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Resumo 

O antígeno Duffy é receptor único para o Plasmodium vivax, hemoparasita do filo 

Apicomplexa causador da malária vivax em humanos. A resistência a este parasita 

pela maior parte dos indivíduos negros africanos e seus descendentes é devido a 

uma mutação na região promotora do gene que impede a sua transcrição nos 

eritrócitos. Em relação à babesiose bovina, sabe-se que animais de raças taurinas 

são mais susceptíveis à infecção pelo parasita quando comparados aos animais de 

raças zebuínas. Com o objetivo de verificar se o mesmo processo de resistência dos 

humanos ocorre entre bovinos, a região 5’ flanqueadora do gene Duffy foi isolada e 

caracterizada em Bos indicus e Bos taurus. Foram identificados e genotipados 4 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNP1: -500 C>T; SNP2: -186 C>T; SNP3: -158 

A>G e SNP4: -3 A>G) que apresentaram diferenças significativas de freqüências (P≤ 

0,001) entre 99 animais de cada espécie (n=198). A caracterização da região isolada 

revelou a presença de 6 haplótipos putativos, 14 genótipos formados pelos 

haplótipos e numerosos sítios putativos para fatores de transcrição.  Apenas as 

timinas nos SNPs 1 e 2, mais comuns em B. indicus, alteram alguns desses sítios. 

Porém, a análise por PCR em tempo real de animais com genótipos homozigotos 

mais comuns em cada espécie e contrastantes para todos os polimorfismos, revelou 

não haver diferença de expressão do gene Duffy entre os mesmos. Dessa forma, 

conclui-se que os polimorfismos identificados, a princípio, não seriam úteis como 

marcadores moleculares em programas de melhoramento para a característica de 

resistência à babesiose. 



 

 VI 

Abstract 

The Duffy antigen is the only receptor for Plasmodium vivax, a hemoparasite of the 

phylum Apicomplexa and the cause of vivax malaria in humans. Resistance to this 

parasite in the majority of black African people and their descendents is due to a 

mutation in the gene promoter region, which blocks its transcription on erythrocytes. 

Regarding bovine babesiosis, it is known that the taurine breeds are more susceptible to 

parasite infection than zebu breeds. In order to verify whether the same human 

resistance occurs in bovine, the 5’ flanking region of the Duffy gene was isolated and 

characterized in Bos indicus and Bos taurus. Four single nucleotide polymorphisms 

were identified and genotyped (SNP1: -500 C>T; SNP2: -186 C>T; SNP3: -158 

A>G and SNP4: -3 A>G), which showed significant frequency differences among 99 

bovine of each species (n=198). Characterization of the isolated region revealed the 

presence of 6 putative haplotypes, 14 genotypes, which are formed by haplotypes and 

numerous putative transcription factor binding sites. Just the thymine presence on SNPs 

1 and 2, more common in B. indicus, alters some of the sites in this region. Despite this 

fact, analyses using real time PCR on bovine presenting the more common homozygote 

genotypes from each species, which contrast with all the polymorphisms, revealed that 

no difference of Duffy gene expression occurred among the same. Thus, in principal, it 

was concluded that the polymorphisms identified, would not be useful as molecular 

markers in an improvement program for resistance to babesiosis.    
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1- INTRODUÇÂO 

 

1.1- Taxonomia dos bovinos 

Os bovinos pertencem ao Gênero Bos, Família Bovidae, Ordem Artiodactyla, 

sendo encontrados em praticamente todos os países do mundo, com uma estimativa 

de que existam mais de 1,2 bilhões de animais de pelo menos 780 raças (FRIES & 

RUVINSKY, 1999). A evolução humana tem sido influenciada pelos bovinos, que 

representam importante fonte de alimento (CUNNINGHAM, 1992). 

De acordo com a nomenclatura clássica de Linnaeus os bovinos são divididos 

em duas espécies do gênero Bos, Bos taurus e Bos indicus. A espécie Bos taurus 

(taurinos) engloba as raças européias e africanas, sem cupim e a Bos indicus 

(zebuínos) engloba as raças indianas e africanas, com cupim (DEL LAMA, 1991). 

Esta classificação é sustentada pela alta diversidade genética, estimada a partir de 

polimorfismos protéicos (MANWELL & BAKER, 1980), do polimorfismo morfológico 

do cromossomo Y, geralmente submetacêntrico em taurinos e acrocêntrico em 

zebuínos (KIEFFER & CARTWRIGTH, 1968) e polimorfismos de microssatélites em 

cromossomos autossômicos (MACHUGH et al., 1997). Entretanto, muitos autores 

consideram inadequada a proposta de classificação das raças européias e indianas 

como espécies diferentes em razão da completa inter-fertilidade e pelo fato de não 

existir isolamento geográfico, sugerindo assim, a classificação destes grupos como 

subespécies. 

Há duas hipóteses principais para explicar a origem desses grupos. Uma 

afirma que o gado domesticado primeiro se desenvolveu de um único ancestral 

selvagem, o Aurorque (Bos primigenius primigenius), durante a fase Neolítica. 

Posteriormente foi produzida a população de Bos indicus por meio de cruzamento e 
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seleção do gado Bos taurus (EPSTEIN, 1971; EPSTEIN & MASON, 1984; PAYNE, 

1991). A hipótese alternativa sugere que a população de zebu foi desenvolvida 

independentemente no Neolítico, sendo o provável progenitor a subespécie de 

Aurorque encontrada no sul da Ásia (Bos primigenius nomadicus). Esta interpretação 

é suportada por achados arqueológicos e evidências genéticas (MEADOW, 1993; 

LOFTUS et al., 1994; BRADLEY et al., 1996, MACHUGH et al., 1997). 

Devido às diversas teorias de origem e classificação dos bovinos, na literatura 

são encontradas várias nomenclaturas: Bos primigenius taurus e Bos primigenius 

indicus, Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, Bos indicus e Bos taurus, sendo esta 

última a utilizada neste trabalho. 

 

1.2- Bovinocultura no Brasil 

A bovinocultura nacional conta, atualmente, com mais de 200 milhões de 

animais, representando o maior rebanho comercial do mundo. Em 2006, o PIB do 

setor agropecuário brasileiro foi da ordem de 148,31 bilhões de dólares 

correspondendo a 27,9% do PIB nacional, sendo que destes, aproximadamente 30% 

(66 bilhões de dólares) são devido à pecuária (CNA, 2006). 

O rebanho brasileiro é composto por aproximadamente 80% de animais da 

espécie Bos indicus de origem indiana e por produtos de seu cruzamento com 

animais da espécie Bos taurus de origem européia (GARCIA, 1995). Apesar da 

proximidade filogenética, estas duas espécies apresentam características fenotípicas 

bastante distintas com reflexos marcantes na eficiência produtiva e reprodutiva.  

De maneira geral os zebuínos apresentam grande rusticidade, caracterizada 

pela adaptação às condições climáticas das regiões tropicais e pela 

resistência/tolerância aos endo e ectoparasitas, bem como a algumas doenças 
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infecto-contagiosas (SANTIAGO, 1985). Os taurinos, por sua vez, são menos 

adaptados ao clima tropical, apresentam dificuldade em eliminar o excesso de calor 

corporal em função de deficiências de seu aparelho termo regulador e apresentam 

maior susceptibilidade às doenças infecciosas e infestações parasitárias, 

especialmente a babesiose, anaplasmose e febre aftosa. Por outro lado, são 

significativamente mais eficientes no que se refere aos parâmetros produtivos e 

reprodutivos.  

As doenças infecciosas e parasitárias causam perdas importantes em vários 

setores da produção pecuária no Brasil e no mundo. Dados do Sindicato Nacional da 

Indústria de Produtos para Saúde Animal (Sindam) indicam que o Brasil é o terceiro 

maior mercado de defensivos e insumos veterinários. Parte significativa dessa soma 

destina-se a produtos que poderiam ser substituídos por tecnologias mais eficazes e 

baratas, como, por exemplo, animais geneticamente resistentes aos parasitas 

(SANTOS, 2001). 

 

1.3- Marcadores moleculares 

Marcador molecular é todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene 

expresso ou de um segmento específico de DNA correspondente a regiões 

expressas ou não do genoma. Entre as vantagens atribuídas aos marcadores 

moleculares destacam-se o alto polimorfismo, o fato de não sofrerem influência do 

meio ambiente, de serem em geral codominantes, de poderem ser analisados em 

qualquer estágio de desenvolvimento do indivíduo, e de poderem caracterizar um 

indivíduo a partir de suas células ou tecidos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 

Do ponto de vista molecular ocorrem três tipos principais de variações na molécula 

de DNA, as regiões repetitivas, as inserções/deleções (InDels) e as alterações de 
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um único nucleotídeo (Single Nucleotide Polymorphism - SNPs) (VIGNAL et al., 

2002). 

Variações moleculares são categorizadas como polimorfismos quando 

ocorrem em mais de 1% da população, sendo consideradas biologicamente normais. 

São consideradas funcionais quando promovem alterações na expressão do gene 

ou na composição da proteína, sendo que, dessa forma podem tornar um indivíduo 

mais ou menos susceptível a determinada patologia (THOMPSON et al., 1991).  

Em relação aos SNPs, as substituições mais freqüentes observadas no DNA 

envolvem bases nitrogenadas de mesma característica estrutural, ou seja, trocas 

entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas pirimidinas (C/T ou T/C), sendo 

denominadas transições. As transversões são substituições de uma purina por uma 

pirimidina ou o contrário. As alterações, que posteriormente podem levar aos SNPs, 

podem ser provocadas por erros de incorporação de bases durante a replicação do 

DNA, ou em outros casos, são causadas por agentes ambientais (GUIMARÃES & 

COSTA, 2002). Os SNPs são marcadores bialélicos, geralmente detectados de 

forma codominante e são uma fonte importante para a análise de características 

complexas em bovinos devido a sua abundância no genoma, baixa taxa de mutação 

e recentes avanços nas técnicas de detecção e genotipagem (HEATON et al., 2001) 

Os polimorfismos em geral ocorrem tanto em regiões codificantes como em 

regiões não codificantes dos genomas. Considerável atenção tem sido focalizada 

nos polimorfismos de regiões gênicas codificantes e em seu potencial de alterar a 

estrutura e, conseqüentemente, a função de uma proteína com importância em 

determinada via metabólica.  Quando os polimorfismos resultam em substituição de 

aminoácido na seqüência protéica são denominados não sinônimos, podendo a 

substituição ser conservativa ou não conservativa em função das características dos 
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aminoácidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver modificações 

estruturais e funcionais na proteína. Embora polimorfismos sinonímicos não alterem 

a seqüência protéica, eles podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA 

mensageiro e, conseqüentemente, afetar a quantidade de proteína produzida. Esta 

quantidade também pode ser afetada quando ocorrem alterações nas regiões não 

traduzidas do RNA mensageiro (5’ UTR e 3’ UTR). Além disso, polimorfismos 

gênicos podem promover processamentos alternativos, geração ou supressão de 

códons de terminação, alteração nos códons de iniciação da tradução e alterações 

no padrão de expressão de genes quando a troca de bases ocorre em seqüências 

promotoras (GUIMARÃES & COSTA, 2002).  

 

1.4- Seleção assistida por marcadores moleculares 

O melhoramento das características fenotípicas de interesse produtivo em 

bovinos vem sendo alvo de grandes esforços da humanidade e, mesmo que 

praticada empiricamente antes do século passado, vem ocorrendo há cerca de 

10.000 anos. A domesticação dos animais permitiu ao ser humano exercer a seleção 

artificial para características desejáveis e alterar, mesmo que inconscientemente, a 

constituição genotípica das populações (SANTOS, 1995). O conhecimento de que 

certas características fenotípicas são herdáveis, levou o homem a controlar os 

acasalamentos nas espécies em domesticação, selecionando os reprodutores 

(REED, 1984). O sucesso da seleção depende do valor da herdabilidade do caráter, 

sendo que heranças poligênicas, dominâncias parciais ou completas, a influência do 

ambiente e o tempo necessário para a avaliação fenotípica freqüentemente são 

fatores limitantes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 
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O melhoramento genético dos animais domésticos tem sido direcionado para 

características tais como produção, eficiência reprodutiva, eficiência alimentar e 

resistência a ecto e endo parasitas aplicando, principalmente, princípios de genética 

quantitativa, de modo que, os indivíduos de uma população sejam avaliados por 

meio de modelos estatísticos. A maior parte dos programas de melhoramento 

genético de bovinos utilizou, até meados de 1980, a teoria dos índices de seleção, 

com ênfase em seleção dentro de rebanhos. A partir dessa data, a metodologia dos 

modelos mistos para a estimação do valor genético dos animais, expresso em 

termos de Diferença Esperada na Progênie (DEP) vem apresentando grande 

destaque (HENDERSON, 1988).  

Apesar dos progressos obtidos, algumas limitações tornaram-se aparentes. A 

eficiência das técnicas tradicionais de seleção é bastante limitada em relação as 

características de difícil mensuração ou que não podem ser diretamente mensuradas 

(resistência a doenças e de expressão em um único sexo), de baixa herdabilidade 

(fertilidade), de expressão tardia ou pós-morte (características de carcaça), ou que 

apresentam correlações genéticas negativas (produção de leite e porcentagem de 

gordura no leite) (SCHWERIN et al., 1995).  

A análise do genoma dos animais domésticos, por meio de marcadores 

moleculares, vem contribuindo para solucionar algumas destas limitações.  A 

acurácia das predições e a intensidade de seleção aplicada ao rebanho podem ser 

incrementadas, diminuindo o intervalo entre gerações e economizando esforços em 

testes de progênie de touros. 

Porém, as conquistas práticas obtidas até o momento são poucas, 

principalmente para características produtivas e reprodutivas, ou seja, a utilização 

dessa estratégia no melhoramento genético (Seleção Assistida por Marcadores 
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Moleculares – MAS) tem sido modesta, já que na maior parte das vezes os 

resultados de diferentes trabalhos mostraram-se não conclusivos ou contraditórios 

(CURI, 2004). Essas contradições costumam ser explicadas por variações no 

desequilíbrio de ligação entre marcadores moleculares e características quantitativas 

nas diferentes populações e raças, já que muitas vezes os polimorfismos estudados 

não são os responsáveis diretos por alterações fenotípicas, ou ainda por interações 

epistáticas diferentes entre o gene candidato e as bases genéticas de populações e 

raças distintas (CURI et al., 2006). Além disso, dentre o grande número de genes 

envolvidos na determinação de uma característica de interesse, os genes candidatos 

para uma variação fenotípica podem não ser necessariamente os principais 

responsáveis por essa variação. Segundo Rothschild & Soller (1997) a probabilidade 

de um gene candidato estar associado a uma característica de importância 

econômica é teoricamente muito pequena. 

Atualmente, a busca de genes relacionados à características desejáveis tem 

se voltado para o estudo da expressão gênica diferencial, baseando-se no princípio 

de que animais que apresentam características fenotípicas diferentes, podem diferir 

tanto qualitativa quanto quantitativamente na produção de mRNAs específicos e, 

conseqüentemente, na produção das respectivas proteínas. 

 

1.5- Região promotora 

O processador central da regulação da expressão de um gene é seu 

promotor, uma vez que contêm os sítios de ligação para as RNAs polimerases 

responsáveis pela transcrição gênica. Promotores gênicos estão, normalmente, 

localizados imediatamente antes (upstream) da região transcrita de um gene.  
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Em geral, a região promotora de um gene de eucarioto possui uma seqüência 

conservada (T/A)A(A/T) a aproximadamente 30 pares de bases (pb) do ponto de 

início da transcrição, a qual é denominada TATA Box, e elementos promotores 

proximais, localizados a aproximadamente 100 (CCAAT Box) e 200 pb (GC Box) 

acima do ponto de início da transcrição (GRIFFITHS et al., 2000). Resumidamente, a 

seqüência TATA é reconhecida pela proteína de ligação TBP (proteína de ligação a 

TATA) que é uma subunidade do fator de transcrição IID (TFIID), ao qual se liga o 

fator de transcrição IIA (TFIIA), estabilizando a ligação da TBP ao DNA. A este 

complexo liga-se ainda o fator de transcrição IIB (TFIIB), formando assim a estrutura 

que é reconhecida pela RNA polimerase II que inicia o processo de transcrição 

(BROWN, 1999). Os processos que proporcionam a modulação transcricional são 

extremamente complexos e ocorrem por meio de uma intricada rede de interações 

envolvendo os elementos citados acima e outros elementos localizados mais 

distantes do ponto de início da transcrição (enhancers e silencers). 

Recentemente, grande número de polimorfismos tem sido identificado na 

região reguladora dos genes, sugerindo que esse tipo de variação é funcional e 

evolutivamente mais importante do que se pensava (MITCHISON, 2000). Tanto 

trabalhos clássicos (BRITTEN & DAVIDSON, 1969; KING & WILSON, 1975) quanto 

recentes (KOHN et al., 2004; STAMATOYANNOPOULOS, 2004; WITTKOPP et al., 

2004) consideraram que a principal fonte de variação entre indivíduos pode ser 

atribuída às diferenças de expressão gênica, motivadas por alterações em regiões 

regulatórias, e não às diferenças localizadas nas regiões codificantes. Segundo 

BROWN & FEDER (2005) a variação na expressão gênica entre membros da 

mesma espécie é a matéria prima da evolução. 
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Alterações em elementos reguladores podem modificar sítios de interação 

entre DNA e proteína e, potencialmente, alterar para mais ou para menos os 

padrões de expressão gênica (ROWNTREE & HARRIS, 2002). Nesse sentido, a 

identificação e entendimento de variações genéticas que afetam a regulação da 

expressão gênica são um desafio dentro da genômica e espera-se que seus 

resultados tenham papel importante na compreensão molecular de características 

complexas (HUDSON, 2003).  

Em seres humanos foram estudadas associações entre polimorfismos da 

região promotora e expressão gênica de proteínas envolvidas com pressão arterial e 

hipertensão (MITCHISON, 2000 e MORENO et al., 2003), infarto do miocárdio 

(KOCH et al., 2001), metabolização da nicotina (PITARQUE et al., 2001), 

tromboembolia (ENDLER et al., 2001), fibrose cística (ROWNTREE & HARRIS, 

2002), mal de Alzheimer (LAWS et al., 2003), osteoporose (FERRARI et al., 2003), 

diabetes tipo1 (JAHROMI et al., 2003), leucemia mielóide crônica (SIBLEY et al., 

2003), câncer cervical (NISHIOKA et al., 2003), risco de câncer em tecido epitelial 

(CATTANEO et al., 2006), doença de Parkinson (WU, et al., 2006), entre outras. 

Em bovinos, estudos de interação DNA-proteína revelaram que variantes da 

região reguladora dos genes β-lactoglobulina (LUM et al., 1997) e α-caseína 

(SZYMANOWSKA et al., 2004) podem estar relacionadas à diferenças na 

transcrição de mRNA e expressão de proteínas na glândula mamária. Rodrigues et 

al. (1998) observaram diferenças nas freqüências de um polimorfismo localizado na 

região promotora do gene do hormônio do crescimento (GH1) entre bovinos 

selecionados para produção de carne e de leite. Este polimorfismo é uma deleção 

de 3 nucleotídeos (AAG) entre as posições -35 e -33, nove nucleotídeos acima da 
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seqüência TATAAA, e apresentou freqüência de 0,15 em raças de corte e de 0,0 nas 

raças leiteiras.  

Também em bovinos, a ocorrência de um microssatélite polimórfico localizado 

na região promotora P1 do gene do receptor de hormônio de crescimento (GHR) 

pode contribuir para a complexidade de sua expressão (HALE et al., 2000). Em 

rebanhos Bos indicus é mais freqüente o alelo curto (S) com 11 repetições TG 

consecutivas enquanto que, em rebanhos Bos taurus predominam os alelos longos 

(L) com 16 a 20 repetições TG consecutivas (LUCY et al., 1998). Os resultados 

obtidos por Curi et al. (2005a) mostraram a inferioridade do genótipo SS do 

microssatélite do gene GHR em relação ao genótipo LS, para as características 

ganho de peso e peso corporal ao abate em animais B. indicus e B. indicus x B. 

taurus. Ge et al. (2001) identificaram um polimorfismo de base única na região 

promotora do gene da insulina como fator de crescimento 1 (IGF-1) de bovinos e 

encontraram associação entre o alelo B desse polimorfismo e maior ganho de peso 

diário no período pós-desmama em animais B. taurus. Os resultados obtidos por 

Curi et al. (2005b) confirmaram a possibilidade desse polimorfismo da região 

promotora do gene IGF-1 ser exclusivo de animais B. taurus e mostraram 

associações significativas entre genótipos e características de crescimento em 

animais B. indicus x B. taurus, sendo o genótipo BB favorável em relação ao 

genótipo AB. Cheong et al. (2006) relacionaram o polimorfismo -424 A>T na região 

promotora do gene do fator de liberação de hormônio de crescimento com peso de 

carcaça fria e área do músculo Longissimus dorsi, os quais foram superiores nos 

homozigotos TT, intermediárias nos heterozigotos AT e inferiores nos homozigotos 

AA. 
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1.6- Antígeno Duffy 

A descoberta do antígeno Duffy em humanos ocorreu em 1950, por Cutbush 

et al. (1950), que detectaram o anticorpo no soro de um paciente hemofílico 

multitransfundido e o chamaram de anti-Fya, em homenagem ao paciente em 

questão, o Sr. Duffy. No ano seguinte, Ikin et al. (1951) descreveram o anti-Fyb, 

anticorpo que define o par antitético do antígeno Fya. Posteriormente, Sanger et al. 

(1955) observaram que a ausência do antígeno Duffy era o mais comum em afro-

americanos e que provavelmente representava o produto de um alelo silencioso.  

Os anticorpos anti-Fya e anti-Fyb são clinicamente significantes na transfusão 

sanguínea, pois foram associados com reações hemolíticas transfusionais imediatas 

ou tardias (BOYLAND et al., 1982) e com a doença hemolítica do recém-nascido 

(VESCIO et al., 1987). 

Em humanos, o loco Duffy está localizado no cromossomo 1q22-q23 

(DONAHUE et al. 1968; MATHEW et al., 1994). Inicialmente, acreditava-se que esse 

gene consistia de apenas um exon que codificava um polipeptídeo de 338 

aminoácidos (CHAUDHURI et al., 1995). Estudos posteriores revelaram a presença 

de um pequeno exon anterior (exon 1) que contém seqüências não traduzidas e 

seqüências codificantes. Este exon pode ser unido, após splicing, ao segundo exon 

(exon 2) para dar origem ao transcrito mais abundante, chamado transcrito maior, 

que codifica uma proteína de 336 aminoácidos (IWAMOTO et al., 1996a). As 

isoformas diferem nos aminoácidos da região amino-terminal (N-terminal), onde o 

transcrito maior tem 6 aminoácidos e o menor tem 9, porém eles não diferem na 

ligação com anticorpos anti-Duffy, nem na ligação com quimiocinas 

(YASDANBAKHSH et al., 2000). 
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O gene Duffy apresenta alelos múltiplos, entre os quais os alelos 

codominantes FY*A e FY*B, que codificam os dois antígenos principais, Fya e Fyb, 

respectivamente (CUTBUSH et al., 1950; IKIN et al., 1951). Estes alelos, diferem por 

substituição de uma guanina por uma adenina na posição 131 do cDNA do transcrito 

menor ou 125 do transcrito maior, alterando o códon 44 ou 42, dependendo da 

isoforma, o qual codifica o aminoácido glicina no antígeno Fya e o ácido aspártico no 

antígeno Fyb (CHAUDHURI et al., 1993; 1995). As combinações dos alelos definem 

quatro fenótipos: Fy(a+b+), Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a-b-), os quais apresentam 

distribuição diferencial entre as populações humanas. Os fenótipos Duffy positivo 

Fy(a+b+), Fy(a+b-) e Fy(a-b+) apresentam maior freqüência nas populações 

caucasóides e asiáticas, enquanto que o negativo Fy(a-b-), se apresenta em maior 

freqüência nas populações negróides (BEATTIE, 1988).  

O fenótipo Fy(a-b-) em negros é devido a uma mutação pontual -33 T>C na 

região promotora do alelo FY*B, na região GATA box (TOURNAMILLE et al., 1995; 

IWAMOTO et al., 1996b). Essa mutação altera o sítio do fator de transcrição eritróide 

GATA-1, resultando na ausência de expressão do antígeno Fyb apenas nos 

eritrócitos, não alterando a expressão desta proteína em outros tecidos. Esta mesma 

mutação foi encontrada no alelo FY*A de indivíduos da região endêmica de 

Plasmodium vivax na Papua-Nova Guiné (ZIMMERMAN et al., 1999).  

A expressão reduzida do antígeno Fyb em brancos foi associado à mutação 

265 C>T na região codificadora do exon 2 do FY*B que promove a troca 89 Arg>Cys 

na cadeia peptídica, e caracteriza o FY*X postulado por Chown et al. (1965). Esta 

mutação enfraquecedora de Fyb, quando presente, acompanha-se da mutação 298 

G>A no mesmo alelo Fyb, que leva à substituição 100 Ala>Thr na cadeia peptídica, 

podendo esta última também ser encontrada isoladamente (OLSON et al., 1998; 
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PARASOL et al., 1998). Porém, de acordo com Yazdanbakhsh et al. (2000) a 

mutação 100 Ala>Thr não influencia na expressão da proteína.  

Castilho et al. (2004), em estudo com a população brasileira, observaram uma 

freqüência elevada da mutação -33 T>C (12,5%) em indivíduos que se consideram 

caucasianos, confirmando que no Brasil não existe uma clara distinção de raças. 

Também foi observada a ocorrência simultânea das mutações -33 T>C, 265 C>T e 

298 G>A em indivíduos de descendência africana, o que difere de outros relatos na 

literatura que mostraram a ocorrência das mutações 265 C>T e 298 G>A em 2 a 5% 

da população caucasiana, mas não em indivíduos negros (OLSON et al., 1998; 

PARASOL et al., 1998; YAZDANBAKHSH et al., 2000). 

O antígeno sanguíneo Duffy é uma glicoproteína de 35-43 kDa (HADLEY et 

al., 1984), com 7 domínios transmembrana, que também foi identificado como um 

receptor promíscuo de quimiocinas e, portanto, foi renomeado DARC (Duffy Antigen 

Receptor Chemokine) (CHAUDHURI et al., 1994; MURPHY, 1994; NEOTE et al., 

1994). Além dos eritrócitos, também é encontrado nas células endoteliais de veias 

pós-capilares em diferentes órgãos e em outros tipos celulares, incluindo as células 

de Purkinje no cerebelo, células epiteliais dos túbulos coletores do rim e 

pneumócitos tipo I dos pulmões (HADLEY et. al., 1994; GIRARD et al., 1999; 

HADLEY & PEIPER., 1997; HORUK et al., 1997; PEIPER et al., 1995; CHAUDHURI 

et al., 1997).  

É postulado que sua função nos eritrócitos seja a de neutralizar níveis 

elevados de quimiocinas na circulação (DARBONNE et al., 1991) e, apesar de sua 

função nas células endoteliais não ser bem entendida, tem sido sugerido que este 

receptor facilitaria o transporte de quimiocinas do tecido para o lúmen vascular. 
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Entretanto, a ligação com quimiocinas não transduz nenhum sinal nem altera a 

função da célula endotelial (LEE et al., 2003). 

MILLER et al. (1975) e MASON et al. (1977) descreveram correlação entre o 

antígeno Duffy e a malária, onde portadores do fenótipo Fy(a-b-) eram resistentes à 

infecção pelo parasita malárico símio Plasmodium knowlesi. Esses mesmos autores 

observaram que, in vivo, somente portadores dos antígenos Fya e Fyb contraíam 

malária por P. vivax (MILLER et al., 1976), concluindo que o antígeno Duffy era 

determinante para a invasão dos eritrócitos pelos merozoítas do P. knownlensi e P. 

vivax.  

O sítio de ligação específico para o Plasmodium vivax está localizado no 

domínio N-terminal extracelular (CHITNIS et al., 1996; TOURNAMILLE et al., 2005). 

Nesta região também está localizado o epítopo de reconhecimento de anticorpos 

anti-Duffy (WASNIOWSKA et al., 2000; TOURNAMILLE et al., 2003). Porém, é 

necessária uma ligação com o quarto domínio extracelular para a ligação de 

quimiocinas (TOURNAMILLE et al., 2003). 

Recentemente algumas associações têm sido feitas entre a ausência do 

antígeno Duffy nos eritrócitos (indivíduos Fy(a-b-)) e a angiogênese tumoral 

(MOORE et al., 1999; LENTSH, 2002; SHEN et al., 2006), que seria favorecida pelo 

excesso de quimiocinas na circulação devido à ausência do receptor nos eritrócitos. 

Aproximadamente 70% dos afro-americanos não expressam os antígenos Duffy nos 

eritrócitos e a incidência do câncer de próstata nesses indivíduos é 60% maior do 

que aquela encontrada em caucasianos, com taxa de mortalidade duas vezes mais 

elevada (STANFORD et al., 1999). 

O gene Duffy em B. taurus (GenBank: BT021079.1) é composto por dois 

éxons de 21 e 972 nucleotídeos, respectivamente, e um íntron de 426 nucleotídeos. 
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Marteline (2003) isolou e sequenciou o gene Duffy de Bos indicus e o alinhamento 

com a seqüência de B. taurus mostrou 99,6% de identidade entre as duas 

seqüências As cinco alterações encontradas foram: duas transversões (572 C>G e 

647 T>G), uma inversão de dinucleotídeo (1030-1031 GA>AG) e uma transição 

(1343 A>G).  

 

1.7- Babesiose bovina 

A babesiose bovina é causada pelos parasitas intraeritrocitários Babesia 

bovis, B. bigemina, B. divergens e B. major (McCOSKER, 1981). O primeiro parasita 

foi descrito por Babes (1888), que o encontrou no sangue de um animal com 

hemoglobinúria, e o nome Babesia foi adotado em sua homenagem (RISTIC & 

LEVY, 1981). No Brasil, a babesiose é causada pela B. bovis e B. bigemina, sendo o 

carrapato do gênero Rhipicephalus (Boophilus) microplus o único vetor (PAIVA-

NETO, 2004). 

MONTENEGRO (1992) observou que 70% dos casos de doenças 

hemotropicais dos bovinos de países em desenvolvimento são devidos à Babesia 

spp.. Em 1981, McCosker estimou que mais de 600 milhões de bovinos de países 

tropicais e subtropicais, estariam expostos à infecção por Babesia spp., o que 

segundo Montenegro (1992), provoca prejuízo econômico de mais de 1,3 bilhão de 

dólares por ano. As perdas econômicas são devido à redução na produção de leite e 

carne, infertilidade temporária de machos e fêmeas, custo de tratamentos, gasto 

com medidas preventivas necessárias quando se introduz animal de áreas livres em 

áreas endêmicas e, principalmente, devido à mortalidade (GONÇALVES, 2000).  

A babesiose também é conhecida como “malária bovina”, devido à 

semelhança dos quadros clínicos observados entre bovinos infectados por Babesia 
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bigemina e Babesia bovis e os quadros clínicos apresentado por seres humanos 

infectados por Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum (COOKE et al., 2005). Os 

gêneros Babesia e Plasmodium pertencem ao filo Apicomplexa e apresentam 

características comuns no processo de invasão eritrocitária, sendo possível que 

reconheçam os mesmos receptores (DUBREMETZ, 1998). Nesse sentido, Taylor et 

al. (1990) e Menard (2001) sugeriram a presença de antígenos conservados nos 

estágios de invasão dos eritrócitos para todo o filo Apicomplexa.  

As variações raciais e individuais de susceptibilidade ou resistência bovina à 

Babesia spp. são conhecidas, sendo as raças taurinas mais susceptíveis e as raças 

zebuínas mais resistentes à infecção por este protozoário (ZWART & 

BROCKLESBY, 1979; BOCK et al., 1999a, 1999b). Bock et al. (1999a), em trabalho 

de desafio de bovinos contra a B. bigemina, constataram que tanto animais Bos 

indicus quanto cruzados (Bos indicus x Bos taurus), são mais resistentes que 

animais Bos taurus. Entretanto, foram observadas variações individuais dentro de 

cada grupo. Em outro estudo realizado com animais Bos indicus e cruzados (Bos 

indicus x Bos taurus), que não tiveram contato prévio com carrapatos, Bock et al. 

(1999b) observaram que animais puros têm alto grau de resistência à babesiose, 

enquanto que animais cruzados são suficientemente susceptíveis para garantir o uso 

de medidas preventivas.  

Em geral, de acordo com a literatura, os animais indianos são mais 

resistentes aos carrapatos do que os taurinos (VILARES, 1941, UTECH et al., 1978; 

PAIVA-NETO, 2004). Assim, este fato poderia explicar a maior resistência dos 

animais indianos à babesiose. Porém Bock et al. (1997), por meio de inoculação 

intravenosa de sangue contendo parasitas B. bovis e B. bigemina, verificaram que os 
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animais indianos eram mais resistentes aos parasitas, independentemente da 

resistência ao carrapato.  

Uma possível explicação para os zebuínos serem menos susceptíveis à 

babesiose, é que estes convivem com hemoparasitas de Babesia spp. e carrapatos 

há milhares de anos sendo que, indivíduos susceptíveis sofrem uma maior pressão 

de seleção e, portanto, se mantêm em uma baixa freqüência nas populações. Por 

outro lado, os taurinos estão expostos a estes hemoparasitas e carrapatos há pouco 

mais de algumas centenas de anos, não tendo sofrido igual pressão de seleção 

(DALGLIESH, 1993). 

Apesar de algumas hipóteses terem sido levantadas, as bases bioquímicas, 

fisiológicas e genéticas dessas variações de resistência e susceptibilidade bovina à 

babesiose ainda não foram esclarecidas. Diante disso, a hipótese levantada a partir 

da revisão apresentada é que, a exemplo do que ocorre em humanos em relação à 

malária vivax, a resistência ou susceptibilidade dos bovinos à babesiose pode estar 

relacionada, entre outros fatores, à ausência ou presença do antígeno Duffy na 

superfície dos eritrócitos, em decorrência de alterações que por ventura ocorram na 

região 5’ flanqueadora do gene  que o codifica. 
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2- OBJETIVOS 

 

2.1- Objetivos gerais 

Possibilitar a realização de pesquisa de interesse estratégico visando o 

aprofundamento dos conhecimentos referentes aos mecanismos genéticos e 

fisiológicos envolvidos na característica de resistência ou susceptibilidade à 

babesiose, os quais poderão contribuir para o melhoramento genético de bovinos e 

conseqüentemente para o aumento da competitividade da pecuária nacional. 

 

2.2- Objetivos específicos 

Isolamento e identificação de polimorfismos na região reguladora (5’ 

flanqueadora) do gene Duffy de bovinos,  de maneira a permitir que essas regiões 

do genoma possam ser utilizadas como marcadores moleculares em programas de 

melhoramento genético. 
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3- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1- MATERIAIS 

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependências dos Laboratórios de 

Biotecnologia e Genética Molecular (BIOGEM) e de Biologia Molecular Animal 

(LBMA), ambos situados no Departamento de Genética do Instituto de Biociências 

da Universidade Estadual Paulista (UNESP), câmpus de Botucatu. 

Amostras de sangue de 198 animais não aparentados, sendo 99 Bos taurus 

(72 da raça Angus e 27 da raça Holandesa) e 99 Bos indicus (68 da raça Nelore e 

31 da raça Gir) foram fornecidas pelos Departamentos de Melhoramento e Nutrição 

Animal e de Produção e Exploração Animal e pela Fazenda São Manuel, todos 

pertencentes à Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP, campus de 

Botucatu, pela Central Bela Vista Ltda. e pela Fazenda Clarão da Serra, ambas 

situadas no município de Pardinho/SP. 

Amostras de medula óssea de três animais B. indicus e três animais B. taurus 

não aparentados foram fornecidas, respectivamente, pela Fazenda São Manuel e 

pelo Departamento de Produção e Exploração Animal. 

 

3.2- MÉTODOS 

3.2.1- Coleta de sangue 

 Amostras de 5 mL de sangue total foram colhidas por venipunctura da jugular 

esquerda, na região do pescoço, utilizando-se tubos vacutainer (BD, EUA), contendo 

7,5 mg de EDTA. Imediatamente após a coleta, o sangue foi homogeneizado em 

EDTA e mantido sob refrigeração em gelo. 
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3.2.2- Extração de DNA genômico de sangue  

A extração do DNA genômico de cada um dos 198 animais estudados foi 

realizada a partir de uma alíquota de 200 µL da amostra de sangue total, utilizando o 

procedimento proposto por Zadworny & Kuhnlein (1990) e modificado por Miretti 

(1998). Aos 200 µL de sangue total foram acrescentados 700 µL de solução TKM2 a 

4 ºC [Tris-HCl 1 M; KCl 1 M; MgCl2 1 M; EDTA 0,1 M; NaCl 1 M] e 150 µL de SDS 

10% previamente aquecido (55ºC). Após homogeneização, esta solução foi 

incubada em banho termostático a 55 ºC por 1 hora. Em seguida foram adicionados 

500 µL de NaCl 6 M saturado e a solução foi homogeneizada e centrifugada a 

10.000 g por 30 minutos a 4 ºC. Um mililitro do sobrenadante foi transferido para 

tubos contendo o mesmo volume de álcool isopropílico gelado. Os DNAs 

precipitados foram transferidos para outro tubo contendo 1 mL de etanol 70% 

gelado. As amostras foram então centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 ºC. O 

sobrenadante foi descartado e os pellets, depois de secos, ressuspendidos em TE 

[Tris-HCl pH 8,0 1 M; EDTA 0,1 M]. Para verificação da quantidade e integridade do 

DNA, as amostras obtidas foram submetidas à eletroforese em géis de agarose a 

0,8%, corados com brometo de etídio. As amostras foram comparadas a um padrão 

de concentração conhecida para serem posteriormente diluídas para concentração 

de trabalho de 10 ng/µL. 

 

3.2.3- Amplificação da região 5’ flanqueadora do ge ne Duffy 

Os oligonucleotídeos, Duffy F – 5’ TGAATGATACACAAGGAGCCC 3’ e Duffy 

R – 5’ GATGACAGAAGGAGCGAGG 3’, utilizados para isolar e amplificar um 

fragmento de 707 pb da região 5’ flanqueadora do gene Duffy de bovinos foram 

desenhados utilizando-se o programa Primer 3 (ROZEN & SKALETSKY, 1998) com 
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base na seqüência depositada no GenBank pelo Bovine Genome Project (número 

de acesso: NW_402248.1), o qual foi coordenado pela International Society of 

Animal Genetics (ISAG) e conduzido por um consórcio internacional de Centros de 

Pesquisa.  A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em 38 ciclos de 1 

minuto a 95 ºC, 1 minuto a 57 ºC e 2 minutos a 72 ºC. Cada reação continha 50 ng 

de DNA genômico, 0,75 unidades de Taq DNA polimerase (Fermentas Life Science, 

EUA) com seu respectivo tampão (1X), 1,5 mM de MgCl2, 0,24 mM de cada 

desoxinucleotídeo (dNTP) e 0,12 µM  de oligonucleotídeos Duffy F e Duffy R. O 

fragmento resultante foi visualizado em gel de agarose a 2%, corado com brometo 

de etídeo e comparado com um padrão de peso molecular de 100 pb para 

confirmação da especificidade da amplificação.  

 

3.2.4- Sequenciamento da região 5’ flanqueadora do gene Duffy 

Do total de amplificações, 16, sendo oito amostras de Bos indicus (quatro 

amostras de Nelore e quatro de Gir) e oito amostras de Bos taurus (quatro de 

Holandês e quatro de Angus) foram realizadas utilizando-se a enzima Taq Pfu DNA 

polimerase (Fermentas Life Science, EUA), com seu respectivo tampão (1X) e 1,5 

mM de MgSO4, nas condições descritas acima, para posterior realização do 

sequenciamento direto.  

A reação de sequenciamento direto seguiu o protocolo descrito pelo fabricante 

do kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, 

EUA), com modificações. Os produtos de PCR utilizados nas reações de 

sequenciamento foram purificados com a mistura de enzimas ExoSap-IT (GE, EUA), 

segundo as recomendações do fabricante. Os oligonucleotídeos Duffy F e Duffy R 

foram utilizados como iniciadores para a enzima AmpliTaq DNA polimerase, 
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hibridizando-se à região 5’ e 3’ do produto de PCR, respectivamente. Cada reação 

contou com um volume final de 20 µL, sendo constituída de 2 µL do Terminator 

Ready Reaction Mix (Big Dye Terminator v 3,1 Cycle Sequencing kit, Applied 

Biosystems, EUA) com seu respectivo tampão (1X), 0,16 µM de oligonucleotídeo e 

200 ng do produto de PCR purificado. A amplificação foi realizada em 25 ciclos de 

96 ºC por 45 segundos, 52 ºC por 30 segundos e 60 ºC por 4 minutos.  

As reações de sequenciamento foram precipitadas pela adição de 80 µL de 

isopropanol 65% e incubação a temperatura ambiente por 20 minutos. A seguir, as 

amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 25 minutos, o sobrenadante 

descartado e o pellet lavado com 200 µL de etanol 70% a temperatura ambiente. 

Depois de centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos, o sobrenadante das amostras foi 

descartado e o pellet foi seco no escuro por 45 minutos a temperatura ambiente. 

Após este período, o pellet foi ressuspendido em 3 µL de Formamida HI-DI (Applied 

Biosystems, EUA). As amostras foram desnaturadas a 95 ºC por 5 minutos e 1 µL 

de cada uma delas foi aplicado em gel de poliacrilamida desnaturante (4%). A 

eletroforese foi realizada no aparelho de sequenciamento automático ABI Prism 377 

DNA Sequencher (Applied Biosystems, EUA). As seqüências geradas foram 

alinhadas utilizando-se o software Sequencher 3.1 (GeneCodes, EUA). 

 

3.2.5- Genotipagem de SNPs ( Single Nucleotide Polymorphisms) 

A genotipagem de SNPs foi realizada por mini-sequenciamento utilizando-se 

o kit ABI Prism SnaPshot Multiplex (Applied Biosystems, EUA). As amplificações 

anteriormente realizadas com os oligonucleotídeos Duffy F e Duffy R foram 

quantificadas em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etídeo. Os 

produtos de PCR foram purificados com a mistura de enzimas ExoSap-IT, segundo 
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as recomendações do fabricante. Cada reação de genotipagem foi composta de 

multiplex dos seguintes oligonucleotídeos reversos: SNP1- 5’ 

AAGTGACGTGTTTGTGGGAG 3’; SNP2- 5’ AGCCCCAGGACCACTTAC + 6C 3’; 

SNP3- 5’ TGTTTACCCCACGCCCAC + 10C 3’ e SNP4- 5’ 

GTAAAGACAGTTCCCCATGA +12C 3’, os quais diferiam em tamanho de 4 pares 

de bases. As reações do mini-sequenciamento continham 0,4 µM de cada 

oligonucleotídeo, tampão 1X [Tris HCl 20 mM, MgCl2 0,5 mM, pH 9,0], 1 µL de 

SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix e 100 ng do produto de PCR purificado, 

constituindo um volume final de 10 µL. As amostras foram submetidas a 40 ciclos de 

10 segundos a 95 ºC, 5 segundos a 50 ºC e 30 segundos a 60 ºC. Com o objetivo de 

eliminar os didesoxinucleotídeos (ddNTPs) não incorporados, as amostras foram 

tratadas com 1 U de fosfatase alcalina de camarão (SAP) (GE, EUA), a 37 ºC por 1 

hora e 80 ºC por 20 minutos. Após adição de 11 µL de Formamida HI-DI, as 

amostras foram desnaturadas a 95 ºC por 5 minutos e 1 µL do seu volume foi 

aplicado em gel de poliacrilamida desnaturante (4%). A eletroforese foi realizada 

utilizando-se o aparelho de sequenciamento automático ABI Prism 377 DNA 

Sequencher.  

 

3.2.6- Caracterização da região 5’ flanqueadora do gene Duffy 

A ocorrência de haplótipos determinados pelos polimorfismos encontrados na 

região 5’ flanqueadora foi calculada utilizando o software Arlequin 3.01 (EXCOFFIER 

et al., 2005) empregando o método do algoritmo ELB.  

O programa SIGNAL SCAN (PRESTRIDGE, 2000) e os bancos de dados de 

fatores de transcrição TDF e TRANSFAC foram utilizados para verificar, na região 



                                                                                                                                                    Materiais e métodos 

 27 

seqüenciada, os possíveis sítios de ligação de elementos transcricionais já 

identificados em mamíferos. 

 

3.2.7- Análise estatística  

As freqüências dos alelos de cada um dos polimorfismos identificados na 

região 5’ flanqueadora do gene Duffy  e a freqüência dos genótipos formados por 

estes polimorfismos foram calculadas por contagem direta dos resultados obtidos 

pela genotipagem.  As freqüências dos haplótipos determinados pelos quatro 

polimorfismos e dos genótipos formados pelos haplótipos foram calculadas utilizando 

o software Arlequin 3.01. 

 A comparação entre as freqüências dos SNPs, dos genótipos formados pelos 

SNPs, dos haplótipos e dos genótipos formados pelos haplótipos, entre as raças de 

cada espécie e entre as duas espécies, foi realizada pelo teste exato de Fisher por 

meio do software SAS Systems 8.1 (Instituto SAS, EUA). 

 

3.2.8- Coleta de medula óssea 

A coleta de medula óssea de três animais Bos taurus portadores do genótipo 

homozigoto CCAA e três animais Bos indicus portadores do genótipo homozigoto 

TTGG, foi realizada com agulha especial para biópsia aspirativa de medula óssea 

(Komiyashiki, Japão).  Os animais foram contidos em decúbito lateral de maneira 

que o osso esterno permanecesse acessível. Depois de feita a anti-sepsia, a agulha 

foi pressionada sobre o esterno por meio de um movimento rotativo até atingir a 

cavidade medular. O mandril foi removido e conectou-se uma seringa de 20 mL, 

umedecida com EDTA a 3% diluído em solução fisiológica estéril. Foram aspirados 
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até 5 mL de material medular de cada animal e depois de homogeneizadas, as 

amostras foram mantidas sob refrigeração em gelo. 

 

3.2.9- Extração do RNA total de medula óssea 

Imediatamente após a coleta, o RNA total das amostras de medula óssea foi 

isolado utilizando o reagente TRIzol LS (Invitrogen,  EUA). Para tal, 300 µL de 

amostra foram homogeneizados com 700 µL de TRIzol. A esse volume foram 

adicionados 200 µL de clorofórmio e seguiu-se homogeneização vigorosa e 

incubação a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Na seqüência, as amostras 

foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4 ºC. A fase aquosa (superior) foi 

transferida para um novo tubo e procedeu-se a precipitação do RNA pela adição de 

500 µL de isopropanol gelado, incubação a temperatura ambiente por 10 minutos e 

centrifugação a 12.000 g por 15 minutos a 4 ºC.  O sobrenadante foi descartado e o 

pellet de RNA foi lavado com 1 mL de  etanol 75%  e submetido a nova 

centrifugação a 7.500 g por 5 min a 4 ºC. O sobrenadante foi retirado e o pellet seco 

a temperatura ambiente por 7 minutos. Após esta secagem, o pellet foi 

ressuspendido em 15 µL de água ultrapura tratada com dietilpirocarbonato a 1% 

(DEPC).  A integridade e quantidade do material foram verificadas em gel de 

agarose a 1% corado com brometo de etídio e um RNA de concentração conhecida 

foi utilizado como padrão. A seguir, as amostras foram armazenadas a -80 ºC para 

posterior utilização na síntese da fita de DNA complementar (cDNA). 

 

3.2.10- Tratamento com DNase e transcrição reversa 

As amostras de RNA total foram tratadas com a enzima DNase (Invitrogen, 

EUA) para garantir a pureza do material. Para tanto, alíquotas contendo 
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aproximadamente 1 µg do RNA total foram incubadas com 1 U de DNase a 37 ºC 

por 30 minutos, seguido de incubação a 65 ºC por 10 minutos após adição de 1 µL 

de EDTA a 25 mM.  

As fitas de cDNA foram sintetizadas com o kit RevertAid H Minus M-MuLV 

Reverse Transcriptase (Fermentas Life Science, EUA), utilizando-se oligo dT (12-

18), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. A seguir, os produtos foram 

congelados a -20 ºC para posterior utilização na PCR em tempo real. 

 

3.2.11- Quantificação relativa da expressão do gene  Duffy 

A análise de PCR em tempo real foi realizada em equipamento Applied 

Biosystems Amp 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems, EUA) com 

o agente fluorescente SybrGreen. 

As reações para a determinação da expressão do gene alvo (Duffy) e do gene 

controle (GAPDH) dos três animais B. taurus e três animais B. indicus foram 

realizadas em triplicatas em placas de 96 poços (Axygen Scientific, EUA). Os 

oligonucleotídeos para o gene Duffy (número de acesso: BT021079.1), Duffy RTF- 5’ 

TGCGCTTCTCAGACCTTTGTT 3’ e Duffy RTR- 5’ GCCAGTTGCACCAGGGTAGA 

3’, quanto para o gene controle Gliceraldeído-3-fosfato-dehidrogenase  (GAPDH) 

(número de acesso: NM_001034034.1), GAPDH F- 5’ ATGCCTCCTGCACCACCA 3’ 

e GAPDH R- 5’ TCATAAGTCCCTCCACGATGC 3’, foram desenhados utilizando-se 

o programa Primer Express versão 2.0 (Applied Biosystems, EUA).  

Cada reação foi composta por 1,5 µL do cDNA (diluído cinco vezes), 0,2 µM 

de cada oligonucleotídeo e 5 µL de SyBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, EUA), em um volume final de 10 µL. Para cada gene em estudo foram 

realizados controles negativos, também em triplicata, constituídos da mistura de 
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reagentes e água. A amplificação consistiu dos seguintes passos: 95 ºC por 10 

minutos e 40 ciclos de 95 ºC por 10 segundos e 60 ºC por 1 minuto. Em seguida 

uma curva de dissociação (CD) foi construída para cada amostra. 

As análises do gene alvo foram realizadas em relação à quantidade de 

expressão do gene controle. Curvas de eficiência foram delineadas para os dois 

pares de oligonucleotídeos (Duffy e GAPDH). As reações foram realizadas com um 

pool de cDNA de todas as amostras em uma diluição seriada: 1:5, 1:25, 1:125 e 

1:625. Foram construídos gráficos dos valores dos Cts (ciclo do threshold - 

quantidade necessária de ciclos para que o alvo amplificado atinja o limiar fixado) de 

cada ponto da curva em relação à quantidade de RNA e foram calculadas as 

equações das retas. As eficiências dos oligonucleotídeos foram calculadas através 

da fórmula E=10(-1/inclinação), sendo E igual a eficiência dos oligonucleotídeos e 

inclinação igual ao coeficiente de inclinação da reta formada pelos Cts obtidos em 

cada uma das amostras da diluição seriada. 

A quantificação relativa (QR) do gene Duffy entre as três amostras de B. 

taurus (genótipo homozigoto CCAA) e três amostras de B. indicus (genótipo 

homozigoto TTGG) foi calculada pelo método 2-∆∆CT, (LIVAK & SCHIMITTGEN, 

2001) como segue: ∆Ct= Ct Duffy – Ct GAPDH;  ∆∆Ct= ∆Ct Bos indicus - ∆Ct Bos taurus; QR=2 -

∆∆Ct. Sendo: Ct – ciclo do threshold; ∆Ct – diferença entre o Ct do gene alvo (Duffy) e 

Ct do gene endógeno (GAPDH); ∆∆Ct – diferença entre o ∆Ct da amostra (Bos 

indicus) e ∆Ct do controle (Bos taurus); QR – quantificação relativa – determina o 

valor da expressão do gene alvo (Duffy) nas amostras (B. indicus) em relação ao 

grupo controle (B. taurus). Para os cálculos foram utilizadas as médias dos três 

animais B. taurus e três animais B. indicus e, no cálculo final da expressão relativa 

(QR), o erro foi estimado pela utilização do método 2-∆∆CT usando ∆∆Ct mais o 
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desvio padrão e ∆∆Ct menos o desvio padrão, de acordo com o proposto por Livak & 

Schimittgen (2001). 
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4- RESULTADOS  

 

4.1- Identificação de SNPs na região 5’ flanqueador a do gene Duffy 

bovino 

 Com o objetivo de identificar SNPs na região 5’ flanqueadora do gene Duffy 

de animais Bos indicus e Bos taurus, foram amplificados e seqüenciados fragmentos 

de 707 pares de base (Figura 1), que continham parte da região reguladora, a região 

5’ UTR, o primeiro exon e parte do intron do gene Duffy bovino. Através do 

alinhamento das seqüências obtidas foram identificadas 4 transições, três 

localizadas na região reguladora: SNP1 (-500 C>T); SNP2 (-186 C>T); SNP3 (-158 

A>G) e uma na região 5’ UTR: SNP4 (-3 A>G), considerando a posição +1 a adenina 

do códon de início da tradução (ATG). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 : Resultado da amplificação da região 5’ flanqueadora do gene Duffy 

bovino, após eletroforese em gel de agarose a 2%: coluna 1: marcador de peso 

molecular 100 pb, coluna 2: controle negativo (sem DNA), colunas 3 a 8: amostras 

de Bos taurus amplificadas, colunas 9 a 14: amostras de Bos indicus amplificadas. A 

legenda ao lado direito da figura indica o tamanho do fragmento amplificado em 

pares de bases. 

  1       2        3        4         5        6       7         8       9        10      11     12     13     14 

�≅ 707  pb 800 pb→ 
← 

100 pb→ 
← 
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4.2- Genotipagem dos SNPs   

 A genotipagem dos quatro SNPs localizados na região 5’ flanqueadora do 

gene Duffy bovino em animais Bos taurus e Bos indicus, realizada por mini-

sequenciamento, permitiu observar que a freqüência alélica destes 4 SNPs variou 

signifigativamente (P≤0,001) entre as raças taurinas e zebuínas (Tabelas 1 e 5). 

Para o SNP1, os zebuínos apresentaram freqüências de 59,1% para o alelo T e 

40,9% para o alelo C, enquanto que nos taurinos o alelo C foi o mais freqüente 

(98,0%), apresentando-se quase que de forma fixada. Para o SNP2, a maior parte 

dos zebuínos apresentou o alelo T (75,8%), enquanto que nos taurinos a forma 

predominante foi o alelo C, com 99,0% de freqüência. Já os  SNPs 3 e 4 

apresentaram os mesmos alelos, ou seja, A ou G, sendo que entre os zebuínos a 

maior parte apresentou o alelo G em ambas as posições (81,3%) e entre os 

taurinos, predominou o alelo A (95,5%).  

Em conseqüência disso, os genótipos determinados por estes alelos também 

variaram significativamente (P≤0,001) entre os animais B. indicus e B. taurus 

(Tabelas 2 e 5). Para os SNPs 1 e 2, a maior parte dos taurinos apresentou o 

genótipo homozigoto CC (96,0% e 98,0%, respectivamente), não sendo identificado 

nenhum animal homozigoto TT. Já entre os zebuínos ocorreram animais 

homozigotos para os dois genótipos, TT (36,4% e 55,6% para os SNP1 e SNP2, 

respectivamente) e CC (18,1% e 4%), e animais heterozigotos TC (45,5% e 40,4%). 

Da mesma forma que os SNPs anteriores, para os SNPs 3 e 4, a maior parte dos 

taurinos apresentou o genótipo homozigoto para um determinado alelo,  AA, com 

freqüência de 91,9%. Foi encontrado apenas um animal homozigoto GG e 7,1% dos 

animais apresentaram o genótipo heterozigoto AG para ambos os polimorfismos. 

Entretanto, há diferença significativa (P≤0,05) na freqüência dos genótipos formados 
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por estes SNPs, quando a comparação ocorre entre as raças taurinas, sendo a 

freqüência de heterozigotos 6,6 vezes maior nos animais da raça Holandesa em 

relação aos animais da raça Angus (Tabela 2). Entre os zebuínos, o genótipo mais 

comum foi o homozigoto GG, com freqüência de 63,7%, seguido pelos genótipos 

heterozigoto AG (33,3%) e homozigoto AA (3,0%). 

Na amostra de animais estudada, foram identificados 6 haplótipos putativos 

determinados pelo conjunto de polimorfismos identificados na região 5’ flanqueadora 

do gene Duffy bovino: CCAA (A), TTGG (B), CCGG (C), CTGG (D), TTAA (E) e 

TCAA (F) (Tabela 3) e 14 genótipos, como é mostrado na Tabela 4 e ressaltado na 

Figura 2: AA, AB, AC, AD, AE, AF, BB, BC, BD, CC, CD, CE, DD e EE. As 

distribuições alélica e genotípica desses haplótipos putativos também variaram 

significativamente (P≤0,001) entre as raças zebuínas e taurinas (Tabelas 3, 4 e 5).  

Apenas o haplótipo F não foi encontrado em animais indianos, e os haplótipos B e D 

não foram encontrados em taurinos, sendo o primeiro (B) o mais freqüente em B. 

indicus (58,0%). Apenas dois haplótipos F e dois haplótipos E foram encontrados em 

animais da raça Angus e dois haplótipos E foram encontrados em animais da raça 

Nelore. Já em taurinos, o haplótipo A foi o mais comum, com freqüência de 93,5% e 

o haplótipo C ocorreu em 4,5% dos animais. A distribuição dos haplótipos variou 

significativamente (P≤0,01) entre as raças indianas, na qual o haplótipo C foi 

encontrado em 8,1% dos animais da raça Nelore e não foi encontrado em animais 

da raça Gir.  Além disso, o haplótipo D foi encontrado com uma freqüência 2,6 vezes 

maior em animais da raça Gir em comparação com os animais Nelores.  

Com relação aos genótipos formados por estes haplótipos, em B. taurus foram 

encontrados 6 e em B. indicus, 10. O genótipo mais comum em taurinos foi o AA 

com freqüência de 88,9%, seguido por AC (6,1%), que foi representado 
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principalmente por animais da raça Holandesa, que apresentaram freqüência de 

18,5% para este genótipo. Os genótipos restantes, AE, AF, CC e CE, foram 

encontrados apenas em animais da raça Angus, em freqüência extremamente baixa 

(1,0; 2,0; 1,0 e 1,0%, respectivamente), considerando o total de animais taurinos. Já 

em animais indianos, a variabilidade foi maior, sendo os genótipos BB (35,4%), AB 

(21,2%), BD (18,2%) os mais freqüentes, AD (10,1%) e BC (6,1%) os de freqüência 

intermediária e CD (3,0%), AC (2,0%), AA (2,0%), DD (1,0%) e EE (1,0%) os de 

freqüência baixa.  Entretanto, quando observa-se as raças indianas separadamente, 

para Nelore o genótipo BD é encontrados com freqüência intermediária (11,8%) e o 

genótipo DD não foi identificado em nenhum animal. Já para a raça Gir, o genótipo 

AD é encontrado em alta freqüência (19,4%) e o genótipo AB possui freqüência 

intermediária (12,9%). Os genótipos AC, BC, CD e EE não foram identificados na 

amostra de animais da raça Gir.  

Como observado, a Tabela 5 resume os resultados da análise estatística 

realizada pelo teste exato de Fisher. A diferença observada entre as freqüências dos 

SNPs, dos genótipos formados pelos SNPs, dos haplótipos e dos genótipos 

formados pelos haplótipos, entre as duas espécies foi significativa (P≤ 0,001). Já a 

diferença encontrada entre as raças indianas só foi significativa  para os haplótipos 

(P≤0,01) e genótipos formados pelos haplótipos (P≤0,05) e entre as raças taurinas, 

foi significativa para os genótipos dos SNPs 3 e 4 (P≤0,05) e genótipos formados 

pelos haplótipos (P≤0,05).  
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Tabela 1  - Freqüências alélicas observadas para cada um dos polimorfismos 

identificados na região 5’ flanqueadora do gene Duffy em animais Bos indicus e Bos 

taurus. 

 

Grupos Genéticos 

Alelos 

 

Nelore 

(n=68) 

Gir 

(n=31) 

Bos indicus 

(n= 99) 

Angus 

(n=72) 

Holandês 

(n=27) 

Bos  taurus  

(n=99) 

SNP1       

T 0,625 0,516 0,591 0,028 0,00 0,020 

C 0,375 0,484 0,409 0,972 1,00 0,980 

SNP2       

0,735 0,806 0,758 0,014 0,00 0,010 T 

C 0,265 0,194 0,242 0,986 1,00 0,990 

SNP3       

0,199 0,194 0,197 0,972 0,907 0,955 A 

G 0,801 0,806 0,803 0,028 0,093 0,045 

SNP4       

0,199 0,194 0,197 0,972 0,907 0,955 A 

G 0,801 0,806 0,803 0,028 0,093 0,045 
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Tabela 2  - Freqüências dos genótipos determinados por cada um dos polimorfismos 

identificados na região 5’ flanqueadora do gene Duffy em animais Bos indicus e Bos 

taurus. 

 

Grupos Genéticos 

Genótipos 

 

Nelore 

(n=68) 

Gir 

(n=31) 

Bos indicus 

(n= 99) 

Angus 

(n=72) 

Holandês 

(n=27) 

Bos  taurus  

(n=99) 

SNP1       

0,397 0,290 0,364 0,000 0,000 0,000 

0,456 0,452 0,455 0,056 0,000 0,040 

TT 

TC 

CC 0,147 0,258 0,181 0,944 1,000 0,960 

SNP2       

0,515 0,645 0,556 0,000 0,000 0,000 

0,441 0,323 0,404 0,028 0,000 0,020 

TT 

TC 

CC 0,044 0,032 0,040 0,972 1,000 0,980 

SNP3       

0,029 0,032 0,030 0,958 0,815 0,919 

0,338 0,323 0,333 0,028 0,185 0,071 

AA 

AG 

GG 0,633 0,645 0,637 0,014 0,000 0,010 

SNP4       

0,029 0,032 0,030 0,958 0,815 0,919 

0,338 0,323 0,333 0,028 0,185 0,071 

AA 

AG 

GG 0,633 0,645 0,637 0,014 0,000 0,010 
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Tabela 3  - Freqüências dos haplótipos determinados pelo conjunto de polimorfismos 

identificados na região 5’ flanqueadora do gene Duffy em animais Bos indicus e Bos 

taurus. 

 

Grupos Genéticos 

Haplótipos  

 

Nelore 

(n=68) 

Gir 

(n=31) 

Bos indicus 

(n= 99) 

Angus 

(n=72) 

Holandês 

(n=27) 

Bos taurus  

(n=99) 

A 0,184 0,194 0,187 0,944 0,907 0,935 

B 0,610 0,516 0,580 0,000 0,000 0,000 

C 0,081 0,000 0,056 0,028 0,093 0,045 

D 0,110 0,290 0,167 0,000 0,000 0,000 

E 0,015 0,000 0,010 0,014 0,000 0,010 

F 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,010 
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Tabela 4  - Freqüências dos genótipos resultantes dos haplótipos determinados pelo 

conjunto de polimorfismos identificados na região 5’ flanqueadora do gene Duffy em 

animais Bos indicus e Bos taurus. 

 

Grupos Genéticos 

Genótipos  

 

Nelore 

(n=68) 

Gir 

(n=31) 

Bos indicus 

(n= 99) 

Angus 

(n=72) 

Holandês 

(n=27) 

Bos taurus  

(n=99) 

AA 0,015 0,032 0,020 0,916 0,815 0,889 

AB 0,250 0,129 0,212 0,000 0,000 0,000 

AC 0,029 0,000 0,020 0,014 0,185 0,061 

AD 0,059 0,194 0,101 0,000 0,000 0,000 

AE 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,010 

AF 0,000 0,000 0,000 0,028 0,000 0,020 

BB 0,382 0,290 0,354 0,000 0,000 0,000 

BC 0,088 0,000 0,061 0,000 0,000 0,000 

BD 0,118 0,323 0,182 0,000 0,000 0,000 

CC 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,010 

CD 0,044 0,000 0,030 0,000 0,000 0,000 

CE 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,010 

DD 0,000 0,032 0,010 0,000 0,000 0,000 

EE 0,015 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 
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Figura 2  - Freqüências dos genótipos resultantes dos haplótipos determinados pelo 

conjunto de polimorfismos identificados na região 5’ flanqueadora do gene Duffy em 

animais Bos indicus e Bos taurus. 
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Tabela 5  – Comparação entre as freqüências dos SNPs, dos genótipos formados 

pelos SNPs, dos haplótipos e dos genótipos formados pelos haplótipos, entre as 

raças de Bos indicus e Bos taurus e entre as duas espécies, realizada pelo teste 

exato de Fisher.  

 

 Gir X Nelore  Holandês X Angus  Bos indicus X Bos taurus 

 

Alelos 

   

SNP1 NS NS * * * 

SNP2 NS NS * * * 

SNP3 NS NS * * * 

SNP4 NS NS * * * 

Genótipos    

SNP1 NS NS * * * 

SNP2 NS NS * * * 

SNP3 NS * * * * 

SNP4 NS * * * * 

    

Haplótipos * * 1 NS 2 * * * 

Genótipos dos 

haplótipos 

* * * * * 

 

* * * P≤ 0,001, * * P≤ 0,01, * P≤ 0,05, NS: não significativo 

1 não considerou o haplótipo F 

2 não considerou os haplótipos B e D 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                   Resultados 

 43 

4.3- Caracterização da região 5’ flanqueadora do ge ne Duffy 

Na análise de caracterização da região 5’ flanqueadora do gene Duffy utilizando 

o programa SIGNAL SCAN (PRESTRIDGE, 2000)  e os bancos de dados de fatores 

de transcrição TDF e TRANSFAC, foram encontrados possíveis sítios de ligação de 

fatores de transcrição existentes nessa região, sendo que alguns desses se 

apresentam sobrepostos como mostra a Figura 3. Dentre os sítios putativos mais 

comuns em B. taurus, foram encontrados oito para o fator AP-2 (activator protein-2), 

dois para o fator de transcrição eritróide GATA1 (GATA transcriptional factor 1), sete 

consenso gamma-IRE (interferon- gamma response element), seis para o fator Sp1 

(specific protein 1), quatro para PEA3 (polyomavirus enhancer activator 3) e um para 

CREB (cAMP response element-binding). Em Bos indicus, as timinas, bases mais 

comuns no SNP1 (-500) e no SNP2 (-186), alteram dois sítios putativos para fatores 

de transcrição. A presença de timina no SNP1 forma um sítio consenso cis para um 

elemento regulatório negativo (NRE Box 1 CS) entre as bases -504 e -496, excluindo 

os sítios AP-2 e Sp1, mais freqüentes em B. taurus. Em relação ao SNP2, a timina 

insere um consenso cis do sítio gamma-IRE, entre as bases -186 e -178, que não é 

encontrado nos indivíduos com a citosina nesta posição.  
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Figura 3:  Caracterização da seqüência de nucleotídeos da região 5’ flanqueadora 

do gene Duffy bovino. Na seqüência, a posição +1 corresponde a adenina do códon 

do início da tradução (indicada por um asterisco). Nucleotídeos da região 5’ não 

traduzida (5’ UTR) estão representados em itálico. Nucleotídeos destacados com 

letras minúsculas e seta (↓) indicam o loco do SNP com as bases mais comuns em 

Bos taurus. SNP1: -500, SNP2: -186, SNP3: -158 e SNP4: -3. Setas indicam a 

orientação dos sítios putativos: cis (�) e trans (�). 
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4.4- Análise da expressão do gene Duffy em animais Bos taurus e 

Bos indicus 

A PCR em tempo real foi realizada para verificar a existência de diferença na 

expressão do gene Duffy entre animais Bos indicus e Bos taurus portadores dos 

genótipos mais comuns em cada espécie. Para tal, foram utilizadas amostras de 

medula óssea de três animais Bos taurus, de genótipo homozigoto CCAA, e três Bos 

indicus de genótipo homozigoto TTGG.  

A Figura 4 mostra as curvas de dissociação dos produtos de amplificação 

para o gene analisado (Duffy) e para o gene controle (GAPDH). As curvas de 

dissociação formam picos únicos, o que demonstra a presença de um único produto 

amplificado e ausência de formação de dímeros de oligonucleotídeos para os dois 

genes analisados. Também é possível observar que, com relação à dissociação, os 

produtos gerados não diferem entre Bos indicus e Bos taurus. 

 Pelo fato das eficiências de amplificação do gene alvo (Duffy) e do controle 

(GAPDH), terem sido parecidas e próximas de 100% (EDuffy=1,99 e EGAPDH=2,12), 

como observado na Figura 5, a quantificação relativa foi feita utilizando-se o método    

2-∆∆CT (LIVAK &  SCHIMITTGEN, 2001).  

A Tabela 6 mostra os dados da determinação da QR do gene Duffy nas 

amostras de animais Bos indicus em relação aos animais Bos taurus. Observa-se 

que não houve expressão diferencial (0,93) do gene Duffy entre os animais das duas 

espécies estudadas.  
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Figura 4: Curva de dissociação dos produtos de amplificação para o gene Duffy (A) 

e para o gene controle GAPDH (B) para as amostras de Bos taurus e Bos indicus. A 

altura do pico indica a intensidade da fluorescência, relacionada à quantidade de 

cópias geradas durante a amplificação. A temperatura de dissociação, 

aproximadamente 80 ºC para o gene Duffy e 81 ºC para o gene GAPDH, está 

relacionada ao tamanho e composição do produto de PCR.  
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Figura 5:  Curva padrão de eficiência da amplificação, por PCR em tempo real, para 

o gene alvo (Duffy) (A) e para o gene controle (GAPDH) (B).  As médias dos valores 

de Ct das triplicatas de amplificação foram utilizadas para gerar as curvas. Para os 

dois genes analisados os valores de eficiência de amplificação foram similares, 

próximas de 100%. 
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Tabela 6 : Dados da determinação da quantificação relativa do gene Duffy nas 

amostras de animais Bos indicus em relação aos animais Bos taurus, pelo método  

2-∆∆CT (LIVAK &SCHIMITTGEN, 2001).  

 

Espécie 

 

Ct  

Duffy 

Ct 

 GAPDH 

∆Ct  

 

∆∆Ct 

 

Quantificação relativa do gene Duffy 

  

Bos taurus 22,31 18,02    

 23,03 18,91    

 22,81 18,82    

Média 22,72 18,58 4,13 0,00  

 (±0,37) (±0,49) (±0,15) (±0,15) 1,00 (0,90-1,11) 

      

Bos indicus 24,15 19,79    

 20,36 16,55    

 20,61 16,10    

Média 21,71 17,48 4,23 0,10  

 (±2,12) (±2,01) (±0,37) (±0,37) 0,93 (0,73-1,21) 
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5- DISCUSSÃO 

O antígeno Duffy é o único receptor para o Plasmodium vivax (MILLER et al., 

1976), hemoparasita do filo Apicomplexa que causa a malária vivax em humanos. A 

resistência a este parasita pela maioria dos indivíduos negros africanos e seus 

descendentes é devido a uma mutação na região promotora do gene que impede a 

sua transcrição apenas nos eritrócitos (TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et 

al., 1996b). Em relação a babesiose bovina, sabe-se que animais de raças taurinas 

são mais susceptíveis à infecção pelo parasita quando comparados aos animais de 

raças zebuínas (ZWART & BROCKLESBY, 1979; BOCK et al., 1999a, 1999b). 

Baseado nestas evidências, o presente estudo foi realizado objetivando verificar se o 

mesmo processo de resistência observado em humanos ocorre em bovinos. 

 Neste sentido, o isolamento e caracterização da região promotora do gene 

Duffy bovino revelou a presença de 4 SNPs, todos transição, que apresentaram 

diferenças significativas de freqüência (P≤ 0,001) entre animais B. indicus e B. 

taurus. Nos SNPs 1 (-500) e 2 (-186) foram encontradas as bases pirimidínicas 

timina ou citosina, enquanto que nos SNPs 3 (-158) e 4 (-3), foram encontradas as 

bases purínicas guanina ou adenina. Caso as mutações fossem aleatórias, a taxa de 

transição sobre a taxa transversão deveria ser 0,5, já que existem duas 

possibilidades de transição e quatro possibilidades de transversão (VIGNAL, 2002). 

Porém, dados deste e de outros trabalhos indicam clara tendência às transições. 

Collins & Jukes (1994) compararam seqüências humanas e de roedores e 

verificaram que a taxa de transição foi 1,4 vezes maior que a taxa de transversão. Já 

os resultados de estudos com EST (expressed sequence tags) humanas, indicaram 

que a taxa de transição foi 1,7 vezes maior que a taxa de transversão (PICOULT-

NEWBERG, 1999). O fato de apenas transições terem sido identificadas 
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possivelmente se deve ao tamanho relativamente pequeno da região isolada e 

caracterizada. 

Os alelos mais comuns para os SNPs 1, 2, 3 e 4 em animais zebuínos foram 

T, T, G, G, com freqüência de 59,1%, 75,8%, 80,3% e 80,3%, respectivamente, e em 

taurinos, C, C, A, A, com freqüência de 98%, 99%, 95,5% e 95,5%, respectivamente. 

Os SNPs 3 e 4 sempre se acompanham, ou seja, sempre que a adenina é 

encontrada no polimorfismo 3, ela também é encontrada no polimorfismo 4 e vice-

versa. Os genótipos determinados por cada um desses polirmorfismos também 

variaram significativamente (P≤0,001) entre as espécies zebuínas e taurinas. Entre 

os taurinos a maior parte foi homozigota em cada loco, para uma determinada base 

(CC-96,0%; CC-98,0%; AA-91,9%; AA-91,9%, para os SNPs 1, 2, 3 e 4, 

respectivamente) e, entre os zebuínos a maior parte foi homozigota para o alelo 

menos freqüente em B. taurus (TT-55,6%, GG-63,7%, GG-63,7%, para os  SNPs 2, 

3 e 4, respectivamente) ou heterozigota (TC-45,5% para o SNP1). Como esta região 

está sendo caracterizada em bovinos pela primeira vez, não existem dados de 

literatura para a comparação dos resultados obtidos.  

No total, foram estabelecidos 6 haplótipos putativos e 14 genótipos 

determinados por estes haplótipos, na amostra de animais estudados. Em taurinos, 

a variabilidade observada foi menor do que a encontrada entre os zebuínos, 

considerando a presença de diferentes haplótipos e conseqüentemente os diferentes 

genótipos formados. A maior parte dos animais taurinos foi homozigota para o 

genótipo AA (88,9%), enquanto que entre os zebuínos os genótipos mais comuns 

foram BB (35,4%), AB (21,2%) e BD (18,2%).  

Algumas variações foram significativas entre as raças de cada espécie. Em 

taurinos, apesar da freqüência dos alelos não ter sido significativamente diferente 
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entre animais Holandeses e Angus, ocorreu diferença significativa (P≤0,05) na 

formação dos genótipos dos SNPs 3 e 4. Isto provavelmente ocorreu devido à 

freqüência 6,6 vezes maior de heterozigotos em animais da raça Holandesa em 

relação aos animais da raça Angus. Houve também diferenças nos genótipos 

formados pelos haplótipos (P≤0,05), que pode ser explicada pela freqüência 13 

vezes maior do genótipo AC nos Holandeses em relação aos Angus. Nesta última 

raça, os haplótipos C encontrados levaram a formação de um genótipo AC, um CE e 

um homozigoto CC, sendo que em animais Holandeses todos os haplótipos C 

formaram o genótipo AC. Em relação aos animais indianos, as diferenças 

encontradas foram na freqüência dos haplótipos (P≤0,01) e também na freqüência 

dos genótipos formados pelos haplótipos (P≤0,05). Essas diferenças provavelmente 

são resultado das variações de freqüência dos haplótipos C, D e E observadas entre 

os animais da raça Nelore e os animais da raça Gir e as diferentes combinações dos 

haplótipos para formar os genótipos. Entretanto, a utilização de uma amostra com 

maior número de animais não aparentados provenientes de diferentes rebanhos 

seria útil para confirmar as diferenças encontradas dentro de cada espécie. Já as 

diferenças entre as duas espécies são evidentes, independentemente da amostra 

estudada. 

Esse conjunto de resultados mostrou que há maior homogeneidade entre os 

animais taurinos e maior heterogeneidade entre os animais zebuínos. Tal situação 

pode ser conseqüência da formação do gado zebuíno na América do Sul. Meirelles 

et al. (1999), verificaram que entre os animais zebuínos brasileiros das raças Gir e 

Nelore registrados, puros de origem importados (POI) ou puros de origem (PO), e 

animais da raça Brahman, apenas um terço (35%) apresentaram DNA mitocondrial 

de B. indicus.  Segundo os autores, isto ocorre devido à existência de uma grande 



                                                                                                                                                                    Discussão 

 53 

proporção de linhagens maternas de zebu americano derivadas de cruzamento de 

fêmeas nativas de origem taurina com touros importados do continente indiano. 

Desses cruzamentos, provavelmente restaram resquícios do genoma taurino nas 

seqüências do gado indiano brasileiro. Segundo Bradley et al. (1998) introgressões 

do genoma de uma espécie bovina na outra parecem ser comuns já que 

cruzamentos entre elas têm ocorrido há milhares de anos, uma vez que ambas 

foram domesticadas e puderam ser transportadas através de barreiras geográficas. 

Identificações de haplótipos espécie-específicos podem ser importantes em 

programas de melhoramento, onde determinado haplótipo esteja associado à 

características de importância econômica. Dessa forma, a identificação de haplótipos 

indianos associados à características de resistência a parasitas seriam importantes 

para programas de melhoramento genético bovino por introgressão, assim como 

outros já identificados para outras características de interesse econômico. Lagziel et 

al. (1998) associaram o haplótipo indiano do gene do hormônio de crescimento com 

o aumento da concentração protéica do leite em gado leiteiro taurino. Estes autores 

sugeriram que haplótipos indianos localizados em outros genes candidatos poderiam 

afetar outras características de importância econômica e poderiam ser utilizados 

para melhorar as raças taurinas. Hale et al. (2000) verificaram uma situação 

contrária, na qual o haplótipo indiano do gene do receptor do hormônio de 

crescimento representou desvantagem para o crescimento de bovinos, sugerindo 

que a seleção assistida por marcadores deveria ser feita contra o mesmo. Já Curi et 

al. (2005a) verificaram que o haplótipo taurino do gene do receptor do hormônio de 

crescimento encontrado no gado indiano apresentava vantagem para o crescimento 

bovino.  
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 A análise in silico de sítios putativos para fatores de transcrição na região 

isolada mostrou que o promotor do gene Duffy bovino não possui seqüência TATA 

Box nem CAAT Box, assim como o promotor do gene Duffy humano 

(TOURNAMILLE et al., 1995) e murino (LUO et al., 1997). Como é comum em genes 

que não possuem TATA Box, foram encontrados numerosos sítios putativos para o 

fator Sp1, os quais são ricos em GC. Estes sítios para Sp1 são considerados uns 

dos responsáveis pelo recrutamento da proteína de ligação TATA (TATA-binding 

protein) na ausência da TATA box (PUGH & TJIAN, 1991). Assim como no promotor 

murino, foram encontrados sítios potenciais para AP-2 (activator protein 2), PEA3 

(enhancer activator 3) e CREB (cAMP response element binding) (LUO et al., 1997). 

Também foram encontrados dois sítios putativos para o fator eritróide GATA 1. Em 

humanos, uma mutação neste sítio (-33 T>C) é responsável por abolir a expressão 

do antígeno Duffy apenas nos eritrócitos (TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et 

al., 1996b), conferindo resistência ao parasita P. vivax (MILLER et al., 1976), o que 

ocorre com a maioria dos negros africanos e seus descendentes. Além desses sítios 

putativos já identificados anteriormente nos promotores do gene Duffy de outras 

espécies (TOURNAMILLE et al., 1995; LUO et al., 1997), também foram 

encontrados sete consensos do sítio gamma-IRE (interferon-gamma response 

element). O consenso deste sítio foi descrito no promotor do gene humano HLA-DPA 

(major histocompatibility complex, class II, DP alpha), cuja expressão é aumentada 

na presença de interferon gamma (YANG et al., 1990).  

Além disso, no SNP1, a timina, mais frequente em B. indicus, exclui os sítios 

AP-2 e Sp1 encontrados com a citosina nesta posição e insere um consenso cis de 

um sítio putativo para um elemento regulatório negativo (NRE Box 1 CS), descrito 

por Baniahmad et al. (1987). Já a timina do SNP2 insere mais um consenso de um 
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sítio putativo gamma-IRE (interferon-gamma response element). Apesar dessas 

alterações, a análise de expressão do gene Duffy, por PCR em tempo real, em 

animais homozigotos para haplótipos contrastantes mais freqüentes em cada 

espécie, mostrou que não há diferença na expressão gênica deste antígeno, 

indicando que os SNPs encontrados não influenciam no processo de transcrição. 

Apesar da amostra de animais utilizada ser pequena, pode-se afirmar que ocorre 

transcrição do antígeno Duffy em ambas as espécies, porém um número maior de 

animais seria desejável para a confirmação da inexistência de variações da 

expressão gênica dentro e entre as espécies. Cabe ressaltar que além da regulação 

transcricional, pode haver controles pós-transcricionais, mediados por elementos de 

ação cis localizados nas regiões 5´ e 3´UTR do RNA mensageiro (MIGNONE et al., 

2002). Com a PCR em tempo real, não foi possível analisar se há diferença na 

expressão do antígeno Duffy devido ao polimorfismo no SNP4, localizado na região 

5´UTR.   

Além disso, alterações na seqüência codificante também podem influenciar na 

expressão protéica (GUIMARÃES & COSTA, 2002). Nesse sentido, KIMCH-

SARFATY et al. (2007), verificaram que mesmo mutações silenciosas, que não 

alteram a seqüência de aminoácidos, podem alterar a quantidade da proteína 

expressa, provavelmente porque é afetada a co-tradução e dobramento da proteína. 

O alinhamento de exons e introns do gene Duffy de B. indicus e B. taurus mostrou 

99,6% de identidade entre as duas seqüências. As cinco alterações encontradas 

foram: duas transversões (572 C>G e 647 T>G), uma inversão de dinucleotídeo 

(1030-1031 GA>AG) e uma transição (1343 A>G). A alteração 572 C>G localizada 

na região intrônica, não afeta a seqüência da proteína. A alteração 647 T>G substitui 

na posição 22 o aminoácido fenilalanina encontrado em B. taurus por uma leucina 
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em B. indicus. Já a inversão 1030-1031 GA>AG resulta na alteração 152 Arg> Glu e 

a transição 1343 A>G é uma alteração silenciosa (MARTELINE, 2003). Em 

humanos, a mutação 265 C>T na região codificante do exon 2 do alelo FY*B, a qual 

promove a troca do aminoácido 89 Arg>Cys na cadeia peptídica, é responsável pelo 

enfraquecimento do antígeno Fyb e caracteriza o FY*X postulado por Chown et al. 

em 1965. Esta mutação enfraquecedora de Fyb, quando presente, acompanha-se da 

mutação 298 G>A no mesmo alelo Fyb, que leva à substituição 100 Ala>Thr na 

cadeia peptídica, podendo esta última também ser encontrada isoladamente 

(OLSON et al., 1998; PARASOL et al., 1998). Porém, de acordo com Yazdanbakhsh 

et al. (2000) esta mutação 100 Ala>Thr não influencia na expressão da proteína. 

Estudos que quantifiquem o antígeno Duffy nos eritrócitos bovinos serão 

potencialmente úteis para verificar se as alterações na região codificante e/ou 5´UTR 

tem a propriedade de alterar a quantidade de proteína expressa. 

De acordo com o modelo teórico construído por Threading do antígeno Duffy 

bovino, a troca 22 Phe>Leu está localizada na região N-terminal e a troca 152 Arg> 

Glu está no fim da quarta alfa hélice transmembrana da proteína (comunicação 

pessoal, BRAZ). Pelo fato de tanto a arginina quanto a glutamina do aminoácido 152 

favorecerem a alfa hélice (PETSKO & RINGE, 2004), provavelmente esta alteração 

não afeta a estrutura da proteína. Embora a troca 22 Phe>Leu ocorra entre dois 

aminoácidos apolares, a fenilalanina possui um anel aromático que pode influenciar 

na interação com outras proteínas.  

Em humanos, o sítio de reconhecimento no antígeno Duffy pela região II da 

proteína de ligação ao Duffy do P. vivax (PvDBP-RII) está localizado entre os 

aminoácidos Ala8 e Tyr30 (TOURNAMILLE et al., 2005). Deste modo, se o antígeno 

Duffy for o receptor para parasitas da babesiose bovina, é possível que o sítio de 
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reconhecimento do parasita também esteja localizado na região N-terminal do 

antígeno Duffy bovino e alterações nesta região poderiam influenciar a ligação do 

parasita ao receptor. Considerando-se esta hipótese, estudos de associação entre o 

SNP 647 T>G e a característica de resistência à babesiose em populações cruzadas 

B. indicus X B. taurus seria de interesse.  

Entretanto, diferentemente do P. vivax, cujo único receptor é o antígeno Duffy, 

o Plasmodium falciparum, possui múltiplas vias de invasão do eritrócito (MICHON et 

al., 2002). Entre os receptores identificados estão a glicoforina A (SIM et al., 1994), B 

(DOLAN et al., 1994) e C (MAIER et al., 2003) bem como receptores não conhecidos 

denominados X (DOLAN et al., 1994), Y (RAYNER et al., 2001), Z (DURAISHINGH 

et al., 2003) e E (GILBERGER et al., 2003). Além disso, algumas linhagens utilizam 

predominantemente ligantes que interagem com receptores que contem ácido siálico 

e outras que se ligam a receptores independentemente ao ácido siálico 

(DURAISHINGH et al., 2003).  

Embora existam poucos estudos para as babésias em relação aos 

plasmódios, alguns potenciais receptores já foram descritos para estes parasitas 

(YOKOYAMA et al, 2006). Alguns estudos indicaram os resíduos de ácido siálico de 

eritrócitos bovinos como receptores para parasitas da babesiose bovina (B. bovis, B. 

divergens, B. bigemina) no processo de invasão eritrocitária pelos merozoítas 

(KANIA et al., 1995; ZINTL et al., 2002a, GAFFAR et al., 2003, LOBO, 2005). 

Adicionalmente foi mostrado que B. bovis e B. divergens, podem invadir não só 

eritrócitos bovinos, mas também eritrócitos humanos e de outros animais por 

mecanismos dependentes de ácido siálico (GAFFAR et al., 2003, ZINTL et al., 

2002a, b), sendo que Lobo (2005) identificou as glicoforinas A e B dos eritrócitos 

humanos como sendo os prováveis receptores para a B. divergens.  



                                                                                                                                                                    Discussão 

 58 

Além disso, proteínas sensíveis à tripsina ou α-quimiotripsina também são 

potenciais receptores para as babésias (YOKOYAMA et al, 2006). Kania et al. (1995) 

verificaram que o pré-tratamento in vitro de eritrócitos bovinos com tripsina diminui a 

invasão dos eritrócitos por B. bigemina, enquanto que a α-quimiotripsina teve pouco 

efeito na redução da invasão. Por outro lado, a invasão dos eritrócitos por B. 

divergens não foi afetada pelo tratamento com tripsina, enquanto que o pré-

tratamento com α-quimiotripsina levou a redução do crescimento do parasita (ZINTL 

et al., 2002a). Na mesma linha, Gaffar et al. (2003) demonstraram os efeitos 

inibitórios da tripsina e α-quimiotripsina na invasão dos eritrócitos por B. bovis. Estes 

resultados indicaram que pode haver diferentes receptores sensíveis a estas 

degradações proteolíticas ou diferentes vias nos passos de invasão dos eritrócitos 

para as diferentes espécies de babésias (YOKOYAMA et al, 2006). 

Proteínas eritrocitárias diferencialmente expressas entre B. taurus e B. 

indicus, e sensíveis a algum desses tratamentos enzimáticos, podem ser potenciais 

receptores aos parasitas da babesiose e, conseqüentemente, um dos possíveis 

fatores que explique a resistência diferencial a esta infecção entre as duas espécies 

de animais. Apesar do antígeno Duffy ser sensível ao tratamento com quimiotripsina 

(Barnwell et al., 1989) e a região promotora deste gene possuir freqüências 

diferentes de haplótipos formados por quatro SNPs entre animais indianos e 

taurinos, os resultados deste trabalho indicaram que não há expressão diferencial do 

gene Duffy entre as duas espécies de bovinos. Porém, estudos de expressão 

protéica serão necessários para confirmar se a quantidade de proteína na 

membrana dos eritrócitos é semelhante entre as duas espécies, uma vez que 

trabalhos têm demonstrado que o conteúdo de uma proteína na célula nem sempre 

é reflexo direto da abundância do seu RNA mensageiro específico (GYGI et al., 
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1999; CHEN et al., 2002). Além disso, alterações da seqüência de aminoácidos 

existentes entre a proteína produzida por animais taurinos e zebuínos também 

podem ser fatores que influenciam na interação com outras proteínas.  
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6- Conclusão 

Apesar de terem sido encontrados 4 SNPs na região 5’ flanqueadora do gene 

Duffy bovino, com diferença significativa de freqüência (P≤ 0,001) entre animais 

indianos e taurinos e, as timinas nos SNPs 1 e 2, mais comuns em B. indicus, 

alterarem os sítios putativos para fatores de transcrição da região, a análise por PCR 

em tempo real de animais com genótipos homozigotos mais frequentes em cada 

espécie, os quais são contrastantes para todos os SNPs, revelou não haver 

diferença de expressão do gene Duffy entre os grupos genéticos estudados. Dessa 

forma, conclui-se que os polimorfismos identificados não influenciam na transcrição 

do RNA mensageiro do antígeno Duffy e que conseqüentemente, essa região do 

genoma não se apresenta promissora, a princípio, para a utilização em programas 

de melhoramento genético bovino para a característica de resistência à babesiose. 
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