UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JpLIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DA REGIAO 5’

FLANQUEADORA DO GENE DUFFY EM Bos indicus e Bos taurus

THAIS DE LIMA CARVALHO

Dissertagdo apresentada ao programa de Pos-
graduagdo do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
de Botucatu, para a obtengao do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas - Area de Concentrago:
Genética.

BOTUCATU - SP
Abril-2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JQLIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DA REGIAO 5’

FLANQUEADORA DO GENE DUFFY EM Bos indicus e Bos taurus

THAIS DE LIMA CARVALHO
Biologa

Orientadora: Profa. Dr2, Ligia Souza Lima Silveira da Mota
Co-orientador : Dr. Rogério Abdallah Curi

Dissertagdo apresentada ao programa de Pos-
graduagdo do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
de Botucatu, para a obtengao do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas - Area de Concentrago:
Genética.

BOTUCATU - SP
Abril-2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICADE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMRJS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: Selma Maria de Jesus

Carvalho, Thais de Lima.

Isolamento e caracterizagao da regido 5’ flaadara do geneuffy emBos
indicus e Bos taurusThais de Lima Carvalho. — Botucatu : [s.n.], 200

Dissertagéo (mestrado) — Universidade Estaelaalista, Instituto de
Biociéncias de Botucatu, 2007.

Orientadora: Ligia Souza Lima Silveira da Mota
Co-orientador: Rogério Abdallah Curi
Assunto CAPES: 20204000

1. Bovino - Genética 2. Genética animal
CDD 591.15

Palavras-chave: Antigeno Duffy; Babesiose; BoviisisP




Este trabalho é dedicado a vocés:
pai, mae, Flavia e Ligia.

Obrigada por tudo. Amo vocés!!!



AGRADECIMENTOS

“Nenhuma pagina
jamais foi limpa.
Mesmo a mais Saara,

artica, significa.

Nunca houve isso,
uma pagina em branco.
No fundo, todas gritam,

palidas de tanto”.

Leminsky, Paulo. Distraidos Venceremos, Editora Brasiliense, 1987

Nesta pagina de agradecimentos, ja estava escrito, em ordem alfabética, 0 nome de

todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacao deste trabalho:

Adriana Sartori, Prof®. Adriane Wasko, Prof. Alexandre Borges, Amanda Rios, Ana
Teresa Burlamaqui, André Gargano, Andréa Akemi Hoshino, Antbnio Ségio Braz,
Débora Colombi, Diego Alonso, Fabiana Akemi, Fabio Severino, Fernanda Alves-Costa,
Flavia Carvalho, Flavio Sassaki (Bonsai), Prof. Henrique Nunes, Prof lvan Maia, Jaime

Souza Neto, Leticia Nogueira, Ligia Carvalho, Prof®. Ligia Mota, Magali Gomes, Marcela



Guidugli, Marcelo Carvalho, Marco Rosselini, Maria Andréa Carvalho, Maria Paravani,
Neguin Husseini, Prof. Paulo Ribolla, Rafaela Teixeira, Regiane Degan, Rogério Curi,

Sandra Drigo, Thiago Buosi, Valquiria Santiloni, Vera Salazar, Vitor Fonseca.



EPIGRAFE

“Cada um que passa em nossa vida,
passa sozinho, pois cada pessoa é
Unica, e nenhuma substitui a outra.
Cada um que passa em nossa vida
passa sozinho, mas nédo vai s6, nem
nos deixa sos: leva um pouco de nés
mesmos, deixa um pouco de si mesmo.
Ha os que levam muito, mas ha os que
nao levam nada; ha os que deixam
muito, mas ha os que nao deixam nada.
Esta é a maior responsabilidade da
nossa vida e a prova evidente de que
duas pessoas ndo se encontram ao

acaso.”

Antonie Saint Exupéry



SUMARIO

] = 0 Lo o U T SRR I
Lista de TaDEIAS. ..........oiiiiie s \%
RESUIMIO. ...ttt e eb e e e a bbb e st e e e s e b b e e e e eabb e e e ensbe e e e e \Y
Y 0151 =T ST TRI \Y
1- INTRODUGAOD ...ttt aenanes 1
1.1- TaxonOomia A0S DOVINOS. ......ueiiiiiiiiiiiiieie e ee ettt e e eeeee e e annes 2

1.2- BovinocCUultura NO BrasSil..............oooiiiiiiiiie e 3

1.3- Marcadores MOIECUIAIES. .........cccoiiiiiiiiiie e 4

1.4- Selecéao assistida por marcadores moleculares...........cccccccvevveei 6

T = To = o J o] o] 1 10 (o - 8

1.6- ANEIGENO DUFFY ... e et ee e e e s e e e e e ans 12

1.7- BADESIOSE DOVINGL. ...cciiiiiiiiiiiiiiie e 16

2- OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt bt e et e e et e e enbbe e e ebe e e e nae e ennaee s 19
3- MATERIAIS E METODOS ...ttt 21
3.1- MATERIAIS ...t ettt et e e et e e ebe e e nbe e e enbeeas 22

B.2- METODOS.......oeoctiete ettt ettt ettt ettt ee ettt ess et et e et eae et ere e 22

T a1 1= 7= W0 (=T o U = TS 22

3.2.2- Extracao de DNA gendmiCo de SANQUE..........ceveeeiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiiieireeeeeee e neeneees 23

3.2.3- Amplificacdo da regido 5’ flanqueadora do gene Duffy..........ceuveeiveeiieiiieiinenn.e. 23

3.2.4- Sequenciamento da regido 5’ flanqueadora do gene Duffy............................. 24

3.2.5- Genotipagem de SNPs (Single nucleotide polymorphisms)...............cc.ooeoeee. 25

3.2.6- - Caracterizacao da regido 5’ flanqueadora do gene Duffy ........cccccvveveeennnnn. 26

3.2.7 ANALISE ESTALISHICA. .. .. i eeeiee it 27

3.2.8- Coleta de Medula OSSEa..........ccooiiiiiiiiiiiiie et 27

3.2.9- Extracao do RNA total de medula 0SSEa...........c..cuvvveeieiiiiiiiiiieeeeeeecieiie e 28
3.2.10- Tratamento com DNase € transSCriCa0 reVErSa.........cooveeieeerieeeieee e 28
3.2.11- Quantificacéo relativa da expressdo do gene Duffy.......ccccccovvveiiiiiinn. 29

4- RESULTADOS ..ottt ettt e et e e e eae e e et e e enb e e e ambe e e annee e enees 32
4.1- Identificacdo de SNPs na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy bovino................ 33



4.2- Genotipagem A0S SNPS.... ... it ee e e e e e e ereeeeeeeeeeeeaeeeeeeaeeeeees 34
4.3- Caracterizacdo da regido 5’ flanqueadora do gene Duffy.............ccccoeeeeeiieiiieine 43

4.4- Andlise da expressao diferencial do gene Duffy em animais Bos taurus e Bos

T Tt U3 45
B DISCUSSAOD . ...ttt naen s ran e 49
B CONCLUSAO ..ottt et en e 60
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooooiioeeeeeeceeee e 62



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Resultado da amplificacdo da regido 5’ flanqueadora do gene Duffy

bovino, apds eletroforese em gel de agarOSe........ccoovvuviiiiiiiiiiiiiiiiee e 33

Figura 2 - Freqléncias dos gendtipos resultantes dos haplétipos determinados pelo
conjunto de polimorfismos identificados na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy em

ANIMaIS BOS INAICUS € BOS TAUIUS. .....ceneeeeeeee e e 41

Figura 3: Caracterizacdo da sequéncia de nucleotideos da regido 5’ flanqueadora

00 gene DUfY DOVINO.......ueieiiie s 44

Figura 4: Curva de dissociagao dos produtos de amplificacdo para o gene Duffy e

para o gene controle GAPDH para as amostras de Bos taurus e Bos

(1910 [ (o0 E- TP TR 46

Figura 5: Curva padrdo de eficiéncia da amplificacéo, por PCR em tempo real, para

0 gene alvo (Duffy) e para o gene controle (GAPDH)..........cccccoiiiiiiiiiiiiii e, 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Frequéncias alélicas observadas para cada um dos polimorfismos
identificados na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy em animais Bos indicus e Bos

(172 11| 1= 37

Tabela 2 - Frequéncias dos genétipos determinados por cada um dos polimorfismos
identificados na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy em animais Bos indicus e Bos

1172 1| 01 7T 38

Tabela 3 - Frequiéncias dos haplétipos determinados pelo conjunto de polimorfismos
identificados na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy em animais Bos indicus e Bos

1172 1| 1= 39

Tabela 4 - Frequiéncias dos gendtipos resultantes dos haplétipos determinados pelo
conjunto de polimorfismos identificados na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy em

ANIMaiS BOS INAICUS € BOS TAUIUS. .....ceieeeee e 40

Tabela 5 — Comparacédo entre as frequéncias dos SNPs, dos genétipos formados
pelos SNPs, dos haplétipos e dos gendétipos formados pelos haplétipos, entre as
racas de Bos indicus e Bos taurus e entre as duas espécies, realizada pelo teste

EXALO A iSO e e 42

Tabela 6: Dados da determinacdo da quantificacdo relativa do gene Duffy nas
amostras de animais Bos indicus em relacdo aos animais Bos taurus, pelo método

278CT (LIVAK &SCHIMITTGEN, 2001)....c.0iiiiivieiieciee et 48



Resumo

O antigeno Duffy é receptor Unico para o Plasmodium vivax, hemoparasita do filo
Apicomplexa causador da maléria vivax em humanos. A resisténcia a este parasita
pela maior parte dos individuos negros africanos e seus descendentes é devido a
uma mutacdo na regido promotora do gene que impede a sua transcricdo nos
eritrocitos. Em relacdo a babesiose bovina, sabe-se que animais de ragas taurinas
sd0 mais susceptiveis a infec¢do pelo parasita quando comparados aos animais de
racas zebuinas. Com o objetivo de verificar se 0 mesmo processo de resisténcia dos
humanos ocorre entre bovinos, a regido 5’ flanqueadora do gene Duffy foi isolada e
caracterizada em Bos indicus e Bos taurus. Foram identificados e genotipados 4
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP1: -500 C>T; SNP2: -186 C>T; SNP3: -158
A>G e SNP4: -3 A>G) que apresentaram diferengas significativas de frequéncias (P<
0,001) entre 99 animais de cada espécie (n=198). A caracterizacdo da regido isolada
revelou a presenca de 6 haplétipos putativos, 14 gendtipos formados pelos
hapl6tipos e numerosos sitios putativos para fatores de transcricdo. Apenas as
timinas nos SNPs 1 e 2, mais comuns em B. indicus, alteram alguns desses sitios.
Porém, a analise por PCR em tempo real de animais com genoétipos homozigotos
mais comuns em cada espécie e contrastantes para todos os polimorfismos, revelou
nao haver diferenca de expressdo do gene Duffy entre os mesmos. Dessa forma,
conclui-se que os polimorfismos identificados, a principio, ndo seriam Uteis como
marcadores moleculares em programas de melhoramento para a caracteristica de

resisténcia a babesiose.



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.

VI
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Introducéo

1- INTRODUCAO

1.1- Taxonomia dos bovinos

Os bovinos pertencem ao Género Bos, Familia Bovidae, Ordem Artiodactyla,
sendo encontrados em praticamente todos os paises do mundo, com uma estimativa
de que existam mais de 1,2 bilhdes de animais de pelo menos 780 racas (FRIES &
RUVINSKY, 1999). A evolu¢do humana tem sido influenciada pelos bovinos, que
representam importante fonte de alimento (CUNNINGHAM, 1992).

De acordo com a nomenclatura classica de Linnaeus os bovinos séo divididos
em duas espécies do género Bos, Bos taurus e Bos indicus. A espécie Bos taurus
(taurinos) engloba as racas europeéias e africanas, sem cupim e a Bos indicus
(zebuinos) engloba as racgas indianas e africanas, com cupim (DEL LAMA, 1991).
Esta classificacdo é sustentada pela alta diversidade genética, estimada a partir de
polimorfismos protéicos (MANWELL & BAKER, 1980), do polimorfismo morfolégico
do cromossomo Y, geralmente submetacéntrico em taurinos e acrocéntrico em
zebuinos (KIEFFER & CARTWRIGTH, 1968) e polimorfismos de microssatélites em
cromossomos autossémicos (MACHUGH et al., 1997). Entretanto, muitos autores
consideram inadequada a proposta de classificacdo das racas européias e indianas
como espécies diferentes em razdo da completa inter-fertilidade e pelo fato de néo
existir isolamento geografico, sugerindo assim, a classificacdo destes grupos como
subespécies.

Ha duas hip6teses principais para explicar a origem desses grupos. Uma
afirma que o gado domesticado primeiro se desenvolveu de um Unico ancestral
selvagem, o Aurorque (Bos primigenius primigenius), durante a fase Neolitica.

Posteriormente foi produzida a populagéo de Bos indicus por meio de cruzamento e

2
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selecdo do gado Bos taurus (EPSTEIN, 1971; EPSTEIN & MASON, 1984; PAYNE,
1991). A hipoétese alternativa sugere que a populacdo de zebu foi desenvolvida
independentemente no Neolitico, sendo o provavel progenitor a subespécie de
Aurorque encontrada no sul da Asia (Bos primigenius nomadicus). Esta interpretacio
€ suportada por achados arqueolégicos e evidéncias genéticas (MEADOW, 1993;
LOFTUS et al., 1994; BRADLEY et al., 1996, MACHUGH et al., 1997).

Devido as diversas teorias de origem e classificagdo dos bovinos, na literatura
sdo encontradas varias nomenclaturas: Bos primigenius taurus e Bos primigenius
indicus, Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, Bos indicus e Bos taurus, sendo esta

ultima a utilizada neste trabalho.

1.2- Bovinocultura no Brasil

A bovinocultura nacional conta, atualmente, com mais de 200 milhdes de
animais, representando o maior rebanho comercial do mundo. Em 2006, o PIB do
setor agropecuario brasileiro foi da ordem de 148,31 bilh6es de dolares
correspondendo a 27,9% do PIB nacional, sendo que destes, aproximadamente 30%
(66 bilndes de dodlares) sdo devido a pecuéria (CNA, 2006).

O rebanho brasileiro € 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 caracteristicas fenotipicas
bastante distintas com reflexos marcantes na eficiéncia produtiva e reprodutiva.

De maneira geral os zebuinos apresentam grande rusticidade, caracterizada
pela adaptacdo as condicdes climaticas das regides tropicais e pela

resisténcia/tolerancia aos endo e ectoparasitas, bem como a algumas doencas
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infecto-contagiosas (SANTIAGO, 1985). Os taurinos, por sua vez, Sa0 mMenos
adaptados ao clima tropical, apresentam dificuldade em eliminar o excesso de calor
corporal em funcédo de deficiéncias de seu aparelho termo regulador e apresentam
maior susceptibilidade as doencas infecciosas e infestacbes parasitérias,
especialmente a babesiose, anaplasmose e febre aftosa. Por outro lado, s&o
significativamente mais eficientes no que se refere aos parametros produtivos e
reprodutivos.

As doencas infecciosas e parasitarias causam perdas importantes em varios
setores da producao pecuaria no Brasil e no mundo. Dados do Sindicato Nacional da
Industria de Produtos para Saude Animal (Sindam) indicam que o Brasil é o terceiro
maior mercado de defensivos e insumos veterinarios. Parte significativa dessa soma
destina-se a produtos que poderiam ser substituidos 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 fendétipo molecular oriundo de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma. Entre as vantagens atribuidas aos marcadores
moleculares destacam-se o alto polimorfismo, o fato de n&do sofrerem influéncia do
meio ambiente, de serem em geral codominantes, de poderem ser analisados em
qualquer estagio de desenvolvimento do individuo, e de poderem caracterizar um
individuo a partir de suas células ou tecidos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Do ponto de vista molecular ocorrem trés tipos principais de variagdes na molécula

de DNA, as regides repetitivas, as insercdes/dele¢cbes (InDels) e as alteracdes de
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um unico nucleotideo (Single Nucleotide Polymorphism - SNPs) (VIGNAL et al.,
2002).

Variacbes moleculares s&o categorizadas como polimorfismos quando
ocorrem em mais de 1% da populacéo, sendo consideradas biologicamente normais.
S&o consideradas funcionais quando promovem alteracées na expressdo do gene
ou na composi¢cao da proteina, sendo que, dessa forma podem tornar um individuo
mais ou menos susceptivel a determinada patologia (THOMPSON et al., 1991).

Em relagéo aos SNPs, as substituicbes mais frequentes observadas no DNA
envolvem bases nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural, ou seja, trocas
entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas pirimidinas (C/T ou T/C), sendo
denominadas transi¢coes. As transversdes sao substituicbes de uma purina por uma
pirimidina ou o contrario. As alteracdes, que posteriormente podem levar aos SNPs,
podem ser provocadas por erros de incorporacéo de bases durante a replicacédo do
DNA, ou em outros casos, sdo causadas por agentes ambientais (GUIMARAES &
COSTA, 2002). Os SNPs sao marcadores bialélicos, geralmente detectados de
forma codominante e sdo uma fonte importante para a analise de caracteristicas
complexas em bovinos devido a sua abundancia no genoma, baixa taxa de mutacéo
e recentes avancgos nas técnicas de deteccao e genotipagem (HEATON et al., 2001)

Os polimorfismos em geral ocorrem tanto em regifes codificantes como em
regibes ndo codificantes dos genomas. Consideravel atencdo tem sido focalizada
nos polimorfismos de regides génicas codificantes e em seu potencial de alterar a
estrutura e, consequentemente, a funcdo de uma proteina com importancia em
determinada via metabdlica. Quando os polimorfismos resultam em substituicdo de
aminoacido na sequéncia protéica sdo denominados nao sinbnimos, podendo a

substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em funcao das caracteristicas dos
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aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver modificacdes
estruturais e funcionais na proteina. Embora polimorfismos sinonimicos néo alterem
a sequUéncia protéica, eles podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA
mensageiro e, consequentemente, afetar a quantidade de proteina produzida. Esta
guantidade também pode ser afetada quando ocorrem alteracdes nas regides néo
traduzidas do RNA mensageiro (5° UTR e 3' UTR). Além disso, polimorfismos
génicos podem promover processamentos alternativos, geragcdo ou supressao de
cbédons de terminacdo, alteragdo nos codons de iniciacdo da traducao e alteracdes
no padrao de expressdo de genes quando a troca de bases ocorre em sequéncias

promotoras (GUIMARAES & COSTA, 2002).

1.4- Selecao assistida por marcadores moleculares

O melhoramento das caracteristicas fenotipicas de interesse produtivo em
bovinos vem sendo alvo de grandes esforcos da humanidade e, mesmo que
praticada empiricamente antes do século passado, vem ocorrendo ha cerca de
10.000 anos. A domesticagdo dos animais permitiu ao ser humano exercer a selegao
artificial para caracteristicas desejaveis e alterar, mesmo que inconscientemente, a
constituicdo genotipica das populagdes (SANTOS, 1995). O conhecimento de que
certas caracteristicas fenotipicas sdo herdaveis, levou o homem a controlar os
acasalamentos nas espécies em domesticacdo, selecionando o0s reprodutores
(REED, 1984). O sucesso da selecao depende do valor da herdabilidade do carater,
sendo que herancgas poligénicas, dominancias parciais ou completas, a influéncia do
ambiente e o tempo necessario para a avaliacdo fenotipica frequentemente séo

fatores limitantes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).



Introducéo

O melhoramento genético dos animais domésticos tem sido direcionado para
caracteristicas tais como producédo, eficiéncia reprodutiva, eficiéncia alimentar e
resisténcia a ecto e endo parasitas aplicando, principalmente, principios de genética
quantitativa, de modo que, os individuos de uma populacdo sejam avaliados por
meio de modelos estatisticos. A maior parte dos programas de melhoramento
genético de bovinos utilizou, até meados de 1980, a teoria dos indices de selecéo,
com énfase em selecao dentro de rebanhos. A partir dessa data, a metodologia dos
modelos mistos para a estimacdo do valor genético dos animais, expresso em
termos de Diferenca Esperada na Progénie (DEP) vem apresentando grande
destaque (HENDERSON, 1988).

Apesar dos progressos obtidos, algumas limitagdes tornaram-se aparentes. A
eficiéncia das técnicas tradicionais de selecdo é bastante limitada em relacdo as
caracteristicas de dificil mensuragéo ou que ndo podem ser diretamente mensuradas
(resisténcia a doencas e de expressdo em um Unico sexo), de baixa herdabilidade
(fertilidade), de expresséo tardia ou pos-morte (caracteristicas de carcaca), ou que
apresentam correlacées genéticas negativas (producdo de leite e porcentagem de
gordura no leite) (SCHWERIN et al., 1995).

A andlise do genoma dos animais domésticos, por meio de marcadores
moleculares, vem contribuindo para solucionar algumas destas limitacbes. A
acuracia das predi¢des e a intensidade de selecdo aplicada ao rebanho podem ser
incrementadas, diminuindo o intervalo entre geragdes e economizando esforgos em
testes de progénie de touros.

Porém, as conquistas praticas obtidas até o momento sdo poucas,
principalmente para caracteristicas produtivas e reprodutivas, ou seja, a utilizagdo

dessa estratégia no melhoramento genético (Selecdo Assistida por Marcadores



Introducéo

Moleculares — MAS) tem sido modesta, ja que na maior parte das vezes 0s
resultados de diferentes trabalhos mostraram-se ndo conclusivos ou contraditérios
(CURI, 2004). Essas contradicdes costumam ser explicadas por variagées no
desequilibrio de ligacao entre marcadores moleculares e caracteristicas quantitativas
nas diferentes populagdes e racgas, j& que muitas vezes os polimorfismos estudados
ndo sdo os responsaveis diretos por altera¢cdes fenotipicas, ou ainda por interagées
epistéticas diferentes entre o gene candidato e as bases genéticas de populacdes e
racas distintas (CURI et al., 2006). Além disso, dentre o grande namero de genes
envolvidos na determinagdo de uma caracteristica de interesse, os genes candidatos
para uma variagdo fenotipica podem ndo ser necessariamente 0s principais
responsaveis por essa variacdo. Segundo Rothschild & Soller (1997) a probabilidade
de um gene candidato estar associado a uma caracteristica de importancia
econbmica é teoricamente muito pequena.

Atualmente, a busca de genes relacionados a caracteristicas desejaveis tem
se voltado para o estudo da expresséo génica diferencial, baseando-se no principio
de que animais que apresentam caracteristicas fenotipicas diferentes, podem diferir
tanto qualitativa quanto quantitativamente na producdo de mRNAs especificos e,

consequentemente, na producao das respectivas proteinas.

1.5- Regido promotora

O processador central da regulacdo da expressdo de um gene € seu
promotor, uma vez que contém os sitios de ligagdo para as RNAs polimerases
responsaveis pela transcricdo génica. Promotores génicos estdo, normalmente,

localizados imediatamente antes (upstream) da regido transcrita de um gene.



Introducéo

Em geral, a regido promotora de um gene de eucarioto possui uma sequéncia
conservada (T/A)A(A/T) a aproximadamente 30 pares de bases (pb) do ponto de
inicio da transcricdo, 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 inicio da transcrigcdo (GRIFFITHS et al., 2000). Resumidamente, a
sequéncia TATA é reconhecida pela proteina de ligacdo TBP (proteina de ligagédo a
TATA) que € uma subunidade do fator de transcricdo IID (TFIID), ao qual se liga o
fator de transcricdo IlIA (TFIIA), estabilizando a ligacdo da TBP ao DNA. A este
complexo liga-se ainda o fator de transcricao 11B (TFIIB), formando assim a estrutura
que é reconhecida pela RNA polimerase Il que inicia o processo de transcricao
(BROWN, 1999). Os processos que proporcionam a modulagéo transcricional sao
extremamente complexos e ocorrem por meio de uma intricada rede de interagdes
envolvendo os elementos citados acima e outros elementos localizados mais
distantes do ponto de inicio da transcricdo (enhancers e silencers).

Recentemente, grande numero de polimorfismos tem sido identificado na
regido reguladora dos genes, sugerindo que esse tipo de variacdo é funcional e
evolutivamente mais importante do que se pensava (MITCHISON, 2000). Tanto
trabalhos classicos (BRITTEN & DAVIDSON, 1969; KING & WILSON, 1975) quanto
recentes (KOHN et al., 2004; STAMATOYANNOPOULOQOS, 2004; WITTKOPP et al.,
2004) consideraram que a principal fonte de variacdo entre individuos pode ser
atribuida as diferencas de expressao génica, motivadas por alteracdes em regides
regulatérias, e ndo as diferencas localizadas nas regides codificantes. Segundo
BROWN & FEDER (2005) a variacdo na expressao génica entre membros da

mesma espécie é a matéria prima da evolucéo.
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Alteracdes em elementos reguladores podem modificar sitios de interacao
entre DNA e proteina e, potencialmente, alterar para mais ou para menos 0S
padroes de expressdo génica (ROWNTREE & HARRIS, 2002). Nesse sentido, a
identificacdo e entendimento de variagdes genéticas que afetam a regulacdo da
expressdo génica sdo um desafio dentro da gendmica e espera-se que Sseus
resultados tenham papel importante na compreensdo molecular de caracteristicas
complexas (HUDSON, 2003).

Em seres humanos foram estudadas associa¢cbes entre polimorfismos da
regido promotora e expressdo génica de proteinas envolvidas com pressao arterial e
hipertensdo (MITCHISON, 2000 e MORENO et al.,, 2003), infarto do miocérdio
(KOCH et al., 2001), metabolizacdo da nicotina (PITARQUE et al., 2001),
tromboembolia (ENDLER et al., 2001), fibrose cistica (ROWNTREE & HARRIS,
2002), mal de Alzheimer (LAWS et al., 2003), osteoporose (FERRARI et al., 2003),
diabetes tipol (JAHROMI et al., 2003), leucemia mieldide crénica (SIBLEY et al.,
2003), cancer cervical (NISHIOKA et al., 2003), risco de cancer em tecido epitelial
(CATTANEDO et al., 2006), doenca de Parkinson (WU, et al., 2006), entre outras.

Em bovinos, estudos de interacdo DNA-proteina revelaram que variantes da
regido reguladora dos genes B-lactoglobulina (LUM et al., 1997) e a-caseina
(SZYMANOWSKA et al., 2004) podem estar relacionadas a diferencas na
transcricdo de mRNA e expressado de proteinas na glandula maméaria. Rodrigues et
al. (1998) observaram diferencas nas frequéncias de um polimorfismo localizado na
regiao promotora do gene do hormoénio do crescimento (GH1) entre bovinos
selecionados para producdo de carne e de leite. Este polimorfismo € uma delecéo

de 3 nucleotideos (AAG) entre as posi¢des -35 e -33, nove nucleotideos acima da
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sequéncia TATAAA, e apresentou frequéncia de 0,15 em racas de corte e de 0,0 nas
ragas leiteiras.

Também em bovinos, a ocorréncia de um microssatélite polimérfico localizado
na regidao promotora P1 do gene do receptor de horménio de crescimento (GHR)
pode contribuir para a complexidade de sua expressao (HALE et al., 2000). Em
rebanhos Bos indicus é mais frequente o alelo curto (S) com 11 repeticbes TG
consecutivas enquanto que, em rebanhos Bos taurus predominam os alelos longos
(L) com 16 a 20 repeticdoes TG consecutivas (LUCY et al., 1998). Os resultados
obtidos por Curi et al. (2005a) mostraram a inferioridade do gendétipo SS do
microssatélite do gene GHR em relagcdo ao gendtipo LS, para as caracteristicas
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 Unica na regido
promotora do gene da insulina como fator de crescimento 1 (IGF-1) de bovinos e
encontraram associagcao entre o alelo B desse polimorfismo e maior ganho de peso
diario no periodo pés-desmama em animais B. taurus. Os resultados obtidos por
Curi et al. (2005b) confirmaram a possibilidade desse polimorfismo da regido
promotora do gene IGF-1 ser exclusivo de animais B. taurus e mostraram
associacdes significativas entre gendtipos e caracteristicas de crescimento em
animais B. indicus x B. taurus, sendo o genétipo BB favoravel em relacdo ao
genotipo AB. Cheong et al. (2006) relacionaram o polimorfismo -424 A>T na regido
promotora do gene do fator de liberagdo de horménio de crescimento com peso de
carcaca fria e area do musculo Longissimus dorsi, os quais foram superiores nos
homozigotos TT, intermediarias nos heterozigotos AT e inferiores nos homozigotos

AA.
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1.6- Antigeno Duffy

A descoberta do antigeno Duffy em humanos ocorreu em 1950, por Cutbush
et al. (1950), que detectaram o anticorpo no soro de um paciente hemofilico
multitransfundido e o chamaram de anti-Fy?, em homenagem ao paciente em
questdo, o Sr. Duffy. No ano seguinte, Ikin et al. (1951) descreveram o anti-Fy®,
anticorpo que define o par antitético do antigeno Fy®. Posteriormente, Sanger et al.
(1955) observaram que a auséncia do antigeno Duffy era o mais comum em afro-
americanos e que provavelmente representava o produto de um alelo silencioso.

Os anticorpos anti-Fy® e anti-Fyb sao clinicamente significantes na transfuséo
sanguinea, pois foram associados com rea¢des hemoliticas transfusionais imediatas
ou tardias (BOYLAND et al.,, 1982) e com a doenca hemolitica do recém-nascido
(VESCIO et al., 1987).

Em humanos, o loco Duffy estd localizado no cromossomo 1g22-g23
(DONAHUE et al. 1968; MATHEW et al., 1994). Inicialmente, acreditava-se que esse
gene consistia de apenas um exon que codificava um polipeptideo de 338
aminoacidos (CHAUDHURI et al., 1995). Estudos posteriores revelaram a presenca
de um pequeno exon anterior (exon 1) que contém seqiéncias nao traduzidas e
sequéncias codificantes. Este exon pode ser unido, apos splicing, ao segundo exon
(exon 2) para dar origem ao transcrito mais abundante, chamado transcrito maior,
gue codifica uma proteina de 336 aminoacidos (IWAMOTO et al.,, 1996a). As
isoformas diferem nos aminoacidos da regido amino-terminal (N-terminal), onde o
transcrito maior tem 6 aminoacidos e o menor tem 9, porém eles ndo diferem na
ligacdo com anticorpos anti-Duffy, nem na ligagdo com quimiocinas

(YASDANBAKHSH et al., 2000).
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O gene Duffy apresenta alelos mdltiplos, entre o0s quais os alelos
codominantes FY*A e FY*B, que codificam os dois antigenos principais, Fy* e Fy®,
respectivamente (CUTBUSH et al., 1950; IKIN et al., 1951). Estes alelos, diferem por
substituicdo de uma guanina por uma adenina na posi¢ao 131 do cDNA do transcrito
menor ou 125 do transcrito maior, alterando o cdédon 44 ou 42, dependendo da
isoforma, o qual codifica 0 aminoacido glicina no antigeno Fy? e o &cido aspartico no
antigeno Fy? (CHAUDHURI et al., 1993; 1995). As combinagdes dos alelos definem
guatro fenétipos: Fy(a+b+), Fy(at+b-), Fy(a-b+) e Fy(a-b-), 0s quais apresentam
distribuicdo diferencial entre as popula¢cdes humanas. Os fenotipos Duffy positivo
Fy(a+b+), Fy(atb-) e Fy(a-b+) apresentam maior frequéncia nas populacdes
caucasoides e asiaticas, enquanto que o negativo Fy(a-b-), se apresenta em maior
frequiéncia nas populacdes negroides (BEATTIE, 1988).

O fendtipo Fy(a-b-) em negros € devido a uma mutagdo pontual -33 T>C na
regiao promotora do alelo FY*B, na regido GATA box (TOURNAMILLE et al., 1995;
IWAMOTO et al., 1996b). Essa mutac&o altera o sitio do fator de transcricdo eritroide
GATA-1, resultando na auséncia de expressdo do antigeno Fy° apenas nos
eritrécitos, ndo alterando a expressao desta proteina em outros tecidos. Esta mesma
mutagcdo foi encontrada no alelo FY*A de individuos da regido endémica de
Plasmodium vivax na Papua-Nova Guiné (ZIMMERMAN et al., 1999).

A expresséo reduzida do antigeno Fy® em brancos foi associado & mutacao
265 C>T na regido codificadora do exon 2 do FY*B que promove a troca 89 Arg>Cys
na cadeia peptidica, e caracteriza o FY*X postulado por Chown et al. (1965). Esta
mutacao enfraquecedora de Fy®, quando presente, acompanha-se da mutacao 298
G>A no mesmo alelo Fy°, que leva & substituicdo 100 Ala>Thr na cadeia peptidica,

podendo esta ultima 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
mutacdo 100 Ala>Thr ndo influencia na expressao da proteina.

Castilho et al. (2004), em estudo com a populacéo brasileira, observaram uma
frequéncia elevada da mutagéo -33 T>C (12,5%) em individuos que se consideram
caucasianos, confirmando que no Brasil ndo existe uma clara distingdo de ragas.
Também foi observada a ocorréncia simultdnea das mutacdes -33 T>C, 265 C>T e
298 G>A em individuos de descendéncia africana, o que difere de outros relatos na
literatura que mostraram a ocorréncia das mutagdes 265 C>T e 298 G>A em 2 a 5%
da populacdo caucasiana, mas ndo em individuos negros (OLSON et al., 1998;
PARASOL et al., 1998; YAZDANBAKHSH et al., 2000).

O antigeno sanguineo Duffy € uma glicoproteina de 35-43 kDa (HADLEY et
al., 1984), com 7 dominios transmembrana, que também foi identificado como um
receptor promiscuo de quimiocinas e, portanto, foi renomeado DARC (Duffy Antigen
Receptor Chemokine) (CHAUDHURI et al., 1994; MURPHY, 1994; NEOTE et al.,
1994). Além dos eritrécitos, também é encontrado nas células endoteliais de veias
pos-capilares em diferentes 6rgdos e em outros tipos celulares, incluindo as células
de Purkinje no cerebelo, células epiteliais dos tubulos coletores do rim e
pneumdécitos tipo | dos pulmdes (HADLEY et. al., 1994; GIRARD et al.,, 1999;
HADLEY & PEIPER., 1997; HORUK et al., 1997; PEIPER et al., 1995; CHAUDHURI
et al., 1997).

E postulado que sua funcdo nos eritrécitos seja a de neutralizar niveis
elevados de quimiocinas na circulagdo (DARBONNE et al., 1991) e, apesar de sua
funcdo nas células endoteliais ndo ser bem entendida, tem sido sugerido que este

receptor facilitaria o transporte de quimiocinas do tecido para o limen vascular.
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Entretanto, a ligacdo com quimiocinas nao transduz nenhum sinal nem altera a
funcdo da célula endotelial (LEE et al., 2003).

MILLER et al. (1975) e MASON et al. (1977) descreveram correlagéo entre o
antigeno Duffy e a malaria, onde portadores do fenétipo Fy(a-b-) eram resistentes a
infeccdo pelo parasita malarico simio Plasmodium knowlesi. Esses mesmos autores
observaram que, in vivo, somente portadores dos antigenos Fy* e Fy® contraiam
malaria por P. vivax (MILLER et al., 1976), concluindo que o antigeno Duffy era
determinante para a invasdo dos eritrocitos pelos merozoitas do P. knownlensi e P.
vivax.

O sitio de ligacdo especifico para o Plasmodium vivax esté localizado no
dominio N-terminal extracelular (CHITNIS et al., 1996; TOURNAMILLE et al., 2005).
Nesta regido também esta localizado o epitopo de reconhecimento de anticorpos
anti-Duffy (WASNIOWSKA et al., 2000; TOURNAMILLE et al., 2003). Porém, é
necessaria uma ligacdo com o quarto dominio extracelular para a ligacdo de
guimiocinas (TOURNAMILLE et al., 2003).

Recentemente algumas associagdes tém sido feitas entre a auséncia do
antigeno Duffy nos eritrécitos (individuos Fy(a-b-)) e a angiogénese tumoral
(MOORE et al., 1999; LENTSH, 2002; SHEN et al., 2006), que seria favorecida pelo
excesso de quimiocinas na circulacdo devido a auséncia do receptor nos eritrocitos.
Aproximadamente 70% dos afro-americanos ndo expressam os antigenos Duffy nos
eritrécitos e a incidéncia do cancer de préstata nesses individuos € 60% maior do
gue aguela encontrada em caucasianos, com taxa de mortalidade duas vezes mais
elevada (STANFORD et al., 1999).

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

éxons de 21 e 972 nucleotideos, respectivamente, e um intron de 426 nucleotideos.
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Marteline (2003) isolou e sequenciou o0 gene Duffy de Bos indicus e o alinhamento
com a sequéncia de B. taurus mostrou 99,6% de identidade entre as duas
sequéncias As cinco alteragcdes encontradas foram: duas transversodes (572 C>G e
647 T>G), uma inversdo de dinucleotideo (1030-1031 GA>AG) e uma transicdo

(1343 A>G).

1.7- Babesiose bovina

A babesiose bovina é causada pelos parasitas intraeritrocitarios 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
hemoglobinudria, 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 género Rhipicephalus (Boophilus) microplus o unico vetor (PAIVA-
NETO, 2004).

MONTENEGRO (1992) observou que 70% dos casos de doencas
hemotropicais dos bovinos de paises em desenvolvimento sdo devidos a Babesia
spp.. Em 1981, McCosker estimou que mais de 600 milhdes de bovinos de paises
tropicais e subtropicais, estariam expostos a infeccdo por Babesia spp., 0 que
segundo Montenegro (1992), provoca prejuizo econémico de mais de 1,3 bilhdo de
dolares por ano. As perdas econémicas sao devido a reducéo na producéo de leite e
carne, infertilidade temporaria de machos e fémeas, custo de tratamentos, gasto
com medidas preventivas necessarias quando se introduz animal de areas livres em
areas endémicas e, principalmente, devido a mortalidade (GONCALVES, 2000).

A babesiose também ¢é conhecida como “malaria bovina”, devido a

semelhanca dos quadros clinicos observados entre bovinos infectados por Babesia
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bigemina e Babesia bovis e 0s quadros clinicos apresentado por seres humanos
infectados por Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum (COOKE et al., 2005). Os
géneros Babesia e Plasmodium pertencem ao filo Apicomplexa e apresentam
caracteristicas comuns no processo de invasao eritrocitaria, sendo possivel que
reconhecam os mesmos receptores (DUBREMETZ, 1998). Nesse sentido, Taylor et
al. (1990) e Menard (2001) sugeriram a presenca de antigenos conservados nos
estagios de invasao dos eritrocitos para todo o filo Apicomplexa.

As variagOes raciais e individuais de susceptibilidade ou resisténcia bovina a
Babesia spp. sdo conhecidas, sendo as ragas taurinas mais susceptiveis e as racas
zebuinas mais resistentes a infeccdo por este protozoario (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), sdo mais resistentes que
animais Bos taurus. Entretanto, foram observadas variagdes individuais dentro de
cada grupo. Em outro estudo realizado com animais Bos indicus e cruzados (Bos
indicus x Bos taurus), que ndo tiveram contato prévio com carrapatos, Bock et al.
(1999b) observaram que animais puros tém alto grau de resisténcia a babesiose,
enquanto que animais cruzados sao suficientemente susceptiveis para garantir o uso
de medidas preventivas.

Em geral, de acordo com a literatura, os animais indianos sao mais
resistentes aos carrapatos do que os taurinos (VILARES, 1941, UTECH et al., 1978;
PAIVA-NETO, 2004). Assim, este fato poderia explicar a maior resisténcia dos
animais indianos a babesiose. Porém Bock et al. (1997), por meio de inoculacdo

intravenosa de sangue contendo parasitas B. bovis e B. bigemina, verificaram que 0s
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animais indianos eram mais resistentes aos parasitas, independentemente da
resisténcia ao carrapato.

Uma possivel explicacdo para os zebuinos serem menos susceptiveis a
babesiose, é que estes convivem com hemoparasitas de Babesia spp. e carrapatos
ha milhares de anos sendo que, individuos susceptiveis sofrem uma maior presséo
de selecédo e, portanto, se mantém em uma baixa frequéncia nas populacdes. Por
outro lado, os taurinos estao expostos a estes hemoparasitas e carrapatos ha pouco
mais de algumas centenas de anos, ndo tendo sofrido igual pressdo de selecéo
(DALGLIESH, 1993).

Apesar de algumas hip6teses terem sido levantadas, as bases bioquimicas,
fisioldégicas e genéticas dessas variacfes de resisténcia e susceptibilidade bovina a
babesiose ainda ndo foram esclarecidas. Diante disso, a hipotese levantada a partir
da revisdo apresentada € que, a exemplo do que ocorre em humanos em relagéo a
malaria vivax, a resisténcia ou susceptibilidade dos bovinos a babesiose pode estar
relacionada, entre outros fatores, a auséncia ou presenca do antigeno Duffy na
superficie dos eritrocitos, em decorréncia de alteracfes que por ventura ocorram na

regido 5’ flanqueadora do gene que o codifica.

18



Objetivos
LTS



Objetivos

2- OBJETIVOS

2.1- Objetivos gerais

Possibilitar a realizacdo de pesquisa de interesse estratégico visando o
aprofundamento dos conhecimentos referentes aos mecanismos genéticos e
fisiolégicos envolvidos na caracteristica de resisténcia ou susceptibilidade a
babesiose, os quais poderado contribuir para o melhoramento genético de bovinos e

conseqlientemente para o aumento da competitividade da pecuaria nacional.

2.2- Objetivos especificos

Isolamento e identificacdo de polimorfismos na regido reguladora (5
flanqueadora) do gene Duffy de bovinos, de maneira a permitir que essas regides
do genoma possam ser utilizadas como marcadores moleculares em programas de

melhoramento genético.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- MATERIAIS

O presente trabalho foi desenvolvido nas dependéncias dos Laboratorios de
Biotecnologia e Genética Molecular (BIOGEM) e de Biologia Molecular Animal
(LBMA), ambos situados no Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu.

Amostras de sangue de 198 animais ndo aparentados, sendo 99 Bos taurus
(72 da raga Angus e 27 da raca Holandesa) e 99 Bos indicus (68 da raca Nelore e
31 da raca Gir) foram fornecidas pelos Departamentos de Melhoramento e Nutricdo
Animal e de Producédo e Exploragdo Animal e pela Fazenda S&o Manuel, todos
pertencentes a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, campus de
Botucatu, pela Central Bela Vista Ltda. e pela Fazenda Clardo da Serra, ambas
situadas no municipio de Pardinho/SP.

Amostras de medula éssea de trés animais B. indicus e trés animais B. taurus
nao aparentados foram fornecidas, respectivamente, pela Fazenda Sao Manuel e

pelo Departamento de Produgao e Exploragcdo Animal.

3.2- METODOS

3.2.1- Coleta de sangue

Amostras de 5 mL de sangue total foram colhidas por venipunctura da jugular
esquerda, na regiao do pescogo, utilizando-se tubos vacutainer (BD, EUA), contendo
7,5 mg de EDTA. Imediatamente apods a coleta, o sangue foi homogeneizado em

EDTA e mantido sob refrigeracdo em gelo.
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3.2.2- Extracao de DNA gendmico de sangue

A extragdo do DNA genOmico de cada um dos 198 animais estudados foi
realizada a partir de uma aliquota de 200 uL da amostra de sangue total, utilizando o
procedimento proposto por Zadworny & Kuhnlein (1990) e modificado por Miretti
(1998). Aos 200 uL de sangue total foram acrescentados 700 uL de solugédo TKM2 a
4 °C [Tris-HCI 1 M; KCI 1 M; MgCl; 1 M; EDTA 0,1 M; NaCl 1 M] e 150 pL de SDS
10% previamente aquecido (55°C). Apdés homogeneizacdo, esta solugdo foi
incubada em banho termostético a 55 °C por 1 hora. Em seguida foram adicionados
500 uL de NaCl 6 M saturado e a solugao foi homogeneizada e centrifugada a
10.000 g por 30 minutos a 4 °C. Um mililitro do sobrenadante foi transferido para
tubos contendo o mesmo volume de Aalcool isopropilico gelado. Os DNAs
precipitados foram transferidos para outro tubo contendo 1 mL de etanol 70%
gelado. As amostras foram entéo centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e os pellets, depois de secos, ressuspendidos em TE
[Tris-HCI pH 8,0 1 M; EDTA 0,1 M]. Para verificagcdo da quantidade e integridade do
DNA, as amostras obtidas foram submetidas a eletroforese em géis de agarose a
0,8%, corados com brometo de etidio. As amostras foram comparadas a um padréo
de concentracdo conhecida para serem posteriormente diluidas para concentracao

de trabalho de 10 ng/uL.

3.2.3- Amplificacédo da regiao 5’ flanqueadora do ge  ne Duffy

Os oligonucleotideos, Duffy F — 5" TGAATGATACACAAGGAGCCC 3’ e Duffy
R — 5 GATGACAGAAGGAGCGAGG 3, utilizados para isolar e amplificar um
fragmento de 707 pb da regido 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 sequiéncia depositada no GenBank pelo Bovine Genome Project (niumero
de acesso: NW_402248.1), o qual foi coordenado pela International Society of
Animal Genetics (ISAG) e conduzido por um consorcio internacional de Centros de
Pesquisa. A reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em 38 ciclos de 1
minuto a 95 °C, 1 minuto a 57 °C e 2 minutos a 72 °C. Cada reagao continha 50 ng
de DNA gendmico, 0,75 unidades de Tag DNA polimerase (Fermentas Life Science,
EUA) com seu respectivo tampéo (1X), 1,5 mM de MgCl,, 0,24 mM de cada
desoxinucleotideo (ANTP) e 0,12 uM de oligonucleotideos Duffy F e Duffy R. O
fragmento resultante foi visualizado em gel de agarose a 2%, corado com brometo
de etideo e comparado com um padrdao de peso molecular de 100 pb para

confirmacéo da especificidade da amplificac&o.

3.2.4- Sequenciamento da regido 5’ flanqueadora do  gene Duffy

Do total de amplificacbes, 16, sendo oito amostras de Bos indicus (quatro
amostras de Nelore e quatro de Gir) e oito amostras de Bos taurus (quatro de
Holandés e quatro de Angus) foram realizadas utilizando-se a enzima Taq Pfu DNA
polimerase (Fermentas Life Science, EUA), com seu respectivo tampao (1X) e 1,5
mM de MgSO,, nas condicdes descritas acima, para posterior realizacdo do
seguenciamento direto.

A reacao de sequenciamento direto seguiu o protocolo descrito pelo fabricante
do kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems,
EUA), com modificacbes. Os produtos de PCR utilizados nas reacOes de
sequenciamento foram purificados com a mistura de enzimas ExoSap-IT (GE, EUA),
segundo as recomendacdes do fabricante. Os oligonucleotideos Duffy F e Duffy R

foram utilizados como iniciadores para a enzima AmpliTag DNA polimerase,
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hibridizando-se a regido 5’ e 3’ do produto de PCR, respectivamente. Cada reagao
contou com um volume final de 20 ulL, sendo constituida de 2 uL do Terminator
Ready Reaction Mix (Big Dye Terminator v 3,1 Cycle Sequencing kit, Applied
Biosystems, EUA) com seu respectivo tampao (1X), 0,16 uM de oligonucleotideo e
200 ng do produto de PCR purificado. A amplificagao foi realizada em 25 ciclos de
96 °C por 45 segundos, 52 °C por 30 segundos e 60 °C por 4 minutos.

As reacOes de sequenciamento foram precipitadas pela adicdo de 80 uL de
isopropanol 65% e incubacédo 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 uL 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.
ApOs este periodo, o pellet foi ressuspendido em 3 uL de Formamida HI-DI (Applied
Biosystems, EUA). As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e 1 uL
de cada uma delas foi aplicado em gel de poliacrilamida desnaturante (4%). A
eletroforese foi realizada no aparelho de sequenciamento automatico ABI Prism 377
DNA Sequencher (Applied Biosystems, EUA). As sequéncias 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 amplificacdes
anteriormente realizadas com os oligonucleotideos Duffy F e Duffy R foram
guantificadas em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo. Os
produtos de PCR foram purificados com a mistura de enzimas ExoSap-IT, segundo
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as recomendacbes do fabricante. Cada reacdo de genotipagem foi composta de
multiplex dos seguintes oligonucleotideos reversos: SNP1- 5
AAGTGACGTGTTTGTGGGAG 3’; SNP2- 5° AGCCCCAGGACCACTTAC + 6C 3
SNP3- ) TGTTTACCCCACGCCCAC + 10C 3 e SNP4- 5
GTAAAGACAGTTCCCCATGA +12C 3, os quais diferiam em tamanho de 4 pares
de bases. As reagfes do mini-sequenciamento continham 0,4 uM de cada
oligonucleotideo, tampdo 1X [Tris HCI 20 mM, MgCl, 0,5 mM, pH 9,0], 1 uL de
SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix e 100 ng do produto de PCR purificado,
constituindo um volume final de 10 pL. As amostras foram submetidas a 40 ciclos de
10 segundos a 95 °C, 5 segundos a 50 °C e 30 segundos a 60 °C. Com o objetivo de
eliminar os didesoxinucleotideos (ddNTPs) ndo incorporados, as amostras foram
tratadas com 1 U de fosfatase alcalina de camardo (SAP) (GE, EUA), a 37 °C por 1
hora e 80 °C por 20 minutos. Apds adicdo de 11 uL de Formamida HI-DI, as
amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e 1 uL do seu volume foi
aplicado em gel de poliacrilamida desnaturante (4%). A eletroforese foi realizada
utilizando-se o aparelho de sequenciamento automatico ABI Prism 377 DNA

Sequencher.

3.2.6- Caracterizacéo da regiao 5’ flanqueadora do  gene Duffy

A ocorréncia de haplétipos determinados pelos polimorfismos encontrados na
regiao 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 transcricdo TDF e TRANSFAC foram utilizados para verificar, na regiao
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sequenciada, o0s possiveis sitios de ligacdo de elementos transcricionais ja

identificados em mamiferos.

3.2.7- Analise estatistica

As frequéncias dos alelos de cada um dos polimorfismos identificados na
regido 5’ flanqueadora do gene Duffy e a frequéncia dos gendtipos formados por
estes polimorfismos foram calculadas por contagem direta dos resultados obtidos
pela genotipagem. As frequéncias dos haplotipos determinados pelos quatro
polimorfismos e dos gendtipos formados pelos haplotipos foram calculadas utilizando
o software Arlequin 3.01.

A comparacao entre as frequéncias dos SNPs, dos genotipos formados pelos
SNPs, dos haplotipos e dos genétipos formados pelos haplétipos, entre as racas 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 6ssea

A coleta de medula éssea de trés animais Bos taurus portadores do genétipo
homozigoto CCAA e trés animais Bos indicus portadores do gendtipo homozigoto
TTGG, foi realizada com agulha especial para bidpsia aspirativa de medula éssea
(Komiyashiki, Japdo). Os animais foram contidos em decubito lateral de maneira
gue o 0sso esterno permanecesse acessivel. 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% diluido em solucéo fisioldgica 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 refrigeragdo em gelo.

3.2.9- Extracdo do RNA total de medula 6ssea

Imediatamente apds a coleta, o RNA total das amostras de medula 6ssea foi
isolado utilizando o reagente TRIzol LS (Invitrogen, EUA). Para tal, 300 pL de
amostra foram homogeneizados com 700 pL de TRIzol. A esse volume foram
adicionados 200 pL de cloroférmio e seguiu-se homogeneizagdo vigorosa e
incubacéo a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Na sequéncia, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa (superior) foi
transferida para um novo tubo e procedeu-se a precipitacdo do RNA pela adicao de
500 pL de isopropanol gelado, incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugacéo a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 75% e submetido a nova
centrifugacéo a 7.500 g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e o pellet seco
a temperatura ambiente por 7 minutos. Apds esta secagem, o pellet foi
ressuspendido em 15 pL de &gua 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 etidio e um RNA de concentracdo conhecida
foi utilizado como padréo. A seguir, as amostras foram armazenadas a -80 °C para

posterior utilizacdo na sintese da fita de DNA complementar (cCDNA).

3.2.10- Tratamento com DNase e transcricao reversa

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

EUA) para garantir a pureza do material. Para tanto, aliquotas contendo
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aproximadamente 1 pg do RNA total foram incubadas com 1 U de DNase a 37 °C
por 30 minutos, seguido de incubacgéo a 65 °C por 10 minutos apos adi¢do de 1 pL
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 °C para posterior utilizacdo na PCR em tempo real.

3.2.11- Quantificacdo relativa da expressao do gene  Duffy

A andlise 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 reacg0Oes para a determinacéo da expressdo do gene alvo (Duffy) e do gene
controle (GAPDH) dos trés animais B. taurus e trés animais B. indicus foram
realizadas em triplicatas em placas de 96 pocos (Axygen Scientific, EUA). Os
oligonucleotideos para o gene Duffy (himero de acesso: BT021079.1), Duffy RTF- 5’
TGCGCTTCTCAGACCTTTGTT 3’ e Duffy RTR- 5° GCCAGTTGCACCAGGGTAGA
3’, quanto para o gene controle Gliceraldeido-3-fosfato-dehidrogenase (GAPDH)
(nimero de acesso: NM_001034034.1), GAPDH F- 5 ATGCCTCCTGCACCACCA 3
e GAPDH R- 5 TCATAAGTCCCTCCACGATGC 3, foram desenhados utilizando-se
o programa Primer Express versédo 2.0 (Applied Biosystems, EUA).

Cada reacéo foi composta por 1,5 pL do cDNA (diluido cinco vezes), 0,2 uM
de cada oligonucleotideo e 5 uL de SyBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, EUA), em um volume final de 10 pL. Para cada gene em estudo foram

realizados controles negativos, também em triplicata, constituidos da mistura de
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reagentes e agua. A amplificacdo consistiu dos seguintes passos: 95 °C por 10
minutos e 40 ciclos de 95 °C por 10 segundos e 60 °C por 1 minuto. Em seguida
uma curva de dissocia¢ao (CD) foi construida para cada amostra.

As analises do gene alvo foram realizadas em relacdo a quantidade de
expressdo do gene controle. Curvas de eficiéncia foram delineadas para os dois
pares de oligonucleotideos (Duffy e GAPDH). As reacdes foram realizadas com um
pool de cDNA de todas as amostras em uma diluicdo seriada: 1:5, 1:25, 1:125 e
1:625. Foram construidos graficos dos valores dos Cts (ciclo do threshold -
guantidade necessaria de ciclos para que o alvo amplificado atinja o limiar fixado) de
cada ponto da curva em relacdo a quantidade de RNA e foram calculadas as
equacOes das retas. As eficiéncias dos oligonucleotideos foram calculadas através

da formula E=10QY/nclinacéo)

, sendo E igual a eficiéncia dos oligonucleotideos e
inclinacdo igual ao coeficiente de inclinagcdo da reta formada pelos Cts obtidos em
cada uma das amostras da diluicdo seriada.

A quantificagdo relativa (QR) do gene Duffy entre as trés amostras de B.
taurus (genétipo homozigoto CCAA) e trés amostras de B. indicus (gendtipo
homozigoto TTGG) foi calculada pelo método 2T, (LIVAK & SCHIMITTGEN,
2001) como segue: ACt= Ct pury — Ct gappH; AACt= ACt gos indicus - ACt Bos taurus; QR=2 "
ACt Sendo: Ct — ciclo do threshold; ACt — diferenca entre o Ct do gene alvo (Duffy) e
Ct do gene endogeno (GAPDH); AACt — diferenca entre o ACt da amostra (Bos
indicus) e ACt do controle (Bos taurus); QR — quantificacéo relativa — determina o
valor da expressao do gene alvo (Duffy) nas amostras (B. indicus) em relacdo ao
grupo controle (B. taurus). Para os calculos foram utilizadas as médias dos trés

animais B. taurus e trés animais B. indicus e, no célculo final da expresséo relativa

(QR), o erro foi estimado pela utilizacdo do método 2**“T usando AACt mais o
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desvio padrao e AACt menos o desvio padréao, de acordo com o proposto por Livak &

Schimittgen (2001).
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4- RESULTADOS

4.1- Identificacdo de SNPs na regido 5’ flanqueador a do gene Duffy

bovino

Com o objetivo de identificar SNPs na regido 5’ flanqueadora do gene Duffy
de animais Bos indicus e Bos taurus, foram amplificados e sequenciados fragmentos
de 707 pares de base (Figura 1), que continham parte da regido reguladora, a regiao
5 UTR, o primeiro exon e parte do intron do gene Duffy bovino. Através do
alinhamento das sequéncias obtidas foram identificadas 4 transicOes, trés
localizadas na regido reguladora: SNP1 (-500 C>T); SNP2 (-186 C>T); SNP3 (-158
A>G) e uma na regiao 5’ UTR: SNP4 (-3 A>G), considerando a posicdo +1 a adenina

do cédon de inicio da traducéo (ATG).

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

800 pb «=707 pb

100 pb

Figura 1: Resultado da amplificacdo da regidao 5’ flanqueadora do gene Duffy
bovino, apds 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.
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4.2- Genotipagem dos SNPs

A genotipagem dos quatro SNPs localizados na regidao 5’ flanqueadora do
gene Duffy bovino em animais Bos taurus e Bos indicus, realizada por mini-
sequenciamento, permitiu observar que a freqiéncia alélica destes 4 SNPs variou
signifigativamente (P<0,001) entre as racgas taurinas e zebuinas (Tabelas 1 e 5).
Para o SNP1, os zebuinos apresentaram freqiiéncias de 59,1% para o alelo T e
40,9% para o alelo C, enquanto que nos taurinos o alelo C foi o mais frequiente
(98,0%), apresentando-se quase que de forma fixada. Para o SNP2, a maior parte
dos zebuinos apresentou o alelo T (75,8%), enquanto que nos taurinos a forma
predominante foi o alelo C, com 99,0% de frequéncia. J& os SNPs 3 e 4
apresentaram os mesmos alelos, ou seja, A ou G, sendo que entre 0s zebuinos a
maior parte apresentou o alelo G em ambas as posi¢coes (81,3%) e entre 0s
taurinos, predominou o alelo A (95,5%).

Em consequéncia disso, os gendtipos 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
genotipo homozigoto CC (96,0% e 98,0%, respectivamente), ndo sendo identificado
nenhum animal homozigoto TT. J& entre 0s zebuinos ocorreram animais
homozigotos para os dois gendétipos, 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 genétipo homozigoto para um determinado alelo, AA, com
frequéncia de 91,9%. Foi encontrado apenas um animal homozigoto GG e 7,1% dos
animais apresentaram 0 genotipo heterozigoto AG para ambos os polimorfismos.

Entretanto, ha diferenca significativa (P<0,05) na freqiéncia dos genétipos formados
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por estes SNPs, quando a comparagao ocorre entre as ragas taurinas, sendo a
frequéncia de heterozigotos 6,6 vezes maior nos animais da raca Holandesa em
relacdo aos animais da raca Angus (Tabela 2). Entre os zebuinos, o gendtipo mais
comum foi o homozigoto GG, com frequéncia de 63,7%, seguido pelos gendtipos
heterozigoto AG (33,3%) e homozigoto AA (3,0%).

Na amostra de animais estudada, foram identificados 6 haplotipos putativos
determinados pelo conjunto de polimorfismos identificados na regido 5’ flanqueadora
do gene Duffy bovino: CCAA (A), TTGG (B), CCGG (C), CTGG (D), TTAA (E) e
TCAA (F) (Tabela 3) e 14 gendtipos, como € 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
distribuicbes alélica e genotipica desses haplétipos putativos também variaram
significativamente (P<0,001) entre as racas zebuinas e taurinas (Tabelas 3, 4 e 5).
Apenas o haplétipo F ndo foi encontrado em animais indianos, e os haplétipos B e D
nao foram encontrados em taurinos, sendo o primeiro (B) o mais frequente em B.
indicus (58,0%). Apenas dois haplétipos F e dois haplétipos E foram encontrados em
animais da ragca Angus e dois haplotipos E foram encontrados em animais da raca
Nelore. Ja em taurinos, o haplétipo A foi o mais comum, com freqtiéncia de 93,5% e
o haplétipo C ocorreu em 4,5% dos animais. A distribuicdo dos haplétipos variou
significativamente (P<0,01) entre as racas indianas, na qual o haplétipo C foi
encontrado em 8,1% dos animais da ragca Nelore e n&o foi encontrado em animais
da raca Gir. Além disso, o haplotipo D foi encontrado com uma frequiéncia 2,6 vezes
maior em animais da raga Gir em compara¢cdo com os animais Nelores.

Com relacéo aos gendtipos formados por estes haplotipos, em B. taurus foram
encontrados 6 e em B. indicus, 10. O gendtipo mais comum em taurinos foi o AA

com frequéncia de 88,9%, seguido por AC (6,1%), que foi representado
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principalmente por animais da raca Holandesa, que apresentaram frequéncia de
18,5% para este gendtipo. Os gendtipos restantes, AE, AF, CC e CE, foram
encontrados apenas em animais da raga Angus, em freqiiéncia extremamente baixa
(1,0; 2,0; 1,0 e 1,0%, respectivamente), considerando o total de animais taurinos. Ja
em animais indianos, a variabilidade foi maior, sendo os genoétipos BB (35,4%), AB
(21,2%), BD (18,2%) os mais frequentes, AD (10,1%) e BC (6,1%) os de frequéncia
intermediaria e CD (3,0%), AC (2,0%), AA (2,0%), DD (1,0%) e EE (1,0%) os de
freqUuéncia baixa. Entretanto, quando observa-se as racas indianas separadamente,
para Nelore o gendtipo BD é encontrados com frequiéncia intermediaria (11,8%) e o
genotipo DD néo foi identificado em nenhum animal. Ja para a raga Gir, o genotipo
AD é encontrado em alta freqiéncia (19,4%) e o gendétipo AB possui freqiéncia
intermediéaria (12,9%). Os gendtipos AC, BC, CD e EE nao foram identificados na
amostra de animais da raca Gir.

Como observado, a Tabela 5 resume os resultados da analise estatistica
realizada pelo teste exato de Fisher. A diferenca observada entre as frequéncias dos
SNPs, dos gendtipos formados pelos SNPs, dos haplotipos e dos gendtipos
formados pelos haplétipos, entre as duas espécies foi significativa (P< 0,001). Ja a
diferenca encontrada entre as racas indianas so6 foi significativa para os haplétipos
(P=<0,01) e gendtipos formados pelos haplétipos (P<0,05) e entre as racas taurinas,
foi significativa para os genoétipos dos SNPs 3 e 4 (P<0,05) e gendtipos formados

pelos haplétipos (P<0,05).
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Tabela 1 - Frequéncias alélicas observadas para cada um dos polimorfismos

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

taurus.
Grupos Genéticos
Alelos Nelore Gir Bos indicus Angus Holandés Bos taurus
(n=68) (n=31) (n=199) (n=72) (n=27) (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
T 0,735 0,806 0,758 0,014 0,00 0,010
C 0,265 0,194 0,242 0,986 1,00 0,990
SNP3
A 0,199 0,194 0,197 0,972 0,907 0,955
G 0,801 0,806 0,803 0,028 0,093 0,045
SNP4
A 0,199 0,194 0,197 0,972 0,907 0,955
G 0,801 0,806 0,803 0,028 0,093 0,045
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Tabela 2 - Frequéncias dos genétipos determinados por cada um dos polimorfismos

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

taurus.
Grupos Genéticos
Gendtipos  Nelore Gir Bos indicus Angus Holandés Bos taurus
(n=68) (n=31) (n=99) (n=72) (n=27) (n=99)
SNP1
TT 0,397 0,290 0,364 0,000 0,000 0,000
TC 0,456 0,452 0,455 0,056 0,000 0,040
CcC 0,147 0,258 0,181 0,944 1,000 0,960
SNP2
TT 0,515 0,645 0,556 0,000 0,000 0,000
TC 0,441 0,323 0,404 0,028 0,000 0,020
cC 0,044 0,032 0,040 0,972 1,000 0,980
SNP3
AA 0,029 0,032 0,030 0,958 0,815 0,919
AG 0,338 0,323 0,333 0,028 0,185 0,071
GG 0,633 0,645 0,637 0,014 0,000 0,010
SNP4
AA 0,029 0,032 0,030 0,958 0,815 0,919
AG 0,338 0,323 0,333 0,028 0,185 0,071
GG 0,633 0,645 0,637 0,014 0,000 0,010
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Tabela 3 - Frequiéncias dos haplétipos determinados pelo conjunto de polimorfismos

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

taurus.

Grupos Genéticos

Hapl6tipos Nelore Gir Bos indicus Angus Holandés Bos taurus

(n=68) (n=31) (n=199) (n=72) (n=27) (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 - Frequiéncias dos gendtipos resultantes dos haplétipos determinados pelo

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

animais Bos indicus e Bos taurus.

Grupos Genéticos

Gendtipos  Nelore Gir Bos indicus Angus Holandés Bos taurus

(n=68) (n=31) (n=199) (n=72) (n=27) (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 - Fregléncias dos gendtipos resultantes dos haplétipos determinados pelo

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

animais Bos indicus e Bos taurus.
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Tabela 5 — Comparacéo entre as frequéncias dos SNPs, dos genétipos formados
pelos SNPs, dos haplétipos e dos gendtipos formados pelos haplétipos, entre as
racas de Bos indicus e Bos taurus e entre as duas espécies, realizada pelo teste

exato de Fisher.

Gir X Nelore Holandés X Angus Bos indicus X Bos taurus

Alelos

SNP1 NS NS *xx
SNP2 NS NS *xE
SNP3 NS NS *xE
SNP4 NS NS *xx
Genodtipos

SNP1 NS NS *xx
SNP2 NS NS *xx
SNP3 NS * *xx
SNP4 NS * *xx
Haplétipos w1 NS 2 *
Gendtipos dos * * * ok x
haplotipos

***pP<0,001, ** P< 0,01, * P< 0,05, NS: nao significativo
! n&o considerou o haplétipo F

2 n&o considerou os haplétipos B e D
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4.3- Caracterizacao da regido 5’ flanqueadora do ge  ne Duffy

Na analise de caracterizacao da regido 5’ flanqueadora do gene Duffy utilizando
o programa SIGNAL SCAN (PRESTRIDGE, 2000) e os bancos de dados de fatores
de transcricdo TDF e TRANSFAC, foram encontrados possiveis sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo existentes nessa regido, sendo que alguns desses se
apresentam sobrepostos como mostra a Figura 3. Dentre os sitios putativos mais
comuns em B. taurus, foram encontrados oito para o fator AP-2 (activator protein-2),
dois para o fator de transcricéo eritroide GATAL (GATA transcriptional factor 1), sete
consenso gamma-IRE (interferon- gamma response element), seis para o fator Spl
(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 sitios putativos para fatores
de transcri¢cdo. A presenca de timina no SNP1 forma um sitio consenso cis para um
elemento regulatério negativo (NRE Box 1 CS) entre as bases -504 e -496, excluindo
os sitios AP-2 e Spl, mais freqlentes em B. taurus. Em relacdo ao SNP2, a timina
insere um consenso cis do sitio gamma-IRE, entre as bases -186 e -178, que nao é

encontrado nos individuos com a citosina nesta posi¢ao.
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Figura 3: Caracterizacdo da sequéncia de nucleotideos da regido 5’ flanqueadora

do gene Duffy bovino. Na sequiéncia, a posi¢do +1 corresponde a adenina do codon

do inicio da traducdo (indicada por um asterisco). Nucleotideos da regido 5’ nédo

traduzida (5' UTR) estdo representados em italico. Nucleotideos destacados com

letras mindsculas 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

orientacdo dos sitios putativos: cis (=) e trans (<).
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4.4- Analise da expressao do gene Duffy em animais Bos taurus e

Bos indicus

A PCR em tempo real foi realizada para verificar a existéncia de diferenca na
expressdo do gene Duffy entre animais Bos indicus e Bos taurus portadores dos
genotipos mais comuns em cada espécie. Para tal, foram utilizadas amostras de
medula éssea de trés animais Bos taurus, de genétipo homozigoto CCAA, e trés Bos
indicus de gendétipo homozigoto TTGG.

A Figura 4 mostra as curvas de dissociacdo dos produtos de amplificagao
para o gene analisado (Duffy) e para o gene controle (GAPDH). As curvas de
dissociacdo formam picos unicos, o que demonstra a presenca de um Unico produto
amplificado e auséncia de formacao de dimeros de oligonucleotideos para os dois
genes analisados. Também é possivel observar que, com relacdo a dissocia¢do, 0s
produtos gerados nao diferem entre Bos indicus e Bos taurus.

Pelo fato das eficiéncias de amplificacédo do gene alvo (Duffy) e do controle
(GAPDH), terem sido parecidas e proximas de 100% (Epuy=1,99 e Ecgappn=2,12),
como observado na Figura 5, a quantificacao relativa foi feita utilizando-se o método
2*CT (LIVAK & SCHIMITTGEN, 2001).

A Tabela 6 mostra os dados da determinacdo da QR do gene Duffy nas
amostras de animais Bos indicus em relacdo aos animais Bos taurus. Observa-se
gue nao houve expressao diferencial (0,93) do gene Duffy entre os animais das duas

espécies estudadas.
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Figura 4: Curva de dissociacdo dos produtos de amplificacdo 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 fluorescéncia, relacionada a quantidade de

copias geradas durante a amplificacdo. A temperatura de dissociacao,

aproximadamente 80 °C para o gene Duffy e 81 °C para o gene GAPDH, esta

relacionada ao tamanho e composi¢éo do produto de PCR.
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Duffy
35
30 -
25 +
20 ~
O
15 -
y =-3,3564x + 31,141
10 1 R? =0,9947
5 m
O T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
log cDNA
GAPDH
30
25 +
20 ~
O 15 1
101 y =-3,0724x + 25,71
R? = 0,9997
5
O T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
log cDNA

Figura 5: Curva padrdo de eficiéncia da amplificagcéo, por PCR em tempo real, para
0 gene alvo (Duffy) (A) e para o gene controle (GAPDH) (B). As médias dos valores
de Ct das triplicatas de amplificacdo foram utilizadas para gerar as curvas. Para os
dois genes analisados os valores de eficiéncia de amplificacdo foram similares,

préximas de 100%.
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Tabela 6: Dados da determinacdo da quantificacdo relativa do gene Duffy nas
amostras de animais Bos indicus em relacdo aos animais Bos taurus, pelo método

24CT (LIVAK &SCHIMITTGEN, 2001).

Espécie Ct Ct ACt  AACt  Quantificacdo relativa do gene  Duffy
Duffy GAPDH

Bos taurus 22,31 18,02

23,03 18,91
22,81 18,82

Média 22,72 1858 4,13 0,00
(10,37) (£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 1748 423 0,10
(+2,12) (+2,01) (+0,37) (0,37) 0,93 (0,73-1,21)
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5- DISCUSSAO

O antigeno Duffy é o Unico receptor para o Plasmodium vivax (MILLER et al.,
1976), hemoparasita do filo Apicomplexa que causa a malaria vivax em humanos. A
resisténcia a este parasita pela maioria dos individuos negros africanos e seus
descendentes é devido a uma mutagdo na regido promotora do gene que impede a
sua transcricdo apenas nos eritrocitos (TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et
al., 1996b). Em relacdo a babesiose bovina, sabe-se que animais de ragas taurinas
sd0 mais susceptiveis a infeccdo pelo parasita quando comparados aos animais de
racas zebuinas (ZWART & BROCKLESBY, 1979; BOCK et al.,, 1999a, 1999b).
Baseado nestas evidéncias, o presente estudo foi realizado objetivando verificar se o
mesmo processo de resisténcia observado em humanos ocorre em bovinos.

Neste sentido, o isolamento e caracterizagcdo da regido promotora do gene
Duffy bovino revelou a presenca de 4 SNPs, todos transicdo, que apresentaram
diferencas significativas de frequéncia (P< 0,001) entre animais B. indicus e B.
taurus. Nos SNPs 1 (-500) e 2 (-186) foram encontradas as bases pirimidinicas
timina ou citosina, enquanto que nos SNPs 3 (-158) e 4 (-3), foram encontradas as
bases purinicas guanina ou adenina. Caso as mutac¢des fossem aleatorias, a taxa de
transicdo sobre a taxa transversdo deveria ser 0,5, ja que existem duas
possibilidades de transicao e quatro possibilidades de transversao (VIGNAL, 2002).
Porém, dados deste e de outros trabalhos indicam clara tendéncia as transigoes.
Collins & Jukes (1994) compararam sequéncias humanas e de roedores e
verificaram que a taxa de transi¢ao foi 1,4 vezes maior que a taxa de transverséo. Ja
os resultados de estudos com EST (expressed sequence tags) humanas, indicaram
gue a taxa de transicéo foi 1,7 vezes maior que a taxa de transversdo (PICOULT-

NEWBERG, 1999). O fato de apenas transicdes terem sido identificadas

50



Discusséo

possivelmente se deve ao tamanho relativamente pequeno da regido isolada e
caracterizada.

Os alelos mais comuns para os SNPs 1, 2, 3 e 4 em animais zebuinos foram
T, T, G, G, com freqténcia de 59,1%, 75,8%, 80,3% e 80,3%, respectivamente, e em
taurinos, C, C, A, A, com freqtiéncia 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 genotipos determinados por cada um desses polirmorfismos também
variaram significativamente (P<0,001) entre as espécies zebuinas e taurinas. Entre
0s 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 zebuinos a maior parte foi homozigota para o alelo
menos frequente 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 regiao
estd sendo caracterizada em bovinos pela primeira vez, ndo existem dados de
literatura para a comparacgéo dos resultados obtidos.

No total, foram estabelecidos 6 haplétipos putativos e 14 genotipos
determinados por estes hapl6tipos, na amostra de animais estudados. Em taurinos,
a variabilidade observada foi menor do que a encontrada entre o0s zebuinos,
considerando a presenca de diferentes haplotipos e consequentemente os diferentes
genotipos formados. A maior parte dos animais taurinos foi homozigota para o
gendtipo AA (88,9%), enquanto que entre os zebuinos os gendtipos mais comuns
foram BB (35,4%), AB (21,2%) e BD (18,2%).

Algumas varia¢fes foram significativas entre as racas de cada espécie. Em

taurinos, apesar da frequéncia dos alelos néo ter sido significativamente diferente
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entre animais Holandeses e Angus, ocorreu diferenca significativa (P<0,05) na
formacdo dos genotipos dos SNPs 3 e 4. Isto provavelmente ocorreu devido a
frequéncia 6,6 vezes maior de heterozigotos em animais da raca Holandesa em
relacdo aos animais da raga Angus. Houve também diferencas nos genotipos
formados pelos haplétipos (P<0,05), que pode ser explicada pela frequéncia 13
vezes maior do genotipo AC nos Holandeses em relacdo aos Angus. Nesta ultima
raca, os haplétipos C encontrados levaram a formac&o de um gendtipo AC, um CE e
um homozigoto CC, sendo que em animais Holandeses todos os haplétipos C
formaram o genoétipo AC. Em relagdo aos animais indianos, as diferencas
encontradas foram na freqiéncia dos haplétipos (P<0,01) e também na freqiéncia
dos genotipos formados pelos haplotipos (P<0,05). Essas diferencas provavelmente
sdo resultado das variagdes de frequéncia dos haplétipos C, D e E observadas entre
0s animais da raca Nelore e os animais da raca Gir e as diferentes combinac¢des dos
haplotipos para formar os genotipos. Entretanto, a utilizagdo de uma amostra com
maior niamero de animais ndo aparentados provenientes de diferentes rebanhos
seria util para confirmar as diferencas encontradas dentro de cada espécie. Ja as
diferencas entre as duas espécies sao evidentes, independentemente da amostra
estudada.

Esse conjunto de resultados mostrou que ha maior homogeneidade entre os
animais taurinos e maior heterogeneidade entre 0os animais zebuinos. Tal situacao
pode ser consequéncia da formac&do do gado zebuino na América do Sul. Meirelles
et al. (1999), verificaram que entre os animais zebuinos brasileiros das ragas Gir e
Nelore registrados, puros de origem importados (POI) ou puros de origem (PO), e
animais da raca Brahman, apenas um terco (35%) apresentaram DNA mitocondrial

de B. indicus. Segundo os autores, isto ocorre devido a existéncia de uma grande
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proporcao de linhagens maternas de zebu americano derivadas de cruzamento de
fémeas nativas de origem taurina com touros importados do continente indiano.
Desses cruzamentos, provavelmente restaram resquicios do genoma taurino nas
seqUéncias do gado indiano brasileiro. Segundo Bradley et al. (1998) introgressfes
do genoma de uma espécie bovina na outra parecem ser comuns ja que
cruzamentos entre elas tém ocorrido ha milhares de anos, uma vez que ambas
foram domesticadas e puderam ser transportadas através de barreiras geograficas.
Identificagcbes de haplotipos espécie-especificos podem ser importantes em
programas de melhoramento, onde determinado haplétipo esteja associado a
caracteristicas de importancia econémica. Dessa forma, a identificacdo de haplétipos
indianos associados a caracteristicas de resisténcia a parasitas seriam importantes
para programas de melhoramento genético bovino por introgressdo, assim como
outros ja identificados para outras caracteristicas de interesse econémico. Lagziel et
al. (1998) associaram o haplétipo indiano do gene do horménio de crescimento com
0 aumento da concentracdo protéica do leite em gado leiteiro taurino. Estes autores
sugeriram que hapldétipos indianos localizados em outros genes candidatos poderiam
afetar outras caracteristicas de importancia econdmica e poderiam ser utilizados
para melhorar as racas taurinas. Hale et al. (2000) verificaram uma situacéo
contraria, na qual o haplétipo indiano do gene do receptor do hormdnio de
crescimento representou desvantagem para o crescimento de bovinos, sugerindo
gue a sele¢do assistida por marcadores deveria ser feita contra 0 mesmo. J& Curi et
al. (2005a) verificaram que o haplétipo taurino do gene do receptor do hormdnio de
crescimento encontrado no gado indiano apresentava vantagem para o crescimento

bovino.
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A andlise in silico de sitios putativos para fatores de transcricdo na regido
isolada mostrou que o promotor do gene Duffy bovino ndo possui sequéncia TATA
Box nem CAAT Box, assim como o promotor do gene Duffy humano
(TOURNAMILLE et al., 1995) e murino (LUO et al., 1997). Como € comum em genes
que ndo possuem TATA Box, foram encontrados numerosos sitios putativos para o
fator Sp1, os quais séo ricos em GC. Estes sitios para Spl sdo considerados uns
dos responséaveis pelo recrutamento da proteina de ligacdo TATA (TATA-binding
protein) na auséncia da TATA box (PUGH & TJIAN, 1991). Assim como no promotor
murino, foram encontrados sitios 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 sitios putativos para o fator eritrdide GATA 1. Em
humanos, uma mutagéo neste sitio (-33 T>C) é responsavel por abolir a expressao
do antigeno Duffy apenas nos eritrocitos (TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et
al., 1996b), conferindo resisténcia ao parasita P. vivax (MILLER et al., 1976), o que
ocorre com a maioria dos negros africanos e seus descendentes. Além desses sitios
putativos ja identificados anteriormente nos promotores do gene Duffy de outras
espécies (TOURNAMILLE et al., 1995; LUO et al, 1997), também foram
encontrados sete consensos do sitio gamma-IRE (interferon-gamma response
element). O consenso deste sitio foi descrito no promotor do gene humano HLA-DPA
(major histocompatibility complex, class Il, DP alpha), cuja expressdo é aumentada
na presenca de interferon gamma (YANG et al., 1990).

Além disso, no SNP1, a timina, mais frequente em B. indicus, exclui os sitios
AP-2 e Spl encontrados com a citosina nesta posi¢cdo e insere um consenso cis de
um sitio putativo para um elemento regulatério negativo (NRE Box 1 CS), descrito

por Baniahmad et al. (1987). J& a timina do SNP2 insere mais um consenso de um
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sitio putativo gamma-IRE (interferon-gamma response element). Apesar dessas
alteracdes, a analise de expressao do gene Duffy, por PCR em tempo real, em
animais homozigotos para haplétipos contrastantes mais freqlentes em cada
espécie, mostrou que ndo h& diferenca na expressdo génica deste antigeno,
indicando que os SNPs encontrados né&o influenciam no processo de transcrigao.
Apesar da amostra de animais utilizada ser pequena, pode-se afirmar que ocorre
transcricdo do antigeno Duffy em ambas as espécies, porém um namero maior de
animais seria desejavel para a confirmacdo da inexisténcia de variacbes da
expressao génica dentro e entre as espécies. Cabe ressaltar que além da regulacdo
transcricional, pode haver controles pés-transcricionais, mediados por elementos de
acao cis localizados nas regides 5" e 3'UTR do RNA mensageiro (MIGNONE et al.,
2002). Com a PCR em tempo real, ndo foi possivel analisar se h& diferenca na
expressdo do antigeno Duffy devido ao polimorfismo no SNP4, localizado na regiao
5UTR.

Além disso, altera¢cfes na sequéncia codificante também podem influenciar na
expressdo protéica (GUIMARAES & COSTA, 2002). Nesse sentido, KIMCH-
SARFATY et al. (2007), verificaram que mesmo mutacdes silenciosas, que néo
alteram a sequéncia de aminoacidos, podem alterar a quantidade da proteina
expressa, provavelmente porque € afetada a co-traducédo e dobramento da proteina.
O alinhamento de exons e introns do gene Duffy de B. indicus e B. taurus mostrou
99,6% de identidade entre as duas sequéncias. As cinco alteragdes encontradas
foram: duas transversbes (572 C>G e 647 T>G), uma inversdo de dinucleotideo
(1030-1031 GA>AG) e uma transicao (1343 A>G). A alteracédo 572 C>G localizada
na regido intrénica, ndo afeta a seqiiéncia da proteina. A alteracdo 647 T>G substitui

na posicdo 22 o aminoéacido fenilalanina encontrado em B. taurus por uma leucina
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em B. indicus. J& a inversdo 1030-1031 GA>AG resulta na alteracdo 152 Arg> Glu e
a transicdo 1343 A>G € uma alteracdo silenciosa (MARTELINE, 2003). Em
humanos, a mutagcéo 265 C>T na regido codificante do exon 2 do alelo FY*B, a qual
promove a troca do aminoacido 89 Arg>Cys na cadeia peptidica, é responsavel pelo
enfraquecimento do antigeno Fy® e caracteriza o FY*X postulado por Chown et al.
em 1965. Esta mutacdo enfraquecedora de Fy°, quando presente, acompanha-se da
mutacdo 298 G>A no mesmo alelo Fy®, que leva a substituicdo 100 Ala>Thr na
cadeia peptidica, podendo esta Ultima também ser encontrada isoladamente
(OLSON et al., 1998; PARASOL et al., 1998). Porém, de acordo com Yazdanbakhsh
et al. (2000) esta mutacdo 100 Ala>Thr ndo influencia na expressdo da proteina.
Estudos que quantifiquem o antigeno Duffy nos eritrocitos bovinos serédo
potencialmente Uteis para verificar se as alteracdes na regido codificante e/ou 5’UTR
tem a propriedade de alterar a quantidade de proteina expressa.

De acordo com o modelo tedrico construido por Threading do antigeno Duffy
bovino, a troca 22 Phe>Leu esté localizada na regido N-terminal e a troca 152 Arg>
Glu estd no fim da quarta alfa hélice transmembrana da proteina (comunicacdo
pessoal, BRAZ). Pelo fato de tanto a arginina quanto a glutamina do aminoacido 152
favorecerem a alfa hélice (PETSKO & RINGE, 2004), provavelmente esta alteracao
nao afeta a estrutura da proteina. Embora a troca 22 Phe>Leu ocorra entre dois
aminoacidos apolares, a fenilalanina possui um anel aromatico que pode influenciar
na interacdo com outras proteinas.

Em humanos, o sitio de reconhecimento no antigeno Duffy pela regido Il da
proteina de ligacdo ao Duffy do P. vivax (PvDBP-RIl) esta localizado entre os
aminoacidos Ala8 e Tyr30 (TOURNAMILLE et al., 2005). Deste modo, se o antigeno

Duffy for o receptor para parasitas da babesiose bovina, € possivel que o sitio de
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reconhecimento do parasita também esteja localizado na regido N-terminal do
antigeno Duffy bovino e alteracBes nesta regido poderiam influenciar a ligagdo do
parasita ao receptor. Considerando-se esta hipotese, estudos de associacao entre o
SNP 647 T>G e a caracteristica de resisténcia a babesiose em popula¢ées cruzadas
B. indicus X B. taurus seria de interesse.

Entretanto, diferentemente do P. vivax, cujo Unico receptor € o antigeno Duffy,
o Plasmodium falciparum, possui multiplas vias de invasao do eritrocito (MICHON et
al., 2002). Entre os receptores identificados estao a glicoforina A (SIM et al., 1994), B
(DOLAN et al., 1994) e C (MAIER et al., 2003) bem como receptores nao 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 &cido siélico
e outras que se ligam a receptores independentemente ao &acido sialico
(DURAISHINGH et al., 2003).

Embora existam poucos estudos para as babésias em relacdo aos
plasmaddios, alguns potenciais receptores ja foram descritos para estes parasitas
(YOKOYAMA et al, 2006). Alguns estudos indicaram os residuos de acido sialico de
eritrécitos bovinos como receptores para parasitas da babesiose bovina (B. bovis, B.
divergens, B. bigemina) no processo de invasdo eritrocitaria pelos merozoitas
(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 ndo s
eritrécitos bovinos, mas também eritr6citos humanos e de outros animais por
mecanismos dependentes de &cido sidlico (GAFFAR et al.,, 2003, ZINTL et al.,
2002a, b), sendo que Lobo (2005) identificou as glicoforinas A e B dos eritrécitos

humanos como sendo os provaveis receptores para a B. divergens.
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Além disso, proteinas sensiveis a tripsina ou a-quimiotripsina também séao
potenciais receptores para as babésias (YOKOYAMA et al, 2006). Kania et al. (1995)
verificaram que o pré-tratamento in vitro de eritrocitos bovinos com tripsina diminui a
invasao dos eritrécitos por B. bigemina, enquanto que a a-quimiotripsina teve pouco
efeito na reducdo da invasdo. Por outro lado, a invasdo dos eritrocitos por B.
divergens nao foi afetada pelo tratamento com tripsina, enquanto que o pré-
tratamento com a-quimiotripsina levou a reducé&o do crescimento do parasita (ZINTL
et al., 2002a). Na mesma linha, Gaffar et al. (2003) demonstraram os efeitos
inibitérios da tripsina e a-quimiotripsina na invasao dos eritrécitos por B. bovis. Estes
resultados indicaram que pode haver diferentes receptores sensiveis a estas
degradacgdes proteoliticas ou diferentes vias nos passos de invasdo dos eritrocitos
para as diferentes espécies de babésias (YOKOYAMA et al, 2006).

Proteinas eritrocitarias diferencialmente expressas entre B. taurus e B.
indicus, e sensiveis a algum desses tratamentos enzimaticos, podem ser potenciais
receptores aos parasitas da babesiose e, consequientemente, um dos possiveis
fatores que explique a resisténcia diferencial a esta infeccdo entre as duas espécies
de animais. Apesar do antigeno Duffy ser sensivel ao tratamento com quimiotripsina
(Barnwell et al., 1989) e a regido promotora deste gene possuir frequéncias
diferentes de haplétipos formados por quatro SNPs entre animais indianos e
taurinos, os resultados deste trabalho indicaram que nédo ha expressao diferencial do
gene Duffy entre as duas espécies de bovinos. Porém, estudos de expressao
protéica serdo necessarios para confirmar se a quantidade de proteina na
membrana dos eritrocitos € semelhante entre as duas espécies, uma vez que
trabalhos tém demonstrado que o conteddo de uma proteina na célula nem sempre

é reflexo direto da abundancia do seu RNA mensageiro especifico (GYGI et al.,
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1999; CHEN et al., 2002). Além disso, alteracdes da sequéncia de aminoacidos
existentes entre a proteina produzida por animais taurinos e zebuinos também

podem ser fatores que influenciam na interacdo com outras proteinas.
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6- Conclusao

Apesar de terem sido encontrados 4 SNPs na regido 5’ flanqueadora do gene
Duffy bovino, com diferenca significativa de frequéncia (P< 0,001) entre animais
indianos e taurinos e, as timinas nos SNPs 1 e 2, mais comuns em B. indicus,
alterarem os sitios putativos para fatores de transcricdo da regido, a analise por PCR
em tempo real de animais com gendétipos homozigotos mais frequentes em cada
espécie, 0s quais sdo contrastantes para todos os SNPs, revelou ndo haver
diferenca de expressdo do gene Duffy entre os grupos genéticos estudados. Dessa
forma, conclui-se que os polimorfismos identificados nao influenciam na transcricéo
do RNA mensageiro do antigeno Duffy e que consequientemente, essa regido do
genoma nao se apresenta promissora, a principio, para a utilizacdo em programas

de melhoramento genético bovino para a caracteristica de resisténcia a babesiose.
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