíduos de uma mesma espécie. A herança da coloração foi um dos primeiros 

aspectos morfológicos a ser analisado através de estudos genéticos clássicos (Haldane et 

al. 1915; Little, 1917; revisão em: Anderson, 2009; Hoekstra, 2006; Mills e Patterson, 

2009; Hoekstra, 2010) e é um modelo importante para o estudo dos mecanismos 

responsáveis pela variação no fenótipo e dos fatores que regulam a adaptação e a 

seleção natural (Nachman, 2005; Protas e Patel, 2008; Hofreiter e Schöneberg, 2010; 

Hubbard et al. 2010; Linderholm e Larson, 2013). 

Os avanços realizados desde os primeiros estudos de caracterização genética da 

coloração dos animais propiciaram o surgimento de novas ferramentas para o estudo da 

coloração permitindo, através de diferentes abordagens a obtenção de conhecimentos 

sobre os genes responsáveis pela variação da coloração, sobre os mecanismos 

envolvidos na sua regulação e sobre a evolução dos fenótipos ao longo do tempo 

(Jablonski, 2004; McEvoy, Beleza e Shriver, 2006; Alonso et al. 2008; de Gruijter et al. 

2011; Kondo e Hearing, 2011). Embora a base da coloração seja conhecida, diversos 

aspectos desta característica não foram investigados. Os mecanismos moleculares 

responsáveis pelos fenótipos existentes em diversas espécies não são conhecidos, bem 

como o efeito da interação entre os diferentes genes sobre a variação fenotípica em 

humanos e em outras espécies. O estudo dos processos subjacentes à regulação da 

coloração pode auxiliar no entendimento dos mecanismos que controlam a variação 

fenotípica e afetam a evolução adaptativa (Hubbard et al. 2010). Estes desafios 

demandam a realização de pesquisas que utilizem estratégias variadas para o seu 

entendimento. 

A pigmentação exerce diferentes funções nos organismos, tais como proteção 

contra os efeitos da radiação ultravioleta (UV), mimetismo, camuflagem, 

termorregulação e atração sexual (Rees, 2003; Takeuchi et al. 2004; Brenner e Hearing, 

2008). A coloração dos animais é o resultado principalmente da presença de melanina, 

um pigmento polimérico de alto peso molecular, existente em uma ampla variedade de 

espécies dos diferentes reinos biológicos (Ito, 2003; Nosanchuk e Casadevall, 2003; 
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Nosanchuk e Casadevall, 2006). Nos animais, a melanina é sintetizada em células 

especializadas, chamadas melanócitos, derivadas da crista neural. A produção de 

melanina ocorre a partir da polimerização dos aminoácidos tirosina e cisteína realizada 

pela tirosinase (TYR), enzima chave no processo de melanogênese, em organelas 

chamadas melanossomas. As melanossomas contendo melanina são transferidas para os 

queratinócitos circundantes propiciando a coloração para os pêlos, pele e olhos dos 

animais (Ito e Wakamatsu, 2010; Hirobe, Ito e Wakamatsu, 2011). Dois tipos de 

melanina podem ser produzidos pelos melanócitos, a eumelanina, responsável por cores 

escuras como preto e marrom, e a feomelanina, responsável pelas cores claras como 

amarelo e vermelho. A quantidade de pigmento e a proporção entre os tipos de 

pigmentos produzidos determinam a coloração existente no fenótipo dos indivíduos (Ito 

e Wakamatsu, 2003; Ito, 2003). 

 

A regulação da pigmentação 

A pigmentação é influenciada pelo efeito de diversos genes os quais interagem 

de maneira complexa para a regulação da coloração dos indivíduos. Estes genes 

representam diferentes categorias funcionais que atuam ao longo do processo de 

formação da pigmentação, tais como desenvolvimento e diferenciação dos melanócitos, 

formação das melanossomas, controle da transcrição das enzimas melanogênicas, 

transporte e transferência de melanossomas e controle do tipo de melanina sintetizado. 

Além disso, genes com efeitos sistêmicos podem afetar a coloração de maneira indireta 

(Jordan e Beermann, 2000; Bennet e Lamoreux, 2003; Sulaimon e Kitchell, 2003; 

Slominski et al 2004; Cieslak et al. 2011). Desta forma, o número de genes envolvidos 

com a variação da coloração soma 127 em camundongos, uma espécie modelo para o 

estudo da característica (Montoliu et al. 2014). 

A síntese de melanina inicia-se com duas reações principais realizadas pela 

tirosinase. Primeiramente ocorre a oxidação da tirosina em L-DOPA (L-3,4-

diidroxifenilalanina) e então a L-DOPA é oxidada para dopaquinona. Estas reações são 

comuns para a síntese de eumelanina e feomelanina, enquanto o controle das etapas 

posteriores da rota metabólica irá resultar na produção diferenciada de cada um dos 

tipos de pigmento (Ito e Wakamatsu, 2008). A síntese de eumelanina seguirá através da 

transformação de dopaquinona em leucodopacromo, seguida por uma série de reações 
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de oxidação e redução envolvendo intermediários como 5,6-diidroxiindol (DHI) e ácido 

5,6-diidroxiindol-2-carboxílico (DHICA). Estas reações ocorrem através da ação das 

enzimas TYR, TYRP1 (proteína relacionada à tirosinase 1) e DCT (dopacromo 

tautomerase), resultando na formação de eumelanina (Figura 1). Na síntese de 

feomelanina a dopaquinona é conjugada à cisteína formando cistenildopa e, através da 

oxidação de intermediários benzotiazínicos é produzida a feomelanina (Ito, 2003; 

Wakamatsu, Ohtara e Ito, 2009; Ito e Wakamatsu, 2011). 

 

Figura 1: Síntese de melanina. Reações envolvidas na formação dos dois tipos de 
melanina, eumelanina e feomelanina nos melanossomas. Fonte: Ito, 2003. 

A definição de qual tipo de melanina será sintetizada pelos melanócitos depende 

da regulação dos níveis de atividade da enzima TYR, bem como das enzimas auxiliares 

TYRP1 e DCT. Baixos níveis de atividade da tirosinase resultam na produção de 

feomelanina, enquanto a elevação da atividade da tirosinase promove a síntese de 

eumelanina (Ito, 2003). A rota metabólica da melanogênese envolve diferentes 

mecanismos de sinalização celular cuja interação resulta no controle da produção do 

pigmento e na obtenção do fenótipo. 

A sinalização para a ativação da eumelanogênese inicia-se com a ligação da 

melanocortina ou hormônio melanócito estimulante (α-MSH) ao receptor da 
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melanocortina-1 (MC1R) localizado na membrana dos melanócitos. O MC1R pertence 

à família de receptores de sete domínios transmembrana acoplados à proteína G e é 

considerado um dos principais controladores da produção de pigmentos em diferentes 

espécies de animais (Robbins et al. 1993; Barsh, 1996). Mudanças conformacionais no 

MC1R após a ligação do α-MSH promovem a atividade da proteína G a qual irá ativar a 

enzima adenilato ciclase, induzindo a formação de 3’-5’ adenosina mono fosfato cíclico 

(AMPc). O AMPc atua como segundo mensageiro intracelular induzindo uma cascata 

de sinalização através da ativação alostérica de outros componentes reguladores, tais 

como a proteína kinase (PKA) que irá fosforilar resíduos de serina de outras proteínas. 

Um dos alvos da PKA é o CREB (proteína ligante ao elemento responsivo ao AMPc) o 

qual interage com o CBP (proteína ligante ao CREB) ativando no núcleo a transcrição 

do gene fator de transcrição associado à microftalmia (MITF). O MITF codifica um 

membro da família de fatores de transcrição zíper de leucina e hélice-alça-hélix básico 

(bHLH-Zip) e exerce um papel central no controle da pigmentação, influenciando tanto 

na síntese de melanina, bem como na diferenciação, proliferação e sobrevivência dos 

melanócitos (Levy, Khaled e Fisher, 2006; Lin e Fisher, 2007; Cheli et al 2009). O 

MITF liga-se às regiões M-box e E-box dos promotores dos genes das enzimas 

melanogênicas TYR, TYRP1 e DCT, e do MC1R, regulando a sua transcrição (Saito et 

al. 2003, Slominski et al. 2004). A atuação do MITF na rede de regulação da 

melanogênese também é controlada por outros fatores como os genes PAX3, SOX10 e 

LEF1. Mutações nos genes MITF, SOX10 e PAX3 resultam na síndrome de 

Waardenburg, caracterizada por alterações na pigmentação da pele em humanos 

(Bondurand et al. 2000; Steingrímsson, Copeland e Jenkis, 2004; Pingault et al. 2010; 

Vachtenheim e Borovanský, 2010; Wan, Hu e He, 2011). 

O MC1R apresenta um antagonista, chamado de proteína sinalizadora agouti 

(agouti signaling protein - ASIP) o qual interage com o receptor impedindo 

competitivamente a ligação do α-MSH. A presença da proteína ASIP resulta assim na 

ausência da sinalização por AMPc, afetando a cascata de sinalização, inibindo o MITF 

e, por consequência, na redução dos níveis de atividade das enzimas melanogênicas e na 

produção de feomelanina ao invés de eumelanina (Lu et al. 1994; Graham et al. 1997; 

Aberdam et al. 1998). Em diferentes espécies a expressão do gene ASIP em regiões do 

corpo específicas e em diferentes momentos do ciclo celular resulta em padrões de 

pigmentação claras e escura (Hida et al. 2009). 
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Além dos elementos participantes da sinalização via MC1R outros genes estão 

envolvidos na regulação da pigmentação através do controle da síntese de melanina e de 

outros processos como a diferenciação, migração e sobrevivência dos melanócitos 

(Figura 2). Outras três vias principais de regulação são a via dos genes SCF/KIT, a via 

do WNT e a via da endotelina (Slominski et al. 2004; Chang, 2012). 

 

Figura 2: Melanogênese. Genes envolvidos na rota metabólica da melanogênese 
conforme o banco de dados da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). A 
interação entre os elementos apresentados resulta no controle da síntese de melanina. 
Fonte: http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ko04916+K04199. 

O SCF (fator de célula tronco – stem cell factor) é um fator de crescimento 

secretado pelos queratinócitos que se liga ao KIT (homólogo do oncogene de sarcoma 

felino viral v-kit Hardy-Zuckerman 4 - v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral 

oncogene homolog) um receptor tirosina quinase presente na membrana dos 
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melanócitos, levando à sua fosforilação. Através dos genes RAS/RAF o KIT ativa a rota 

enzimática da MAPK (mitogen-activated protein kinase) resultando na fosforilação do 

MITF e no aumento da transcrição das enzimas melanogênicas (Levy, Khaled e Fisher 

2006). O gene KIT também está envolvido na proliferação, migração e sobrevivência 

dos melanócitos, além de atuar na regulação da hematopoiese, na gametogênese, no 

sistema imunológico e na divisão de outras linhagens celulares. Mutações no gene KIT 

foram associadas com a formação de manchas na pelagem de diferentes espécies e com 

piebaldismo e tumores em humanos (Ezoe et al. 1995; Widlund e Scherer 2003, Park et 

al. 2009). 

As proteínas da família de fatores de crescimento e diferenciação WNT 

(Wingless) são ligantes dos receptores FZD (Frizzled) expressos nos melanócitos 

(Yang-Snyder et al. 1996). A via canônica de sinalização WNT atua através da proteína 

de transdução de sinal DVL (dishevelled) a qual inibe a enzima glicogênio sintase 

quinase 3 (GSK3β) impedindo a fosforilização e a degradação da β-catenina. O acúmulo 

de β-catenina resulta na sua translocação para o núcleo onde irá formar complexos com 

o fator de transcrição TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid-enhancing factor 1) ativando a 

transcrição do gene MITF (Kishida et al. 1999; Yasumoto et al. 2002; MacDonald, 

Tamai e He 2009; Gao e Chen, 2010; Wu e Pan, 2010; Myung et al. 2013). A rota de 

sinalização WNT também é essencial para a diferenciação dos melanócitos a partir da 

crista neural (Widlund e Fisher 2003; Levy, Khaled e Fisher, 2006; Carlson et al. 2007). 

As endotelinas (EDN1, EDN2 e EDN3) são peptídeos de sinalização parácrinos 

secretados pelos queratinócitos em resposta à radiação UV que se ligam ao EDNRB um 

receptor de sete domínios transmembrana acoplado à proteína G presente nos 

melanócitos. Através da alteração dos níveis de AMPc a sinalização das endotelinas 

ativa as enzimas MAP quinase e aumenta os níveis de transcrição do gene TYRP1, 

resultando na elevação da melanogênese (Zhang et al. 2013). A endotelina também 

induz a proliferação dos melanócitos e a formação dos dendrócitos responsáveis pela 

transferência dos melanossomas para os queratinócitos (Reid et al. 1996). A rota da 

endotelina envolve a ativação da enzima fosfolipase C (PLC) que estimula a CAM 

(calmodulina) e a CAMK (proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina) por meio 

de inositol trifosfato (IP3) e da ativação da proteína quinase C (PKC) via diacilglicerol 

(DG), resultando na modificação na atividade da TYR através da fosforilização de dois 

resíduos de serina na enzima (Fuchs et al. 2001; Widlund e Fisher 2003; Carlson et al. 
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2007; Stanisz et al. 2012). Alterações nos genes EDN3 e EDNRB estão associadas com 

diferentes tipos de síndrome de Waardenburg (Sato-Jin et al. 2008; Pingault et al. 

2010). 

Em adição aos genes diretamente responsáveis pela síntese da melanina e pela 

diferenciação, divisão e sobrevivência dos melanócitos, genes envolvidos com outros 

processos, tais como a regulação iônica no interior das melanossomas (OCA2 - P-

protein, SLC36A1 - solute carrier family 36 member 1, SLC7A11 solute carrier family 7 

member 11, SLC45A2 ou MATP - membrane-associated transporter protein, SLC24A5 - 

solute carrier family 24 member 5, ATP7A, OA1 - ocular albinism 1; Bellono e Oancea, 

2014), com o transporte de melanossomas e com a sua transferência para os 

queratinócitos (MLPH - melanophilin, MYO5A - myosin VA, MYO7A - myosin VIIA e 

RAB27A - member RAS oncogene family 27A) e proteínas estruturais (PMEL17 – 

premelanosome protein) também afetam a pigmentação dos animais (Vachtenheim e 

Borovansky, 2010). Além disso, genes responsáveis por efeitos sistêmicos que afetam o 

corpo todo, também podem atuar de maneira indireta modificando o fenótipo da 

pigmentação. Estes incluem genes de enzimas metabólicas (OAT - ornithine 

aminotransferase, PAH - phenylalanine hydroxylase e PTS - 6-pyruvoyl-

tetrahydropterin synthase) proteínas ribossômicas (RPS19 e RPS20), proteínas de 

adesão (DST - dystonin), oncogenes (BCL2 - B-cell leukemia 2) e outros (Bennet e 

Lamoreux, 2003; Montoliu et al. 2014). 

 

Abordagem de genes candidatos para o estudo da coloração dos animais 

Diversos genes envolvidos na regulação da coloração têm sido identificados 

através de estudos realizados em diferentes espécies animais. Em muitos casos foi 

possível determinar as mutações responsáveis pela variação dos fenótipos, tendo sido 

descritos mais de uma centena de genes associados à variação fenotípica em 

camundongos (Bennet e Lamoreaux, 2003; Montoliu et al. 2014). A interação entre os 

genes envolvidos regulação da coloração faz com que alterações em qualquer um destes 

possam afetar o funcionamento dos demais genes, resultando na modificação do 

fenótipo. O conhecimento do papel dos genes na rota metabólica da pigmentação, bem 

como a alta conservação na sequência observada entre os genes homólogos nas 

diferentes espécies permite que os genes que foram associados à coloração em uma 
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espécie possam ser definidos como prováveis responsáveis pela variação fenotípica 

observada em outras espécies, uma abordagem conhecida como análise de genes 

candidatos (Protas e Patel, 2008). 

A abordagem de genes candidatos avalia os efeitos de variações genéticas em 

genes potencialmente envolvidos na característica através de estudos de associação 

(Kwon e Goate, 2000; Tabor, Risch e Myers, 2002; Zhu e Zhao, 2007). Em geral, a 

utilização de genes candidatos envolve o sequenciamento da região codificante dos 

genes e a identificação da associação entre os genótipos e os fenótipos. Os 

polimorfismos encontrados em associação com os fenótipos devem ser analisados 

quanto à sua funcionalidade a fim de comprovar a causa da alteração fenotípica e 

descartar o envolvimento de outras mutações (Kwon e Goate, 2000). 

Conforme Kwon e Goate (2000), a escolha de quais genes serão analisados é 

uma etapa crucial no delineamento da abordagem de genes candidatos. A priorização 

correspondente deve levar em consideração o papel destes em rotas metabólicas 

conhecidas e a descrição prévia de associação entre mutações no gene e a característica 

(Tranchevent et al. 2011; Patnala, Clements e Batra, 2013). Esta estratégia baseia-se no 

princípio de que mutações em genes envolvidos na mesma rota metabólica irão mais 

provavelmente produzir fenótipos semelhantes. Devido à descrição de um elevado 

número de genes influenciando na pigmentação nos animais (Bennet e Lamoreux, 2003) 

em geral é possível estabelecer uma lista de candidatos para associação com os 

fenótipos de coloração observados em uma espécie. 

Os estudos de associação utilizando genes candidatos têm atingido resultados 

importantes na caracterização da variação da coloração em diferentes espécies 

(Klungland e Våge 2000; Nachman, 2005; Anderson, 2009; Hubbard et al. 2010). Em 

alguns estudos o sequenciamento das regiões codificadores dos genes candidatos 

demonstrou que mutações no mesmo gene são responsáveis pela variação fenotípica em 

espécies com parentesco distante (Hubbard et al. 2010). Em algumas análises, 

substituições no mesmo aminoácido foram descritas em genes homólogos de espécies 

diferentes, como, por exemplo, no gene MC1R na posição 65 em Peromyscus 

polionotus e Mammuthus primigenius (Hoekstra et al. 2006; Rompler et al. 2006), na 

posição 99 em bovinos e suínos (Klungland et al 1995; Kijas et al. 1998) e na posição 

121 em suínos e ovinos (Kijas et al. 1998; Våge et al. 1999). Em outros casos, 
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entretanto, mutações em genes diferentes produzem fenótipos semelhantes, consistindo 

assim em uma situação de convergência fenotípica (Hoekstra e Nachman 2003; 

Nachman, Hoekstra e D’Agostino, 2003; Steiner, Weber e Hoekstra, 2007; Kingsley et 

al. 2009). A convergência dos fenótipos em espécies diferentes pode ser formada por 

diferentes mecanismos, os quais podem envolver genes diferentes ou ocorrer no mesmo 

gene. No segundo caso, a evolução de alguns mecanismos pode ter ocorrido: os 

fenótipos são causados pela mesma mutação; mutações funcionalmente diferentes 

resultam em fenótipos semelhantes, ou mutações diferentes resultam na mesma 

conseqüência funcional (Manceau et al. 2010). 

O conhecimento do papel dos genes na regulação da pigmentação permite que 

sejam identificados genes candidatos de acordo com o fenótipo existente 

especificamente em cada espécie ou população. Por exemplo, a ocorrência de 

melanismo tem sido associada a variações no gene MC1R, responsável pela ativação da 

produção de eumelanina, em diferentes espécies como em bovinos (Klungland et al. 

1995), ratos (Barsh 1996), cavalos (Marklund et al. 1996), suínos (Kijas et al. 1998), 

onças-pintadas (Panthera onca) e gato-mourisco (Herpailurus yaguarondi; Eizirik et al. 

2003). Outro exemplo é o albinismo, caracterizado pela ausência total ou parcial de 

pigmento no corpo dos animais e que foi associado com variações no gene TYR em 

bovinos (Schmutz et al. 2004), no furão (Mustela putorius, Blaszczyk et al. 2007) e em 

coelhos (Aigner et al. 2000). 

Por outro lado, é importante ressaltar que muitas vezes a análise de um gene 

candidato não é capaz de identificar alterações associadas com os fenótipos (Metallinos 

e Rine, 2000; Mundy e Kelly, 2003; Cheviron et al. 2006; Nakayama et al. 2008; 

Wlasiuk e Nachman, 2007; Skoglund e Höglund, 2010; Nakayama et al. 2010; Corso, 

Gonçalves e Freitas, 2012; Gonçalves, Hoekstra e Freitas, 2012; Bradley et al. 2013), 

demonstrando que outros genes devem ser os responsáveis pela variação fenotípica. 

Desta forma, fenótipos idênticos em diferentes espécies têm sido associados com outros 

genes responsáveis como, por exemplo, o albinismo, associado ao gene SLC45A2 em 

galinhas (Gunnarson et al. 2007), cães (Winkler et al. 2014) e gorilas (Prado-Martinez 

et al. 2013) e ao gene OCA2 em Astyanax mexicanus (Protas et al. 2006). 

A análise de genes candidatos apresenta-se como uma estratégia eficiente para a 

determinação das causas da variação fenotípica em espécies de animais domésticos. Ao 
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avaliar genes envolvidos na rota metabólica da melanogênese, e para os quais 

associações com a coloração foram descritas em outras espécies ou outras populações 

da mesma espécie, espera-se a descrição dos mecanismos responsáveis pelos fenótipos 

nos organismos de interesse. Os genes considerados candidatos para a variação 

fenotípica analisados neste trabalho são abordados a seguir. 

 

O gene Receptor de Melanocortina 1 (MC1R) 

O MC1R é o gene de coloração mais amplamente estudado nos animais, tendo 

sido associado à variação na pigmentação em espécies de diferentes grupos biológicos, 

incluindo mamíferos, aves, répteis e peixes (Hubbard et al. 2010; Switonski, 

Mankowska e Salamon, 2013). O gene MC1R é composto por um único exon que 

codifica uma proteína de 317 aminoácidos nos humanos e, portanto, de fácil análise em 

estudos moleculares. O receptor apresenta alta conservação entre diferentes espécies, 

sendo formado por um domínio N-terminal extracelular, sete domínios transmembrana, 

três alças intracelulares, três alças extracelulares, e por um C-terminal intracelular 

(García-Borrón, Sánchez-Laorden e Jiménez-Cervantes 2005; Switonski, Mankoska e 

Salamon, 2013). 

Devido ao seu papel regulador na rota metabólica da melanogênese, 

modificações no MC1R podem apresentar diferentes consequências no fenótipo da 

coloração. Dentre os genes de coloração o MC1R destaca-se por ser o responsável pela 

variação na pigmentação em diferentes espécies através de alterações de ganho ou de 

perda de função. Alterações de ganho de função no MC1R originam um receptor 

constitutivamente ativo, o qual estimula a síntese constante de eumelanina resultando 

em fenótipos escuros. Exemplos de mutações de ganho de função incluem alelos 

descritos em bovinos (Klungland et al. 1995), ovinos (Våge et al. 1999), suínos (Kijas 

et al. 1998), ratos (Barsh 1996), Chaetodipus intermedius, (Nachman, Hoekstra e 

D’Agostino, 2003), galinhas (Takeuchi et al. 1996), onças (Panthera onca), gato-

mourisco (Herpailurus yaguarondi; Eizirik et al. 2003) e mandrião-grande 

(Stercorarius skua; Mundy et al. 2004). Por outro lado, alterações que afetam o 

funcionamento do receptor promovem a perda da função, reduzindo parcialmente ou 

impedindo na totalidade a sinalização intracelular, resultando na síntese de feomelanina 

e em fenótipos claros, como observado em alelos de suínos (Kijas et al. 1998), bovinos 
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(Klungland et al. 1995), ursos (Ritland, Newton e Marshall, 2001), cavalos (Marklund 

et al. 1996), cães (Newton et al. 2000; Everts, Rothuizen e Van Oost, 2000), e 

Peromyscus polionotus (Hoekstra et al. 2006). Os efeitos contrários destas alterações no 

MC1R demonstram como diferentes mutações em um mesmo gene podem afetar de 

maneira distinta o fenótipo da coloração. 

Entre as espécies nas quais o MC1R foi analisado os animais domésticos 

apresentam uma grande diversidade de fenótipos associados a mutações no gene 

(Klungland e Våge, 2003; Cisleak et al. 2011). O processo de seleção artificial realizado 

durante a domesticação permitiu a manutenção de variantes que seriam desfavoráveis 

em espécies selvagens, resultando em uma diversidade de fenótipos, os quais 

apresentam diferentes mecanismos moleculares subjacentes (Andersson, 2009; Fang et 

al. 2009; Li et al. 2010; Linderholm e Larson, 2013). 

Em bovinos três alelos do gene MC1R foram descritos, o alelo dominante (ED) 

formado pelo polimorfismo p.L99P resulta no fenótipo preto, o alelo recessivo e, 

resultante de uma deleção de um nucleotídeo na posição 310 produzindo um códon de 

terminação prematuro é associado ao fenótipo vermelho, enquanto o alelo selvagem 

(E+) consiste no receptor funcional (Klungland et al. 1995). Estes alelos apresentam 

frequências variadas nas diferentes raças bovinas, existindo desde raças com uma alta 

diversidade genotípica até aquelas nas quais um alelo está fixado (Klungland et al. 

2000; Rouzaud et al. 2000; Kriegesmann et al. 2001; Berryere et al. 2003; Royo et al. 

2005; Girardot et al. 2006; Gutiérrez-Gil, Wiener e Williams, 2007; Sasazaki et al. 

2007; Mohanty et al. 2008; Dreger e Schmutz, 2009; Carruthers et al. 2011; Albrecht et 

al. 2012; Schmutz e Dreger, 2013). A interação do MC1R com outros genes modifica a 

coloração esperada para os genótipos deste, formando uma ampla diversidade de 

fenótipos nos bovinos (Schmutz e Dreger, 2013; Hanna et al. 2014). 

Em suínos, diferentes mutações no gene MC1R afetam a coloração. O alelo E+ 

permite a manifestação do fenótipo selvagem, o alelo recessivo e é provocado pelo 

polimorfismo p.A240T e resulta na pigmentação vermelha, o fenótipo preto dominante 

corresponde aos alelos ED1, causado pela mutação p.L99P, e pelo o alelo ED2 formado 

pela mutação p.D121N (Kijas et al. 1998). O fenótipo de manchas pretas foi associado a 

uma inserção de dois nucleotídeos no códon 23 (alelo EP), que provoca uma reversão no 

alelo ED2 gerando um códon de terminação prematuro (Kijas et al. 2001). 
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Um elevado número de genes foi associado à coloração em cavalos, resultando 

em uma diversidade de fenótipos (Rieder, 2009). O gene MC1R equino apresenta um 

polimorfismo no códon 83 associado ao fenótipo recessivo alazão (chestnut) o qual é 

epistático sobre o fenótipo preto (Marklund et al. 1996). 

Nos ovinos o gene MC1R codifica para o lócus extensão, considerado um dos 

principais determinantes da pigmentação na espécie (Sponenberg, 1997). Våge et al. 

(1999) analisaram o gene MC1R em indivíduos pretos e brancos da raça Norwegin Dale, 

identificando duas mutações, p.M73K e p.D121N, que provocam a ativação constitutiva 

do receptor, resultando no alelo dominante preto (ED). Todos os animais pretos 

apresentaram o alelo ED, enquanto indivíduos os brancos foram homozigotos para o 

alelo selvagem (E+). As mesmas mutações foram encontradas em associação com o 

fenótipo preto dominante nas raças Merino (tabela 1), Damara, Corriedale (Våge et al. 

2003), Manchega (Calvo et al. 2006; Kijas et al. 2013), Castellana, Karakul (Royo et al. 

2008) Massese (Fontanesi et al. 2010a; Fontanesi et al. 2011), e Minxian Black-fur 

(Yang et al. 2013).  

Tabela 1: Identificação do alelo dominante do gene MC1R em diferentes raças 
ovinas. 

Raça  Presença E
D
  Referência 

Norwegian Dala  Sim Våge et al. (1999) 

Damara, Black Merino, Black Corriedale Sim Våge et al. (2003)  

Manchega Sim Calvo et al. (2006) 

Black Castellana, Karakul Sim Royo et al. (2008) 

Massese, Valle del Belice Sim Fontanesi et al. (2011) 

Djallonké Mossi Touareg Sim Traoré et al. (2012) 

Aragonesa, Salz, Norwegian Pelt Não Våge et al. (2003) 

Nanping black-boned, Romney Marsh black-boned Não Deng et al. (2009) 

Xalda Não Royo et al. (2008) 

Burkina-Sahel  Não Traoré et al. (2012) 

 

O alelo ED não foi observado em algumas raças que apresentam fenótipos 

pigmentados, tais como Aragonesa, Salz, Norwegian Pelt, Soay, Nanping, Romney 

Marsh, Xalda, Dubian e Privorian (Våge et al. 2003; Beraldi et al. 2006; Royo et al. 

2008; Deng et al. 2009; Fontanesi et al. 2012; Traoré et al. 2012). Estes resultados 

demonstram que, embora o MC1R seja importante para a coloração em algumas raças 

ovinas, outros genes também estão envolvidos na determinação do fenótipo na espécie. 
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Na raça Crioula, Hepp et al. (2012) avaliaram a influência do gene MC1R no 

controle da variação na coloração da lã existente na raça. Um total de 125 animais de 

diferentes fenótipos, cobrindo as cores mais comuns na raça foram genotipados para as 

mutações p.M73K e p.D121N através de PCR-RFLP, com a confirmação dos haplótipos 

por sequenciamento. Foi demonstrada a associação significativa entre os alelos do gene 

MC1R e a coloração da lã. O alelo ED foi encontrado apenas em animais com fenótipos 

pigmentados, apresentando uma variedade de cores, incluindo preto, marrom, cinza e 

bege. Todos os indivíduos com o fenótipo branco foram homozigotos para o alelo E+. 

Entretanto, alguns animais pigmentados apresentaram o genótipo E+E+. Embora a 

influência do MC1R tenha sido observada os resultados indicam que este gene não 

explica totalmente a segregação da coloração na raça Crioula. Desta forma, outros genes 

candidatos devem ser analisados para o entendimento da regulação da pigmentação na 

raça. 

 

O gene da Proteína sinalizadora agouti (ASIP) 

O gene ASIP apresenta um papel importante na regulação da pigmentação nos 

animais, sendo descrito como um candidato relevante para o estudo da variação na 

pigmentação. A proteína sinalizadora agouti (agouti signaling peptide - ASIP) é uma 

molécula de 131 aminoácidos que age como um agonista competidor do hormônio 

estimulante α-MSH junto ao MC1R, inibindo a síntese de eumelanina (Graham et al. 

1997; Sulaimon e Kitchell, 2003). 

As mutações de perda e ganho de função no gene ASIP apresentam efeitos 

fenotípicos opostos em relação ao gene MC1R. As alterações de ganho de função no 

MC1R levam a fenótipos escuros devido à produção de eumelanina e a perda de função 

resulta na síntese de feomelanina, enquanto a perda de função no ASIP leva a fenótipos 

escuros e o ganho de função inibe a produção de eumelanina e, por consequência, gera 

fenótipos claros (Barsh et al. 2000; Hofreiter e Schönenberg, 2010). 

A estrutura do gene ASIP é complexa e o padrão de expressão da proteína é 

regulado através de splicing alternativo do transcrito primário. A sequência do gene, no 

camundongo, consiste de três exons codificantes, designados 2, 3 e 4, e por quatro 

exons não codificantes, 1A, 1A’, 1B e 1C, localizados à montante da região codificante 
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do gene (upstream). A formação do RNA mensageiro em camundongo é controlada por 

dois sistemas de controle responsáveis pela distinção na expressão temporal 

(envolvendo os exons 1B e 1C) e espacial (incluindo os exons 1A e 1A’) da proteína 

(Dinulescu e Cone, 2000; Voisey e Van Daal, 2002). Em roedores o fenótipo conhecido 

como agouti é caracterizado pela presença de uma banda amarela nos pêlos, formada 

devido à síntese de feomelanina induzida pela presença da proteína ASIP no folículo 

piloso, com o restante do pêlo escuro (Bultman, Michaud e Woychik, 1992). A 

expressão diferenciada do gene ASIP em partes do corpo em camundongos controla 

diferenças na pigmentação do ventre em relação ao dorso (Vrieling et al. 1994). 

Mutações no gene ASIP associadas a alterações na coloração foram descritas 

tanto na região codificante quanto em regiões regulatórias (Girardot et al. 2006; Mundy 

e Kelly, 2006; Kingsley et al. 2009; Nadeau et al. 2008). Alelos que causam o aumento 

na expressão do ASIP resultam em uma maior produção de feomelanina em relação à 

eumelanina e, por consequência, em fenótipos claros. Por outro lado, alterações 

genéticas que reduzem a expressão do gene ou afetam a funcionalidade da proteína são 

associados a fenótipos escuros (Kingsley et al. 2009; Hubbard et al. 2010). Diversos 

alelos do gene ASIP são conhecidos em camundongos, sendo que os alelos que 

produzem fenótipos claros (feomelanina) apresentam de dominância em relação aos 

alelos associados à produção de eumelanina (Bultman, Michaud e Woychik, 1992). 

O alelo letal amarelo (lethal yellow – A
y) em camundongos é caracterizado por 

uma deleção de aproximadamente 120 kb na região promotora dos genes ASIP e Raly, 

resultando na expressão constante do gene ASIP e no fenótipo amarelo nos 

heterozigotos, sendo letal quando em homozigose (Michaud et al. 1993; Michaud et al. 

1994). Além dos efeitos na pigmentação este alelo resulta em diabetes, infertilidade, 

obesidade e suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores, demonstrando o papel do 

gene em outros processos metabólicos (Miller et al. 1993). 

Mutações que resultam na perda de função no ASIP foram descritas em 

diferentes espécies. Eizirik et al. (2003) identificaram uma deleção de dois nucleotídeos 

no exon 2 associada ao fenótipo preto em gatos. Em cães, o polimorfismo p.R96C foi 

associado com o fenótipo escuro na raça pastor alemão (Kerns et al. 2004). Våge et al. 

(1997) demonstraram que uma deleção de 166 nucleotídeos no exon 2 do gene na 
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raposa-vermelha (Vulpes vulpes) está associada com o fenótipo escuro da pelagem 

(standard silver). 

Uma deleção de onze nucleotídeos no exon 2 do gene ASIP de cavalos que altera 

a fase de leitura da proteína apresentou associação com o fenótipo preto recessivo em 

nove raças diferentes (Rieder et al. 2001). Uma deleção na região controladora do gene 

ASIP também foi observada em codornas (Coturnix japônica). Esta deleção afeta a 

transcrição do gene, estando envolvida na alteração da pigmentação das penas (Nadeau 

et al 2008). Em Peromyscus polionotus, Kingsley et al. (2009) encontraram duas 

alterações distintas no gene ASIP, uma deleção de 125 kb envolvendo a região 

reguladora e os exons 1 e 2, e um SNP, no códon 65 que resulta em um códon de 

terminação prematuro. Estas duas alterações foram associadas a fenótipos melânicos em 

populações distintas. O alelo recessivo preto em coelhos foi descrito por Fontanesi et al. 

(2010b) como sendo causado por uma inserção no exon 2 que resulta em um códon de 

terminação prematuro, produzindo um peptídeo de apenas 21 aminoácidos. 

Em suínos, Drögemüller et al. (2006) estudos de quantificação por PCR em 

Tempo Real demonstraram diferenças na expressão dorsal e ventral do ASIP, entretanto, 

não foram observadas mutações associadas à variação fenotípica, sugerindo a existência 

de alterações regulatórias. 

Em bovinos, embora não tenham sido encontradas mutações na região 

codificadora, alterações regulatórias resultam em diferenças no padrão de expressão do 

ASIP entre raças com fenótipos distintos, a qual é controlada por pelo menos três 

promotores distintos. O RNA mensageiro do gene apresenta variações na região 5’ e foi 

analisado através de análises por PCR em Tempo Real, tendo sido observado alterações 

nos níveis de expressão em diferentes tecidos e órgãos destes animais domésticos (Royo 

et al. 2005; Girardot et al. 2005; Girardot et al. 2006; Graphodatskaya et al. 2006; 

Albrecht et al. 2012). 

Três polimorfismos não-sinônimos foram identificados na região codificadora 

do gene ASIP em cabras; entretanto, estes não foram associados com a variação no 

fenótipo em seis raças caprinas distintas. Uma variação no número de cópias (CNV – 

copy number variation) de aproximadamente 100 kb envolvendo os genes ASIP e 

AHCY foi observada em raças com fenótipos claros. Porém, a participação de outras 

variações não localizadas no gene não foi descartada (Fontanesi et al. 2009). 
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Estudos genéticos clássicos determinaram que o lócus agouti, codificado pelo 

gene ASIP em ovinos, apresenta uma grande diversidade de alelos com efeitos variados 

sobre a coloração dos animais. Os fenótipos descritos para os alelos do lócus agouti 

variam entre a coloração totalmente branca na lã no alelo dominante (AWt) até o 

fenótipo preto no alelo recessivo (Aa). Alelos intermediários são caracterizados por 

diferentes padrões de manchas claras e escuras no corpo (Sponenberg, 1997). O gene 

ASIP foi mapeado no cromossomo 13 ovino, através da ligação do fenótipo preto 

recessivo com marcadores microssatélites na raça Merino (Parsons, Fleet e Cooper, 

1999a). Entretanto, Parsons, Fleet e Cooper, (1999b) não observaram associação entre o 

fenótipo na raça e alterações na região codificante do gene. 

Norris e Whan (2008) caracterizaram a estrutura genética do gene ASIP em 

animais das raças Merino, Romanov, Texel e Barbary. Uma repetição em tandem de 190 

kb foi identificada contendo as regiões codificantes dos genes ASIP e AHCY (hidrolase 

da s-adenosil-homocisteina), e a região promotora do gene ITCH (itchy homolog E3 

ubiquitin protein ligase). A extremidade 5’ do ponto de quebra da duplicação está 

localizada anteriormente à região codificante do ASIP, fazendo com que a transcrição 

deste seja regulada pela região promotora do ITCH. Esta alteração resulta na expressão 

ubiquitária da cópia duplicada do gene ASIP. A presença da duplicação foi determinada 

como a causa do fenótipo branco dominante (alelo AWt) em Merinos. Nos animais com 

o fenótipo recessivo preto, apenas a cópia simples do ASIP foi encontrada. Em adição, 

polimorfismos na região codificadora do gene foram descritas. Uma deleção de 9 

nucleotídeos no exon 2 pode afetar o funcionamento da proteína devido à perda de um 

tripeptídeo localizado na sequência líder de transporte. Uma deleção de 5 nucleotídeos 

também no exon 2 resulta na mudança da fase de leitura formando um códon de 

terminação e um peptídeo de apenas 63 aminoácidos e não funcional. No exon 4 dois 

SNPs foram descritos, a alteração sinônima g.5051G>C e a mutação não-sinônima 

g.5172T>A que resulta na mudança de cisteína para serina (p.C123S), afetando uma 

região de sinalização importante (Smit et al. 2002; Norris e Whan, 2008). 

A análise do gene ASIP em outras raças ovinas indicou a existência de diferentes 

relações entre os fenótipos e os polimorfismos no gene. Na raça Soay, a duplicação do 

gene ASIP não foi encontrada, tendo sida observada uma forte relação entre 

polimorfismos no ASIP e a coloração (Gratten et al. 2010). A maioria dos indivíduos 

com o fenótipo recessivo (pelagem escura no corpo todo, chamado “self”) apresentou 
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haplótipos considerados não funcionais, contendo a deleção de 5 nucleotídeos no exon 2 

e o alelo A do SNP g.5172T>A no exon 4, enquanto nos animais com o fenótipo 

selvagem (barriga clara em relação ao restante do corpo escuro) ocorreu uma maior 

frequência dos haplótipos funcionais. Diferenças na detecção do RNAm do gene 

sugerem também a existência de alterações regulatórias na raça que resultam na 

ausência de expressão nos indivíduos com o fenótipo “self”. 

Nas raças Dubian e Privorian, os indivíduos portadores da cópia duplicada do 

ASIP apresentaram diferentes fenótipos, incluindo manchas escuras e lã de cores claras, 

enquanto a ausência da duplicação foi associada com cores escuras (Fontanesi et al. 

2012). Na raça Massese, Fontanesi et al. (2011) relacionaram, embora parcialmente, a 

presença da duplicação do gene ASIP com a cor cinza, enquanto a cópia simples ocorreu 

em quase todos os animais com a coloração preta. 

Tabela 2: Relação entre a duplicação do gene ASIP e a coloração da lã em 
diferentes raças ovinas. 

Raça Duplicação Fenótipo Referência 

Merino 
Presente Branco 

Norris e Whan (2008) 
Ausente Preto 

Massese 
Presente Cinza  

Fontanesi et al. (2010) 
Ausente Preto 

Appenninica  Presente Branco 

Fontanesi et al. (2011) Bergamasca Presente Branco 

Sarda Presente Branco 

Soay  Ausente Pigmentado Gratten et al. (2010) 

Dubian e Privorian  
Presente Claro 

Fontanesi et al. (2012) 
Ausente Escuro 

Burkina-Sahel  Presente NA. 

Traoré et al. (2012) 
Djallonké Presente NA. 

Mossi Presente NA. 

Burkina-Sahel Ausente NA. 

Embora a duplicação do gene seja indicada como responsável pela cor branca na 

lã dos ovinos, os resultados descritos na literatura demonstram que a combinação de 

diferentes mecanismos pode estar envolvida na regulação do gene ASIP (Norris e Whan, 

2008; Gratten et al. 2010; Fontanesi et al. 2011; Fontanesi et al. 2012). Os diversos 

fenótipos associados ao ASIP nas raças ovinas indicam o gene como candidato 

responsável pela a variação da coloração. A fim de determinar o processo de 

funcionamento do gene e esclarecer o seu papel na regulação da coloração nas 

diferentes raças ovinas, o estudo do ASIP deve abranger tanto variações na região 
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codificadora quanto alterações na sua expressão. A utilização da técnica de PCR em 

Tempo Real permite a comparação relativa da expressão de dos genes entre indivíduos 

de diferentes genótipos e indicando a influência dos polimorfismos na regulação da ação 

do gene (Girardot et al. 2006; Royo et al. 2008). 

 

O gene da Proteína relacionada à tirosinase 1 (TYRP1) 

O lócus marrom (brown) codifica a proteína relacionada à tirosinase 1 (TYRP1), 

uma proteína de membrana dos melanossomas, composta por 537 aminoácidos. O gene 

é composto por oito exons (Figura 3) e a região codificante inicia-se no segundo exon 

(Jackson, 1994). O TYRP1 pertence à família da enzima tirosinase (TYR), juntamente 

com a enzima dopacromo tautomerase (DCT), as quais apresentam alta identidade na 

sequência. A origem do gene TYRP1 foi proposta a partir de processos de duplicação 

genética do gene tirosinase (Camacho-Hubner, Richard e Beermann, 2002; Esposito et 

al. 2012). O TYRP1 está envolvido na síntese de eumelanina, realizando a reação de 

oxidação da DHICA (Jackson et al. 1990; Zdarsky, Favor e Jackson, 1990; Jiménez-

Cervantes et al. 1994; Sponenberg, 1997; Rieder et al. 2001; Guibert et al. 2004; Smyth 

et al. 2006). Mutações no gene afetam a conversão do pigmento marrom 5,6-

dihidroxiindol em eumelanina, de coloração preta (Kobayashi et al. 1994; Kobayashi et 

al. 1998; Cieslak et al. 2011). 

 

Figura 3: TYRP1 ovino. Organização do gene e estrutura da proteína. Exons em azul: 
região codificante; SP: peptídeo sinalizador; Cys-rich: região do sítio ativo rica em 
cisteína; Me: sítio de ligação à metal; t: região transmembrânica. Adaptado de 
Slominski et al. 2004. 



 38

O gene TYRP1 foi associado com variações na coloração em diferentes espécies. 

Em camundongos Zdarsky, Favor e Jackson, (1990) descreveram alterações não 

sinônimas relacionadas ao fenótipo marrom. Em gatos, variações no TYRP1 foram 

associadas a diferentes fenótipos. O fenótipo cinnamom foi relacionado com uma 

mutação no códon 100 que altera do aminoácido arginina para um códon de terminação, 

enquanto o fenótipo chocolate foi associado a duas mutações, uma mudança no códon 3 

(p.A3G) e uma alteração no introns 6 que afeta o sítio de reconhecimento de splicing do 

exon 6 (Lyons et al. 2005; Schmidt-Küntzel et al. 2005). 

Em cães três mutações afetam o funcionamento do gene TYRP1 resultando no 

fenótipo marrom (Schmutz, Berryere e Goldfinch, 2002), um códon de terminação 

prematuro na posição 331, uma deleção de um resíduo de prolina no códon 345 e um 

SNP no exon 2 alterando o códon 41 (p.S41C). Gerding et al. (2011) identificaram que 

o fenótipo cinza está ligado ao gene TYRP1, embora não tenha sido encontrada a 

mutação responsável. 

Em cabras, a base genética dos fenótipos preto e marrom, denominados Valais 

blacknecked e Coppernecked, foi analisada por Becker et al. (2014). O gene TYRP1, 

localizado no cromossomo 8 foi mapeado como candidato através de análise de 

associação global do genoma (genome-wide association studies - GWAS). Quatro 

polimorfismos não sinônimos foram encontrados, dois dos quais (p.I478T e p.G496D) 

segregando nos animais dos diferentes fenótipos. O alelo p.496D foi indicado como 

possível responsável pela variação fenotípica, entretanto, outras variações também 

podem estar contribuindo com o fenótipo. 

O gene TYRP1 bovino foi mapeado no cromossomo 8 através do estudo de 

associação com marcadores microssatélites (Berryere et al. 2003). Uma mutação no 

códon 434 resultando na substituição do aminoácido histidina por tirosina apresentou 

associação com o fenótipo marrom (dun) em animais da raça Dexter. Entretanto, não foi 

observada associação entre polimorfismos no TYRP1 e a variação na coloração nas 

raças Simmental, Galloway e Charolês, indicando que outro gene possa ser responsável. 

Em suínos a coloração marrom foi mapeada através de estudos de associação 

genômica (GWAS) com o cromossomo 1, indicando o gene TYRP1 como candidato. O 

sequenciamento da região codificante identificou uma deleção de seis nucleotídeos no 
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exon 8 (c.1484_1489del) em associação com o fenótipo marrom em diferentes raças 

(Ren et al. 2011). 

Em ovinos o lócus marrom codificado pelo gene TYRP1 é considerado o 

principal responsável pela coloração marrom, ocorrendo diferentes tons em diversas 

raças (Sponenberg, 1997). Na raça Soay, através da utilização de marcadores 

microssatélites o lócus responsável pela segregação dos fenótipos claros e escuros foi 

mapeado no cromossomo 2 ovino, no qual se localiza o gene TYRP1 (Beraldi et al. 

2006). Um polimorfismo no exon 4 foi descrito como responsável pela variação na 

coloração. Gratten et al. (2007) encontraram uma mutação no códon 290 resultando na 

substituição de uma cisteína por fenilalanina (p.C290F) em associação com o fenótipo 

claro recessivo na raça. 

Raadsma et al. (2013) realizaram uma análise quantitativa (QTL) da 

pigmentação da lã utilizando um cruzamento entre animais das raças Merino e Awassi, 

apresentando ampla variação na coloração. Uma região do cromossomo 2 contendo o 

gene TYRP1 foi indicada como candidata para influenciar diferentes parâmetros da 

característica. Um SNP não sinônimo (c.2240C>G) no exon 2 resultando na substituição 

de uma alanina por uma valina apresentou alta significância na variação fenotípica nos 

animais analisados. 

Apesar dos estudos descritos indicarem o gene TYRP1 como candidato pela 

variação na coloração, a sua influência não foi analisada em diferentes raças ovinas nas 

quais uma ampla ocorre uma variedade de cores. 

A avaliação da cor da pelagem dos animais de diferentes fenótipos é muitas 

vezes subjetiva (Meszaros et al. 2014). A utilização de técnicas de colorimetria 

instrumentais permite a adoção de critérios precisos e reprodutíveis para a avaliação da 

cor (Toth et al. 2006). O sistema CIELAB estabelecido pela International Commission 

on Illumination (CIE, 1995; Minolta, 2007) utiliza as variáveis L*, a* e b* para o 

estabelecimento da cor. O parâmetro L* indica a intensidade luminosa (luminosidade), 

variando de 0 a 100. Quanto maior o valor de L* mais branca a cor. O parâmetro a* 

apresenta valores de cromaticidade entre verde (negativo) e vermelho (positivo), 

enquanto b* representa cromaticidade entre azul (negativo) e amarelo (positivo) no 

espaço de cores. O parâmetro h° (hue) é determinado pela tangente inversa da razão de 

b* por a* (h° = tg-1(b*/a*) e representa o tom específico. 
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O gene receptor tirosina quinase KIT 

O gene KIT codifica um receptor tirosina quinase transmembrana do tipo III que 

atua como receptor para o SCF (fator de célula tronco - stem cell factor), com papel 

importante na regulação da gametogênese, hematopoiese e melanogênese. A proteína do 

receptor é composta por cinco domínios de imunoglobulina extracelulares, um domínio 

transmembrana, um domínio justamembrana e um domínio quinase intracelular (Figura 

4; Roskosnki Jr, 2005). 

O gene KIT foi primeiramente caracterizado como um proto-oncogene 

homólogo ao oncogene de sarcoma viral felino v-kit sendo nomeado v-kit Hardy-

Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog. Posteriormente, o gene foi 

identificado como o codificante do lócus branco dominante (W) em camundongos, 

apresentando uma série de alelos associados à variação na pigmentação (Geissler et al. 

1988; Rönnstrand, 2004). 

 

Figura 4: KIT ovino. Organização do gene e estrutura protéica do receptor tirosina 
quinase. Exons em verde escuro: região codificante; Ig: domínio imunoglobulina; TM: 
região transmembrânica; K1 e K2: sítios de fosforilação; KI: sítio de ativação por 
kinase. Adaptado de Larizza e Beghini, 2000. 

A ligação do SCF ao KIT leva à dimerização do receptor, à fosforilação de 

resíduos de tirosina no domínio intracelular e à ativação da ação proteína quinase do 

receptor, ativando uma cascata de sinalização que interage com diferentes rotas 

metabólicas, incluindo a ativação do MITF, responsável pelo controle da transcrição das 

enzimas melanogênicas (Rönnstrand, 2004; Slominski et al. 2004). 

A sinalização através do KIT regula o processo de migração dos melanoblastos, 

células precursoras dos melanócitos, a partir da corda neural até os diferentes sítios da 

pele e folículos pilosos. Além disso, o gene KIT também influencia a diferenciação dos 
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melanoblastos em melanócitos, a sobrevivência dos melanócitos e o processo de 

melanogênese (Slominski et al. 2004; Cieslak et al. 2011). Interferências na sinalização 

através do KIT causam falhas na migração dos melanoblastos, resultando na formação 

de manchas brancas nas regiões do corpo para a quais não ocorre a migração. 

Geralmente estas manchas ocorrem nas extremidades do corpo, por exemplo, nas patas 

barrigas e cabeça, entretanto, manchas ao longo do corpo também foram descritas 

(Cieslak et al. 2011). Modificações no KIT em humanos resultam em piebaldismo, uma 

síndrome caracterizada por manchas brancas na pele e cabelos (Spritz et al. 1992; Ezoe 

et al. 1995; Yang et al. 2013b).  

O gene KIT foi associado às variações na pigmentação em diferentes espécies. 

Em cavalos, diversas mutações têm sido descritas em associação aos fenótipos de 

manchas na pelagem, como Roan, Tobiano, Sabino e Branco Dominante (Marklund et 

al. 1999; Brooks & Bailey, 2005; Haase et al. 2007; Haase et al. 2009; Holl, Brooks & 

Bailey, 2010). O fenótipo Sabino é causado por uma mutação no intron 16 que resulta 

na eliminação do exon 17 durante o processamento do RNAm (Brooks e Bailey, 2005). 

O fenótipo Tobiano é provocado por uma inversão no cromossomo 3 que interrompe a 

região controladora do gene (Brooks et al. 2007). Embora o fenótipo Roan tenha sido 

ligado ao gene KIT, não foi encontrada associação com mutações específicas no gene 

(Marklund et al. 1999). Haase et al. (2007) descreveram uma heterogeneidade de alelos 

no gene KIT associadas ao fenótipo Branco Dominante. Posteriormente, novas 

mutações no KIT foram descritas em diferentes raças equinas (Haase et al. 2009; Haase 

et al. 2011; Hauswirth et al. 2013). 

Em suínos, alelos do KIT causam alterações no fenótipo da coloração. Duas 

mutações foram associadas com o padrão branco dominante, uma duplicação de 450 kb 

envolvendo o gene e uma mutação que afeta o splicing do exon 17, enquanto o fenótipo 

de manchas é causado por alterações no número de cópias do gene com modificações 

regulatórias (Marklund et al. 1998; Giuffra et al. 1999; Giuffra et al. 2002; Pielberg et 

al. 2002; Rubin et al. 2012). 

David et al. (2014) identificaram o gene KIT como codificante do lócus 

dominante branco (W) em gatos, responsável por efeitos na pigmentação, além de 

efeitos pleiotrópicos como surdez e hipopigmentação da íris. Duas inserções 

relacionadas a elementos de retrovírus felino (FERV1) foram associadas com os 
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fenótipos. A inserção de 623 nucleotídeos no intron 1 carregando a região LTR (long 

terminal repeat) apresentou associação com o fenótipo branco dominante, enquanto a 

inserção de um elemento FERV1 completo (7125 nucleotídeos) foi associada ao 

fenótipo de manchas brancas. 

Em cães, Wong et al. (2012) identificaram uma inserção de uma base no exon 2 

resultando na mudança de fase de leitura e em um códon de terminação, formando um 

receptor truncado. A inserção apresentou segregação completa com o fenótipo de 

manchas brancas dominante na raça pastor alemão. A ausência de indivíduos 

homozigotos para o alelo da inserção indica que a alteração é letal nesta condição. 

Gerding, Akkad e Epplen (2013) descreveram uma deleção de 3 nucleotídeos no exon 

13 do gene KIT associada ao fenótipo manchado em animais da raça Weimaraner. 

O papel do gene KIT no lócus de manchas (English spotting) em coelhos foi 

descrito por Fontanesi et al. (2014), embora a mutação causadora da variação fenotípica 

não tenha sido encontrada. 

Durkin et al. (2013) descreveram a associação entre o fenótipo de manchas 

brancas no dorso (color sidedness) em bovinos e duas translocações envolvendo o gene 

KIT, uma de 492 kb do cromossomo 6 para o cromossomo 29 (alelo Cs29), e outra, de 

575 kb do cromossomo 29 para o cromossomo 6 (alelo Cs6). A dominância dos alelos 

indica alterações na regulação da transcrição do KIT devido às translocações. Brenig et 

al. (2014) também encontraram o alelo Cs29 em associação com o fenótipo nas raças 

White Galloway e White Park. As mesmas alterações (Cs6 e Cs29) foram encontradas 

em iaques (Bos grunniens) apresentando o fenótipo manchado, indicando a introgressão 

dos alelos bovinos na espécie (Zhang, Xu e Luo 2014). 

O fenótipo de manchas, causado pelo lócus manchado (Spotted) é considerado 

relativamente comum em ovinos, apresentando variações na extensão das manchas 

brancas (Sponenberg, 1997). O gene KIT ovino, juntamente com outros genes 

relacionados à pigmentação, apresentou sinais de seleção em diferentes raças, indicando 

a possível importância deste durante o processo de domesticação (Kijas et al. 2012; 

Fariello et al. 2014). Embora o papel do gene na regulação do processo de pigmentação 

e as alterações descritas em outras espécies indiquem que o gene KIT seja um forte 

candidato, este não foi analisado com relação à variação na pigmentação em ovinos. 
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Ovinos Crioulos 

A Ovelha Crioula é uma raça naturalizada do sul do Brasil, proveniente dos 

rebanhos introduzidos no país pelos jesuítas no século XVII, é classificada como uma 

raça rara que conserva traços dos ovinos que lhe deram origem (Moreira e Silva, 2004). 

Os animais da raça crioula apresentam porte mediano e possuem a lã composta por 

mechas de fibras grossas e largas, em forma de cone invertido, com lã fina na base, 

entremeadas de fibras grossas e de maior comprimento, que caem para os lados do 

corpo, assemelhando-se a uma manta. A cara e as extremidades são descobertas e tanto 

os machos quanto as fêmeas podem apresentar chifres, ocorrendo frequentemente a 

presença de mais de um par de chifres. A raça é dividida em duas variedades, Serrana e 

Fronteira, com base na região de origem dos rebanhos e em características anatômicas 

(Vaz et al. 1997; Vaz et al. 2000; Gonçalves et al. 2010; Silva et al. 2013). 

São animais rústicos e altivos, com comportamento gregário e aguçado instinto 

de defesa, porém, de fácil manejo, possuindo aptidão para a produção de lã, a qual 

devido à sua coloração natural, é utilizada nas atividades de artesanato e tapeçaria, 

agregando valor à criação e contribuindo com a economia local. Também possuem 

aptidão para a produção de carne magra, com sabor e maciez diferenciados e de peles 

com qualidade superior quanto à resistência e suavidade. Destaca-se a adaptação dos 

animais ao clima, a resistência a endoparasitas, a precocidade reprodutiva, elevado 

índice de natalidade e de sobrevivência e a habilidade materna. A ovelha crioula 

apresenta uma grande importância social nas comunidades onde outros animais não 

sobrevivem, contribuindo para a manutenção do homem no campo (Moreira e Silva, 

2004; McManus et al. 2013). 

Através da análise de sequências de DNA mitocondrial e nuclear de diversos 

rebanhos do RS e Santa Catarina, Gonçalves et al. (2010) identificaram 18 haplótipos 

únicos para os ovinos crioulos, sendo que nenhum destes é compartilhado entre as 

variedades Serrana e Fronteira, comprovando a existência de distinção genética entre 

essas, o que corrobora a diferenciação morfológica existente entre os fenótipos destas e 

indica a necessidade de estudos que venham a detalhar as diferenças entre as variedades 

a fim de preservar a totalidade do patrimônio genético representado pelas duas. 
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Durante a metade do século XIX, esta raça era intensamente criada na América 

do Sul, principalmente no Brasil, Argentina e Uruguai, constituindo quase que a 

totalidade dos rebanhos existentes no Rio Grande do Sul nos séculos XVIII e XIX. No 

início do século XX, representavam mais de 50% do rebanho ovino do Rio Grande do 

Sul, havendo o registro da participação da raça na primeira exposição oficial de animais 

no Estado, realizada em Porto Alegre em 1901. A crescente demanda da indústria de lã 

pela melhoria em qualidade e da indústria de carne pelo aumento do tamanho da carcaça 

levou à progressiva substituição por outras raças e à perda do interesse na raça Crioula 

por parte dos criadores. O cenário resultou na expressiva diminuição do número de 

animais, chegando a se aproximar da extinção (Moreira, 2002; Moreira e Silva, 2004). 

A Associação Brasileira de Criadores de Ovinos Crioulos (ABCOC) foi fundada em 

1999, e o reconhecimento oficial da raça pelo Ministério da Agricultura e Pecuária 

ocorreu em 2000, estabelecendo o padrão racial e estimulando o processo de 

preservação do patrimônio genético (Vaz, Moreira e Caon, 2003; Moreira e Silva, 

2004). Com o objetivo de evitar a perda do material genético existente exclusivamente 

nas raças locais, os ovinos crioulos estão incluídos no programa de conservação do 

patrimônio genético brasileiro desenvolvido pela EMBRAPA (Mariante et al. 2009). 

Uma característica notável da raça Crioula é a diversidade de cores existente na 

lã dos animais, variando entre o branco e o preto, com diversos tons intermediários, 

incluindo amarelo, cinza, marrom, bege e cinza. Independente da cor presente no 

animal, o velo pode apresentar manchas, com faixas ou com bandas de cor diferente nas 

mechas de lã. (Vaz, Moreira e Caon, 2003; Moreira e Silva, 2004; Moraes e Souza, 

2011). Hepp et al. (2012) analisaram a influência do gene MC1R na determinação da 

cor da lã na ovelha crioula. Os indivíduos avaliados apresentaram diferentes cores, 

como branco, preto, marrom, cinza e bege. Os resultados demonstraram a associação 

entre os alelos do gene e os fenótipos comprovando a ação do gene na regulação da 

coloração na raça. Entretanto, parte variação da cor dos indivíduos não foi explicada 

pela presença dos alelos do MC1R, indicando que outros genes estão envolvidos. O 

estudo dos genes responsáveis pela coloração da lã pode auxiliar os criadores na 

formação de rebanhos para a obtenção de fenótipos desejados. 

Este trabalho tem o objetivo de avaliar a influência dos genes candidatos MC1R, 

ASIP (proteína sinalizadora agouti), TYRP1 (proteína relacionada à tirosinase 1) e KIT 

(homólogo do oncogene de sarcoma felino viral v-kit Hardy-Zuckerman 4) na coloração 
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da lã na raça ovina crioula, visando determinar o padrão de herança da característica na 

raça e colaborar na sua preservação através da manutenção da diversidade fenotípica 

existente. 

A predição do efeito de polimorfismos através de abordagem computacional 

Com o desenvolvimento de novas tecnologias para a aquisição e análise da 

informação genética, incluindo plataformas de sequenciamento de alto rendimento e 

estudos de associação genômicos (GWAS), tornou-se possível a obtenção de uma 

grande quantidade de dados sobre a diversidade genética das espécies (Bishop et al. 

2009; Bush e Moore, 2012). Por meio do sequenciamento do DNA, é possível 

determinar-se facilmente quais são as mutações existentes nos genes e então 

correlacioná-las aos fenótipos. Alterações em diversos genes associadas à variação na 

coloração das espécies tem sido identificadas através de estratégias como o estudo de 

genes candidatos e a análise genômica, ocorrendo a descoberta de diversos mecanismos 

moleculares responsáveis pela modificação no funcionamento dos genes subjacentes à 

variação fenotípica. 

Os polimorfismos de um nucleotídeo (single nucleotide polymorphism - SNPs) 

correspondem à maior parcela da variação genética, mais de 10 milhões de 

polimorfismos na espécie humana (Thusberg e Vihinen, 2009). Polimorfismos não 

sinônimos (nsSNPs) na região codificante dos genes alteram a proteína de diferentes 

maneiras, podendo afetar o sítio catalítico, levar à incorreta dobradura ou reduzindo a 

estabilidade da proteína (Vendruscolo et al. 2003; Josephy, Kent e Mannervik, 2009; 

Gorlatova et al. 2011). Entretanto, determinar quais polimorfismos apresentam 

relevância na regulação da variação fenotípica é um desafio para a pesquisa genética. A 

análise funcional dos nsSNPs envolve a expressão da proteína alterada em linhagens 

celulares e organismos geneticamente modificados, sendo um processo demorado e 

trabalhoso frente à grande quantidade de nsSNPs existentes (Mooney, 2005). Desta 

forma, muitos polimorfismos descobertos em genes candidatos não foram avaliados 

quanto ao seu impacto na função dos genes e na variação fenotípica. 

Uma abordagem computacional dos polimorfismos não sinônimos vem sendo 

utilizada recentemente a fim de determinar os SNPs que potencialmente afetam o 

funcionamento dos genes e identificar os mecanismos responsáveis por doenças 

complexas e pela variação nos fenótipos. Diversas ferramentas foram desenvolvidas 
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com o objetivo de diferenciar os nsSNPs danosos para a função do gene daqueles 

neutros ou tolerados (Ng e Henikoff, 2006; Thusberg e Vihenen, 2009; Kumar et al. 

2014). Estas ferramentas incluem programas que utilizam diferentes estratégias. Uma 

destas é a análise baseada em sequências, a qual utiliza a informação evolutiva da 

conservação dos aminoácidos no gene, através de alinhamentos de múltiplas sequências 

de genes homólogos em diferentes espécies. Os resíduos com alto grau de conservação 

nas sequências são considerados importantes para a estrutura e função da proteína e, 

desta forma, alterações nestes sítios são identificadas como deletérias. Métodos 

baseados na análise estrutural avaliam as alterações nas propriedades físicas e químicas 

das proteínas devido à mutação, identificando os nsSNPs que afetam a função do gene 

(Yue, Melamud e Moult, 2006; Yue e Moult, 2006; Kumar et al. 2014). Outro tipo de 

programas utiliza métodos de aprendizado por máquinas para predizer a associação dos 

nsSNPs com doenças. Estes métodos comparam as mutações com bancos de dados que 

contém polimorfismos com efeitos danosos validados por estudos clínicos, e também 

combinam diferentes informações, como as propriedades estruturais da proteína e a 

conservação dos aminoácidos (Mooney, 2005). 

Mutações deletérias foram identificadas através da abordagem computacional 

em genes envolvidos com diferentes processos biológicos, tais como os genes BRCA1 

(breast cancer 1, early onset; Rajasekaran et al. 2007), ABL1 (c-abl oncogene 1; Doss et 

al. 2008), ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1; Brunham et al. 2005), MyH7 

(beta myosin heavy chain; Kumar et al. 2014), SOD2 (superóxido dismutase 2; 

Carvalho e Mesquita, 2013), SOD1 (superóxido dismutase 1; Moreira et al. 2013) e KIT 

(Vanajothi et al. 2012). 

As diferenças nas estratégias de predição, nas propriedades analisadas, bem 

como nos bancos de dados utilizados resultam em divergências nos resultados obtidos 

para um mesmo nsSNP pelos diferentes programas. Ferramentas consenso realizam a 

análise dos nsSNPs por meio da comparação do resultado de programas individuais, 

permitindo uma maior acurácia na predição (Olatubosun et al. 2012; Bendl et al. 2014). 

A combinação de ferramentas de predição que aplicam abordagens variadas tem sido 

utilizada a fim de sobrepor as diferenças nos resultados e identificar os polimorfismos 

mais danosos nos genes de interesse (Thusberg e Vihinen, 2009). Desta forma, por meio 

da combinação de ferramentas de predição os nsSNPs mais provavelmente patogênicos 

foram identificados em genes envolvidos em doenças complexas, como cardiopatias 
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(Kumar et al. 2013) e câncer (Reva, Antipin e Sander, 2011; Kumar et al. 2012; Kumar 

e Purohit, 2012; Vanajothi et al. 2012). 

Os polimorfismos nos genes TYR, TYRP1 e OCA2 humanos, envolvidos em 

distúrbios na pigmentação, como em diferentes formas de albinismo ocular, foram 

analisados utilizando a combinação de diferentes ferramentas de predição, resultando na 

indicação daqueles mais deletérios (Kamaraj e Purohit, 2013; Kamaraj e Purohit, 2013b; 

Kamaraj e Purohit, 2014). 

A avaliação do efeito dos polimorfismos nos genes de coloração utilizando 

ferramentas de predição torna possível diferenciar as mutações neutras das danosas e 

selecionar as com maior potencial deletério para estudos do seu impacto na variação 

fenotípica através de análises funcionais. O MC1R apresenta um papel importante na 

variedade fenotípica em humanos, estando associado a fenótipos de pigmentação e à 

suscetibilidade à melanona e outros cânceres de pele (Sturm et al. 2003; Duffy et al. 

2004). Apesar de uma grande quantidade de polimorfismos ter sido identificada no gene 

MC1R (Garcia-Borrón, Abdel-Malek e Jiménez-Cervantes, 2014), muitos destes não 

foram avaliados quanto ao seu efeito no funcionamento do receptor e na variação 

fenotípica. Através da predição do efeito dos nsSNPs utilizando ferramentas 

computacionais espera-se identificar os polimorfismos mais danosos e que apresentam 

maior probabilidade de afetar o MC1R, permitindo a sua priorização em estudos 

laboratoriais. 

 

O gene MC1R em humanos 

O gene MC1R é altamente polimórfico em humanos tendo sido identificados 

aproximadamente mais de uma centena de polimorfismos (Rana et al. 1999; Beaumont 

et al. 2011; Garcia-Borrón, Abdel-Malek e Jiménez-Cervantes, 2014). Variações no 

MC1R foram associadas com diferenças na pigmentação da pele e dos cabelos e com 

elevado risco de desenvolvimento de melanona e outros cânceres de pele em diferentes 

populações (Bastiaens et al. 2001; Kennedy et al. 2001; Beaumont et al. 2005; 

Fernandez et al. 2007). O fenótipo ruivo ou RHC (red hair color), caracterizado por 

uma redução nos níveis de eumelanina é uma condição recessiva provocada por 

diferentes alelos do gene MC1R. Além da coloração avermelhada do cabelo, este 
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fenótipo inclui alterações na pigmentação da pele, presença de sardas a redução da 

capacidade de bronzeamento (Valverde et al. 1995; Rees, 2003; Rees, 2004). As 

variações p.D84E, p.R151C, p.R160W e p.D294H são consideradas de alta penetrância 

para o fenótipo RHC e recebem a classificação de R na literatura. Os polimorfismos 

p.V60L, p.V92M e p.R163Q apresentam baixa penetrância, sendo chamados de alelos r 

(Valverde et al. 1995; Schioth et al. 1999; Flanagan et al. 2000; Sturm et al. 2003; 

Duffy et al. 2004; Wong e Rees, 2005; Sulem et al. 2007), enquanto as variantes 

p.R142H e p.I155T são menos frequentes, tendo sido ligadas ao fenótipo RHC em 

estudos familiares (Raimondi et al. 2008). Adicionalmente as variações p.V60L, 

p.D84E, p.V92M, p.M128T, p.I155T, p.R160W, p.R163Q, p.C289R e p.D294H foram 

associadas com maior suscetibilidade para o desenvolvimento de melanona e outros 

tumores (Duffy et al. 2004; Fernandez et al. 2007; Pérez-Oliva et al. 2009; Scherer et 

al. 2009; Davies et al. 2012). 

O impacto funcional das mutações no MC1R associadas com RHC e melanoma 

foi analisado através de estudos in vitro. Schioth et al. (1999) por meio de estudos de 

ligação e de transfecção celular demonstraram que as variantes p.R151C, p.R160W e 

p.D294H afetam fortemente a produção de AMPc em resposta à estimulação por α-

MSH. As variantes p.D84E, p.R151C, p.I155T e p.R160W reduziram a expressão do 

receptor na superfície celular com a correspondente diminuição na sinalização pelo 

AMPc (Scott et al. 2002; Beaumont et al. 2005; Beaumont et al. 2007). Os 

polimorfismos p.R142H e p.D294H apresentaram expressão normal do receptor na 

superfície dos melanócitos, entretanto, também resultaram em grande redução na 

resposta à estimulação. Estes resultados indicam que a perda de função do MC1R está 

relacionada à alteração na presença do receptor na membrana celular e à baixa 

sinalização via proteína G. 

A análise dos polimorfismos p.V60M, p.V92M e p.R163Q classificados como 

de baixa penetrância (r) resultaram em alterações não significativas na afinidade do 

receptor pelo α-MSH e na produção de AMPc em resposta à ligação do hormônio 

(Koppula et al. 1997; Ringholm et al. 2004). Embora o polimorfismo p.V60M resulte 

em uma menor estimulação da produção de AMPc em relação ao receptor selvagem, o 

alelo mutado ainda é capaz de induzir a produção de melanina (Beaumont et al. 2005; 

Beaumont et al. 2007). 
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Ringholm et al. (2004) demonstraram que a variante p.V92M possui uma menor 

afinidade pelo α-MSH em comparação com o receptor selvagem, e uma redução 

moderada na produção de AMPc após a estimulação por um análogo do α-MSH. Estes 

resultados contrastam com a análise desta variante por Koppula et al. (1997) que 

encontraram níveis de resposta similares ao alelo selvagem e com Beaumont et al. 

(2007) que descreveram uma resposta significativamente maior, além da expressão 

normal do receptor alterado na superfície celular. 

O polimorfismo p.R163Q apresentou uma afinidade pelo α-MSH levemente 

reduzida e um decréscimo não significativo na produção de AMPc. Também foi 

observada uma pequena alteração na expressão do receptor com esta mutação na 

superfície da célula, indicando que esta alteração não afeta significativamente a função 

do receptor (Beaumont et al. 2005; Beaumont et al. 2007; Ringholm et al. 2004). 

Apesar dos resultados descritos indicarem a importância das mutações no MC1R 

no controle da pigmentação em humanos, muitas das mutações conhecidas no gene em 

humanos não foram caracterizadas funcionalmente, não sendo conhecido o seu impacto 

no funcionamento do gene e no fenótipo. O estudo do gene MC1R através de diferentes 

abordagens permitirá o melhor entendimento do seu papel na variação fenotípica e na 

evolução da pigmentação. 

Neste trabalho realizou-se a predição do efeito dos polimorfismos de um 

nucleotídeo não sinônimos (nsSNPs) no gene MC1R humano utilizando diferentes 

ferramentas computacionais, visando diferenciar os polimorfismos danosos dos neutros 

e identificar os mais deletérios para o funcionamento do gene. 
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Objetivos 

Gerais 

Aumentar o conhecimento sobre a regulação genética da pigmentação através da 

utilização de abordagens de genes candidatos, avaliando a associação dos genes MC1R, 

ASIP, TYRP1 e KIT com a coloração da lã na raça de ovinos crioulos, e através da 

abordagem de predição computacional avaliar o efeito dos polimorfismos no gene 

MC1R humano. 

 

Específicos 

- Realizar o seqüenciamento dos genes candidatos MC1R, ASIP, TYRP1 e KIT 

nos ovinos crioulos, buscando identificar alterações associadas com a variação da cor; 

- Caracterizar a variação na coloração da lã na raça crioula através da 

colorimetria pelo Sistema CIELAB; 

- Identificar os mecanismos de herança dos genes envolvidos na regulação da 

cor da lã nos ovinos crioulos; 

- Realizar a análise da expressão do RNA mensageiro (Real Time PCR) do gene 

ASIP em amostras de tecido de pele dos ovinos crioulos visando correlacioná-las com 

os genótipos e fenótipos dos animais; 

- Realizar a predição do efeito dos polimorfismos de um nucleotídeo não 

sinônimos (nsSNPs) no gene MC1R humano utilizando diferentes ferramentas 

computacionais, identificando os mais deletérios para o funcionamento do gene. 
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Discussão geral 

Os resultados obtidos permitiram identificar a influência da interação epistática 

dos genes MC1R e ASIP na coloração da lã nos ovinos crioulos. A abordagem dos genes 

candidatos mostrou-se adequada para o estudo da variação coloração nestes animais. Os 

genes candidatos analisados foram escolhidos devido ao conhecimento dos genes 

envolvidos na rota metabólica da pigmentação e à ocorrência de polimorfismos 

previamente associados com a característica em outras espécies ou em outras raças 

ovinas. 

Através do sequenciamento dos genes, da realização de cruzamentos dirigidos 

entre animais de diferentes cores e da análise da expressão, os alelos presentes e o 

mecanismo de regulação dos fenótipos brancos ou pigmentados na raça foram 

esclarecidos. O alelo dominante do gene MC1R consiste em uma ativação constitutiva 

do receptor, resultando na produção de eumelanina e, portanto, no fenótipo pigmentado 

sempre que este alelo está presente. Por outro lado, os indivíduos homozigotos para o 

alelo selvagem do MC1R possuem um receptor funcional, passível de ser ativado pela 

melanocortina ou inibido pelo peptídeo ASIP. Quando estes indivíduos apresentaram o 

alelo duplicado do gene ASIP ocorreu a inibição da pigmentação, resultando no fenótipo 

branco. A análise da expressão do ASIP por PCR em tempo real confirmou o efeito da 

duplicação sobre a transcrição. Apenas os portadores do alelo duplicado apresentaram 

níveis elevados do RNA mensageiro do gene, enquanto os homozigotos para o alelo 

simples não expressaram o gene, exibindo fenótipos pigmentados. 

Embora os genes MC1R e ASIP tenham sido analisados em outras raças ovinas, 

demonstrou-se que a combinação de alelos existente em cada população, bem como a 

sua funcionalidade são determinantes para a diversidade de fenótipos. Desta forma, 

espera-se que o conhecimento adquirido auxilie na busca por melhorias na criação e na 

preservação da raça. 

A coloração da lã na raça ovina Crioula é uma característica complexa que 

apresenta uma grande diversidade de cores. Além da influência de diferentes fatores 

genéticos aspectos ambientais também podem afetar o fenótipo dos indivíduos 

dificultando o estudo da sua regulação. Através das análises realizadas neste trabalho foi 

possível identificar que os genes MC1R e ASIP estão envolvidos no controle da 

pigmentação nesta raça. Embora exista uma diferença significativa na cor entre os 
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grupos de animais brancos e coloridos a avaliação colorimétrica demonstrou que a raça 

apresenta uma ampla variedade de tons a qual demanda maior caracterização. 

A predição do efeito de polimorfismos nos genes de coloração utilizando 

ferramentas computacionais apresenta-se como uma abordagem alternativa para o 

estudo da genética da coloração. Uma grande quantidade de mutações foram descritas 

no gene MC1R humano, ressaltando o seu papel na variação fenotípica, entretanto, para 

muitas destas não foram realizadas análises in vitro do seu impacto sobre o 

funcionamento do receptor. 

Através da combinação do resultado de 11 programas de predição com 

estratégias distintas foi possível identificar os 14 nsSNPs mais danosos no gene MC1R 

humano. Os 92 nsSNPs analisados foram classificados do mais neutro, não 

apresentando nenhum resultado deletério, ao mais danoso, com resultados deletérios em 

todas as ferramentas analisadas. Devido ao fato de a maioria dos polimorfismos 

analisados não ter sido estudada quanto aos seus efeitos no funcionamento do gene, 

estes resultados podem ser utilizados na priorização das mutações a ser analisadas em 

estudos laboratoriais posteriores e contribuir no entendimento do papel do MC1R na 

variação fenotípica em humanos. 
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