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MAIA, F. S. P. Polimorfismos no gene da B-defensina 1 e associa¢cdes com caracteristicas
de sanidade em caprinos. 2017. 61p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —

Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.

RESUMO

A regido Nordeste Brasileira é responsavel por grande parte da producédo de caprinos do pais e
0 estado do Piaui aparece como o 3° maior produtor desses animais. Entretanto, a
caprinocultura nessa regido é afetada por uma grande variedade de agentes patogénicos, com
destaque para as verminoses gastrintestinais e coccidioses que causam perdas econdmicas
relevantes. As defensinas séo peptideos antimicrobianos produzidos por leucocitos e células
epiteliais e atuam na resposta imune inata, agindo contra diferentes microrganismos. O
objetivo com o estudo foi identificar polimorfismos em parte do intron 1, todo éxon 2 e na
regido terminal 3” do gene Goat B-Defensin-1 e associa-16s com caracteristicas relacionadas a
ocorréncia de nematodeoses e protozooses em cabras da raca Anglonubiana, de um rebanho
experimental localizado na regido Nordeste do Brasil. O gene foi amplificado por PCR a
partir do DNA extraido de amostras de sangue de 187 animais. Os seguimentos do gene foram
sequenciados, alinhados, analisados e determinados os gendtipos para cada polimorfismo
encontrado. As analises de associacdo incluiram no modelo os efeitos fixos de idade do
animal, grau de sangue e gen6tipo do marcador SNP. Como efeito aleatorio, considerou-se o
reprodutor e o erro aleatério associado a cada observacdo. Quando significativa, as médias
entre gendtipos foram comparadas usando a diferenca minima significativa de Fisher
(P<0,05). Foram encontrados doze polimorfismos: dois no intron 1; sete no éxon 2 e trés na
regido terminal 3°. As alteragdes foram em sua maioria do tipo transicéo (67%). Os SNPs do
éxon 2 foram responsaveis por mudancas de aminoacidos em seis codigos genéticos. No 40°
cédon, o cddon selvagem (ACC) que codifica 0 aminoécido treonina, foi encontrado sob
variadas formas que codificam trés diferentes aminoacidos (aspartato, alanina e asparagina).
Dos seis codigos genéticos alterados, as mudancgas nos cédons 25 e 33 afetaram a funcéo
proteica. Os valores de Fis foram elevados e positivos (entre 0,152 e 0,867) e 16,6% das
possibilidades de pareamento entre os SNPs apresentaram desequilibrio de ligacdo
significativo (p<0,05). O SNP 1937 no gene da S-Defensina 1 estava associado a quantidade
de oocistos de protozoarios; o SNP 2001 ao grau de anemia indicado pelo Famacha©; o 2046
estava afetando o grau Famacha®© e a quantidade de oocistos de protozoarios e o SNP 2140
estava associado ao Valor maximo de OPG do animal. Neste estudo ha evidéncias que o gene
da p-Defensina 1 pode ser usado como marcador para a identificagdo de caprinos mais
sensiveis a incidéncia de endoparasitas e protozoarios.

Palavras-chave: SNP, Imunogenética, Producdo Animal, GBD-1, Gene candidato.
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MAIA, F. S. P. Polymorphism in the p-defensin 1 gene and associations with health-
related traits in goats. 2017. 61p. Dissertation (Masters in Animal Science) — University

Federal of Piaui, Teresina, 2017.

ABSTRACT

The Northeast region of Brazil is responsible for a large part of the country's goat production
and the state of Piaui appears as the third largest producer of these animals. However, goat
breeding in this region is affected by a wide variety of pathogens, with emphasis on
gastrointestinal verminoses and coccidioses that cause relevant economic losses. The
defensins are antimicrobial peptides produced by leukocytes and epithelial cells and act on the
innate immune response, acting against different microorganisms. The aim of the study was to
identify polymorphisms in part of the intron 1, all of the exon 2 and in the 3 ‘terminal region
of the Goat p-Defensin-1 gene and associated them with characteristics related to the
occurrence of nematodeoses and protozooses in Anglo- Of an experimental flock located in
the Northeast region of Brazil. The gene was amplified by PCR from DNA extracted from
blood samples from 187 animals. The gene sequences were sequenced, aligned, analyzed and
determined the genotypes for each polymorphism found. The association analyzes included in
the model the fixed effects of age of the animal, blood level and genotype of the SNP marker.
As a random effect, we considered the breeder and the random error associated with each
observation. When significant, the means between genotypes were compared using Fisher's
minimal difference (P<0.05). Twelve polymorphisms were found: two in intron 1; Seven in
exon 2 and three in the 3 ‘terminal region. The changes were mostly of the transition type
(67%). Exon 2 SNPs were responsible for amino acid changes in six genetic codes. In the
40th codon, the wild codon (ACC) encoding the amino acid threonine has been found in
various forms that encode three different amino acids (aspartate, alanine and asparagine). Of
the six altered genetic codes, changes in codons 25 and 33 affected protein function. The Fis
values were high and positive (between 0.152 and 0.867) and 16.6% of the possibilities of
pairing between the SNPs showed significant linkage disequilibrium (p <0.05). The 1937 SNP
in the p-Defensin 1 gene was associated with the amount of protozoan oocysts; The 2001 SNP
to the degree of anemia indicated by Famacha ©; 2046 was affecting the Famacha® grade
and the amount of protozoan oocysts and the SNP 2140 was associated with the maximum
OPG value of the animal. With this study there is evidence that the s-Defensin 1 gene can be
used as a marker for selection of goats more susceptible or more resistant to diseases caused
by endoparasites.

Keywords: SNP, Immunogenetics, Livestock, GBD-1, Gene candidate.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO,
2015), o rebanho mundial de caprinos é de aproximadamente 1 bilhdo de animais e o Brasil €
0 22° no ranque internacional com um rebanho em torno de 8,8 milhGes de caprinos. A regido
Nordeste, por sua vez, possui 90% do rebanho Nacional e o Estado do Piaui € o terceiro maior
produtor, com um efetivo de 14,5% desta regido. Ainda segundo a FAO (2015), a
caprinocultura no Brasil tem papel importante no contexto sécio-econémico para a regido
Nordeste, por oferecer uma fonte de proteina (carne, leite e pele), tanto para 0 consumo
familiar, como para o comércio da regido.

Entretanto, a caprinocultura nessa regido é afetada por uma grande variedade de
doencas e agentes patogénicos como nematddeos, protozoarios, bactérias, virus, entre outros.
Dentre estas alteragdes, as verminoses gastrintestinais e as coccidioses se destacam como um
relevante problema sanitario. Tais doencas sdo as mais comuns na regido (LIRA et al., 2013)
e, em geral, estdo associadas as praticas de manejo, ocorrendo em muitos casos, situacdes de
superlotacdo e contaminacdo de agua e alimentos. O baixo nivel tecnoldgico adotado na
maioria dos sistemas de producdo da regido contribui muito para agravar os casos de
nematodeoses e protozooses. Sem a adequacdo das condicOes sanitarias, estas patologias
podem influenciar na produtividade, acarretando em perdas econdmicas devido a diminui¢do
da producdo, aumento na taxa de mortalidade dos animais e nos custos de profilaxia
(SALGADO; SANTOS, 2016).

Neste sentido, as defensinas sdo peptideos antimicrobianos (AMPS) que tém um papel
importante na resposta imune inata, atuando contra bactérias, virus e fungos. Os AMPs sdo
considerados como a “nova geragdo de antibidticos” por sua potencial utilizagdo na medicina
preventiva e terapéutica. Neste grupo, as defensinas apresentam-se como a familia mais
numerosa de peptideos catidnicos (BAGNICKA et al., 2010).

Dependendo do tamanho e do emparelhamento de seus residuos de cisteina, as
defensinas podem ser classificadas em a-, B- ¢ 0-defensinas (ZHAO et al., 1999). Duas beta-
defensinas foram identificadas em caprinos, as Goat S-Defensin (GBD) -1 e -2. Os genes de
seus precursores: preproGBD-1 e preproGBD-2 compartilham 96,8% de identidade na
sequéncia nucleotidica e 88,2% na sequéncia de aminoacidos. Relata-se a expressdo de GBD-
1 transcrito na lingua, traqueia, brénquios e pulmdes. Ja GBD-2 foi encontrado no estbmago,
intestino grosso e reto (ZHAO et al., 1999).
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Nos mamiferos os genes alfa e beta-defensina possuem dois éxons (HUTTNER et al.,
1998). O primeiro éxon codifica a regido 5’ ndo traduzida (5'UTR) além do dominio do pré-
pro-peptideo. O segundo éxon, por sua vez, contém a informacgéo necessaria para codificar o
peptideo maduro (SOMAN et al., 2009).

A identificacdo de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) nas sequéncias dos
genes da defensina pode ajudar a elucidar o papel que este gene exerce sobre doengas que
afetam a producdo animal. Os marcadores moleculares, em especial os SNPs, tornaram-se
uma importante ferramenta que permite impulsionar estudos genéticos em diferentes espécies
e podem estar associados ainda a caracteristicas de interesse econdmico como doengas
genéticas, desempenho e resisténcia a patologias (AMARANTE; WOMACK, 2004).

Existem poucos estudos sobre polimorfismos no gene da defensina em animais de
producdo e do seu efeito sobre a susceptibilidade a doencas e nas caracteristicas produtivas.
Em caprinos, ndo foram encontrados estudos associando polimorfimos nos genes da f-
defensina com fenoétipos indicadores da resposta dos animais a doencas causadas por
endoparasitas. Apesar das defensinas agirem principalmente contra bactérias e
microrganismos, essa pesquisa deseja verificar se ha atuacdo também contra organismos
superiores, como 0s nematddeos. Assim, o objetivo com o estudo foi analisar a sequéncia de
nucleotideos em parte do intron 1, todo éxon 2 e na regiao terminal 3’ do gene GBD-1 em um
rebanho experimental de caprinos da raga Anglonubiana, a fim de identificar e associar SNPs
com caracteristicas relacionadas a ocorréncia de nematodeoses e protozooses em fémeas.

Esta Dissertacdo esta organizada em um capitulo, de acordo com as exigéncias do
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui para o
nivel de Mestrado. Inicialmente, tem-se uma reviséo de literatura com 0s principais topicos a
serem abordados no capitulo e que servirdo de base teodrica a dissertacdo. Segue com o
capitulo I, que estuda polimorfismos genéticos em diferentes regides do gene Goat S-Defensin
1 em caprinos Anglonubianos da cidade de Teresina-Pl. O capitulo, intitulado
“Polimorfismos no gene da p-defensina 1 e associa¢fes com caracteristicas de sanidade
em caprinos” obedece as normas da revista Animal Genetics (ISSN Online: 1365-2052), a
qual sera submetido a andlise para publicacdo. A dissertacdo é finalizada com as

Consideragdes Finais, bem como as Referéncias Bibliograficas utilizadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caprinocultura e sua importancia para o Nordeste

N&o ha registros historicos precisos sobre os primordios da domesticacdo da cabra pelo
homem. Estimativas mais conservadoras apontam que o0 convivio comecgou ha cerca de seis
mil anos (CONAB, 2006). No Brasil, a cabra doméstica (Capra hircus) foi introduzida com a
chegada dos portugueses. Acredita-se que essa introducdo tenha acontecido em 1534,
simultaneamente com os bovinos, quando Dona Ana Pimentel, esposa de Martim Afonso de
Sousa, solicitou a importacdo destes Gltimos na Capitania de Sdo Vicente (PIRES, 1990).
Desde entdo a cabra se consolidou na porg¢do setentrional do pais.

Além da variedade de produtos oferecidos pelos caprinos, esses animais sdo valorizados
pela capacidade de adaptacdo a diferentes regides. De acordo com Castro (1984), as cabras
habitam regides com grande variedade de clima, topografia e fertilidade, como as zonas altas
e frias do Himalaia, as planicies quentes do continente africano, além de regies montanhosas
do Hemisfério Sul e o préprio semiarido do Nordeste brasileiro. Outro motivo para 0 sucesso
da caprinocultura é que a producdo se disseminou principalmente entre os paises pobres,
representando fonte de renda e alternativa alimentar para milhdes de familias. Uma estimativa
indica que 94,2% dos animais estdo em paises pobres (CONAB, 2006).

Entretanto, nas condi¢des predominantes nesses paises e em especial no Nordeste
brasileiro, a caprinocultura de subsisténcia geralmente falha no aspecto sanitario. Assim, o
animal é submetido a pressdo de selecdo natural por acdo de microrganismos, forcando a
adaptacdo as condi¢des adversas. Os animais mais adaptados ao ambiente hostil do semiarido
brasileiro, ou seja, aqueles que respondem de forma mais eficiente as doencas causadas pelos
microorganismos patogénicos da regido, podem se caracterizar como importante recurso
genético, aptos a atender a futuros programas de melhoramento animal.

E fato que muitos produtores procuram melhorar o seu rebanho por meio de sele¢io
dentro da racga ou utilizando mais de uma raca através de cruzamentos. O cruzamento entre
racas especializadas e locais tem sido incentivado por proporcionar genétipos com melhor
rendimento e qualidade de carcaca, motivo pelo qual nos Gltimos anos algumas ragas exoticas
tém sido introduzidas no pais, principalmente com a perspectiva de melhorar geneticamente a
producéo de carne e leite das racas locais (OLIVEIRA, 2006). O uso desses animais mesti¢os,

aproveitando o “vigor hibrido”, permite o nascimento de cabritos mais resistentes e com



18

maior velocidade de crescimento, favorecendo a combinagdo das caracteristicas desejaveis
das racas parentais nas condicdes semiaridas (SILVA; ARAUJO, 2000).

Numa regido em que as oportunidades econémicas sdo poucas em funcdo de diversas
limitacOes (escassez de dgua e auséncia de alimento para o rebanho em periodos de estiagens),
a caprinocultura coloca-se como uma alternativa para a geragdo de emprego e renda capaz de
estimular o desenvolvimento local. Porém, é necessario que a atividade se profissionalize,
modificando o carater de subsisténcia que a caracteriza (POMPONET, 2009). Em unidades
produtivas que usam algum nivel de tecnologia, é notadvel a melhoria na producédo e
reproducéo, criando assim perspectivas de organizacdo empresarial da atividade (COSTA,;
MEDEIROS; CARVALHO, 2003).

2.2 Raca Anglonubiana

A raca de caprinos Anglonubiana, originaria da Inglaterra, ¢ a mais usada no territério
brasileiro para a producdo de carne, embora seja considerada de aptiddao mista, carne e leite.
Sua formacao se deu a partir de cruzamentos entre caprinos ingleses comuns e reprodutores
importados do norte da Africa (regifo da Nubia no Egito) (MASON, 1988).

Foi introduzida no Nordeste brasileiro a partir do século XIX, apresentada como raca
exotica com potencial para aumento dos indices de produtividade dos rebanhos locais. Esses
animais sdo bem aceitos pelos criadores de caprinos da regido Nordeste, devido
principalmente as suas qualidades de rusticidade e elevada producdo. Sdo ainda animais bem
adaptados a regides semiaridas por possuirem na sua formacdo a presenca de raca originaria
de pais de clima quente (SILVA et al., 2006).

Em adequadas condi¢cBes de manejo, trata-se de uma raca rastica, prolifera, com boa
habilidade materna e bom desempenho produtivo e reprodutivo. Os machos apresentam altura
de 90 a 100 cm e pesam em média entre 75 e 95 kg. Ja a altura das fémeas esta entre 70 a 90
cm e seu peso entre 41 e 65 kg. Sdo animais de grande porte, com corpo longo se
apresentando como raca para criacdo a pasto (ACCOBA, 2002). De acordo com Borges e
Gongalves (2002), a producdo de leite pode chegar a 2-4 kg/dia. Os cabritos aos trés meses
pesam em torno de 21 a 22 kg, se manejados com suplementacdo alimentar. Sao animais que
possuem grande variedade de pelagens (Figura 1). Seus pelos tendem para uma cor escura,
porém com certa frequéncia de pelagem malhada ou tartaruga. Apresentam ainda pelos curtos

e brilhantes e pele solta, o que da qualidade ao couro (ACCOBA, 2002).
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Figura 1. Exemplares de caprinos da ragca Anglonubiana do rebanho experimental do
DZO/CCA/UFPI (Fonte: Marcelo Oliveira)

No Piaui, assim como nos demais estados do Nordeste, hd um namero significativo de
caprinos da raga Anglonubiana, entretanto, em maior quantidade na forma de mesticos.
Levantamentos populacionais feitos com caprinos no estado do Piaui evidenciaram que a raga
tem grande participacdo na formacdo de alguns grupos raciais da regido, contribuindo
especialmente com os animais SRD (COSTA, 2010; CASTELO BRANCO, 2011).

Entretanto, a dificuldade em manter o rebanho em condic¢des sanitarias adequadas pode
comprometer a eficiéncia da criacdo destes animais (BATISTA et al., 2014). Na regido,
caprinos desta raca sdo acometidos por uma grande variedade de agentes patogénicos, sendo
relevantes as doencas causadas por endoparasitas como as protozooses e as nematodeoses

gastrintestinais.

2.3 Caracteristicas de sanidade que afetam a producao animal

Por predominar na regido Nordeste a criagdo extensiva, executada com infra-estrutura
inadequada, baixa adogdo de tecnologias e limitacdo nutricional e sanitaria em determinados
periodos do ano, € comum a ocorréncia de endoparasitoses. Varias dessas alteracdes elevam a
taxa de mortalidade em animais jovens e diminui indices produtivos nos animais adultos
(SALGADO; SANTOS, 2016). Nesse ambito ganham destaque as doengas causadas por
protozoarios de diferentes espécies e as verminoses gastrintestinais.

Entre as protozooses, ou seja, doencas causadas por protozoarios, a coccidiose é uma
das mais comuns. Lira et al. (2013) pesquisaram as doencas mais frequentes em caprinos e

ovinos do semiarido nordestino e verificaram maior ocorréncia de coccidiose e helmintoses
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gastrintestinais. A coccidiose pode se referir a varias doencas causadas por parasitas da
subclasse Coccidia, como por exemplo os géneros Eimeria, Isospora e Cryptosporidium.
Entretanto, a doenca refere-se, principalmente a parasitas do género Eimeria (PAREDES,
2010).

A maioria das espécies de Eimeria infectam células intestinais dos ruminantes e devido
ao mecanismo de acdo do parasita (lesdo das vilosidades intestinais responsaveis pela
absorcéo dos nutrientes da dieta), a diarréia aparece como um dos principais sinais clinicos
associados a Eimeriose (KRUININGEN, 1998), que muitas vezes podem ser confundidos
com as verminoses convencionais, dificultando o diagnostico. Os sinais clinicos incluem
ainda a presenca de muco ou sangue nas fezes, acompanhada por desidratagéo, anemia, baixa
conversdo alimentar, baixo ganho de peso diario, emagrecimento progressivo, fragueza ou
morte, que ocorre principalmente em animais jovens.

Entre os fatores que influenciam a ocorréncia da doenca estdo a imunidade do
hospedeiro, 0 manejo sanitario do sistema de exploracdo, o clima, a alimentacéo, a idade do
animal, entre outros (PAREDES, 2010). Os animais jovens frequentemente sdo mais
acometidos. Fato verificado por Hassum e Menezes (2005), que observaram intensidade de
infeccdo por Eimeria baixa em adultos e proporcionalmente elevada nos jovens. Os autores
concluiram ainda que a infecgdo foi constante, provavelmente mantida pelos animais adultos e
pelas condi¢cBes ambientais favoraveis a disseminacdo e manutengdo dos oocistos.

A coccidiose esta intimamente associada as praticas de manejo, ocorrendo muitas vezes
situacbes de superlotacdo e contaminacdo de agua e alimentos. Assim, a melhoria das
condigBes higiénicas e sanitérias reduz o nivel de infeccéo e a incidéncia de surtos clinicos
(DENIZ, 2008). O diagnostico deve ser baseado no conjunto de informagdes colhidas durante
a anamnese do rebanho, nos sinais clinicos e em exame coproparasitoldgico, que permite a
identificacdo de oocistos a partir de amostras de fezes (CANTELLI et al., 2007). Os animais
acometidos devem receber tratamento sintomatico para controle da diarréia, desidratacdo,
infecgBes secundérias e pneumonias (LIMA, 2004), além disso deve ser instituido tratamento
profilatico e terapéutico com farmacos como sulfamidas, amprolium e triazinonas.

Feitosa et al. (2009) constataram alta carga parasitaria ao avaliar o nimero de oocistos
de Eimeria por gramas de fezes (OOPG) em caprinos do cariri cearense (média de 3631 para
0s machos). O estudo de Silva et al. (2012) acompanhou a correlagdo entre infec¢bes por
helmintos gastrintestinais e coccideos no ganho de peso e hematdcrito de caprinos
Anglonubianos em fase de crescimento, criados na regido metropolitana de Recife. Os

resultados destacaram infeccdo por parasitos, em especial ovos tipo Strongyloidea, assim
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como oocistos de Eimeria spp. além de correlacdo significativa entre a presenca de oocistos
de Eimeria spp e reducéo do ganho de peso e valores do hematdcrito.

As verminoses gastrintestinais também causam problemas sanitarios relevantes na
caprinocultura do Nordeste brasileiro, prevalecendo os parasitos pertencentes as classes
Nematoda, Cestoda e Trematoda. Os principais endoparasitas que acometem 0s animais séo
Haemonchus contortus (abomaso), Trichostrongylus sp (abomaso/intestino delgado),
Cooperia sp (intestino delgado), Oesophagostomum columbianum (intestino grosso),
Trichuris sp (intestino grosso), Cysticercus sp (cavidade abdominal) e Strongyloides
papilosus (intestino delgado) (COSTA JUNIOR et al., 2005).

Em termos de prevaléncia no Brasil, 0 Haemonchus sp destaca-se, apresentando grande
patogenicidade (AMARANTE, 2005). O Haemonchus contortus mostra alto grau de
hematofagismo, acarretando na incapacidade do hospedeiro em compensar as perdas
sanguineas (LAGARES, 2008). Como se alimenta de sangue, em pouco tempo 0s animais
adquirem anemia grave e a resposta imunologica é lenta e incompleta (NEVES et al., 2008).

Geralmente os caprinos sdo hospedeiros de uma ou mais espécie de endoparasitas, que
infectam principalmente animais jovens, visto que seu sistema imune ndo estd completamente
desenvolvido. Frequentemente, essas infeccBes sdo de cardter misto com muitas espécies
atuando de maneiras diferentes sobre o organismo do animal (GIRAO et al., 1992). A alta
prolificidade, adaptabilidade e resisténcia a varias condigdes climéticas fazem com que tanto
ecto quanto endoparasitas tenham ampla distribuicdo geogréafica e alta prevaléncia, tanto em
regibes com clima temperado como clima tropical. A maior ou menor prevaléncia de uma ou
mais espécies parasitas depende de um conjunto de fatores como: temperatura ambiente,
precipitacdo pluviométrica, solo, tipo e manejo da pastagem, espécie, raca, idade, estado
fisiolégico e nutricional e manejo dos animais (RUAS; BERNE, 2001).

Vaérios estudos destacam os fatores relevantes e que favorecem o aparecimento de
infeccdes por nematoides gastrintestinais em rebanhos caprinos. Brito et al. (2009), em sua
pesquisa com caprinos criados em sistema extensivo no estado do Maranhdo, verificaram
maior indice de parasitismo no periodo chuvoso do ano, devido ao aumento da umidade que
ocorre neste periodo, oferecendo assim, um ambiente favoravel aos endoparasitas. Batista et
al. (2014) estudaram caprinos Anglonubianos no Piaui, buscando avaliar a sensibilidade das
matrizes a nematoides gastrintestinais. Os autores verificaram que fatores como lactacéo
aumenta a sensibilidade ao endoparasitismo. A elevagdo do nimero de ovos por grama de
fezes (OPG) mostrou-se associada a maior grau de anemia detectado pelo método Famacha®©,

0 que por sua vez, acarretava na reducao da condicdo corporal.
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Em relacdo a racas € relevante o estudo feito por Costa et al. (2000), que verificaram a
variabilidade na resposta a infeccdo por nematodeos gastrintestinais, entre e dentro do mesmo
gendtipo, em fémeas jovens das racas Canindé, Anglonubiana e Bhuj, expostas a infeccao
natural, atraves da contagem de ovos nas fezes, determinacdo do hematdcrito e hemoglobina.
Todos os parametros avaliados variaram significativamente dentro de cada uma das ragas e
quanto a variabilidade entre as racas, a Anglonubiana apresentou melhor resposta a infeccao
por nematddeos gastrintestinais que as demais.

Como resposta as nematodeoses gastrintestinais, 0s animais podem apresentar
resisténcia ou tolerancia (resiliéncia). Quando ocorre a resisténcia a endoparasitas, a resposta
imunoldgica limita o estabelecimento do parasita. J& na tolerancia, os animais séo capazes de
“conviver” com os parasitas com redu¢ao minima da produtividade (AMARANTE, 2004).

A confirmacéo de resisténcia a verminose através da genética molecular ganhou espaco
nos Gltimos anos, em especial a identificacdo de loci de caracteristica quantitativa (QTL)
associado coerentemente com resisténcia genética ao patdgeno. Esses estudos tém sido
favorecidos pela evolugdo nas metodologias moleculares e nas estatisticas envolvidas nas
analises. Entretanto, nessas pesquisas também deve-se incluir a correta identificacdo da
resposta fenotipica dos animais expressando resisténcia no ambiente onde estdo sendo
criados. Dentre os critérios de avaliacdo dessa resposta constata-se 0 uso de valores do OPG
(LOBO et al., 2009), o método Famacha© (BURKE et al., 2007), entre outros.

Um dos principais métodos de avaliacdo de helmintos gastrintestinais é a contagem de
ovos por gramas de fezes (OPG), que consiste na determinacao do grau de infec¢do do animal
de acordo com a carga parasitaria (UENO; GONCALVES, 1998). E uma técnica simples,
rapida e de baixo custo. Alguns estudos utilizaram-se do OPG para verificar a resisténcia dos
animais a verminose, separando-os em grupos de ‘“resistentes e “susceptiveis”, como na
pesquisa realizada por Coutinho (2012), que verificou a utilizacdo de marcadores fenotipicos
para caracterizacdo da resposta de caprinos a nematodeoses e classificou como resistentes o
animal com média de OPG igual a 763, enquanto aquele com OPG superior a 3631 foi
considerado susceptivel. Apesar das vantagens, o método de contagem OPG apenas permite a
identificacdo quantitativa dos ovos e presenca de oocistos de protozoarios (OoP), assim,
métodos alternativos de avaliacdo devem ser utilizados.

Devido a disseminacgdo de populacdes de endoparasitos resistentes aos antihelminticos,
um enfoque de controle da verminose ganhou destaque através do Método Famacha®©, que
consiste em vermifugar o menor nimero possivel de animais e com menor frequéncia. O

método objetiva identificar clinicamente animais resistentes, resilientes e sensiveis as
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infecgBes parasitarias e é baseado na avaliacdo clinica de diferentes graus de anemia
decorrentes da infec¢do por Haemonchus contortus (MOLENTO et al., 2004).

Trata-se de um método bastante utilizado para o controle de verminoses por ser pratico,
rapido e de baixo custo. A avaliacdo consiste na comparacdo de diferentes tonalidades da
mucosa conjuntiva (vermelho, rosa-vermelho, rosa, rosa-palido e branco) com notas que
indicam a necessidade de tratar os animais. Esse método permite o tratamento apenas dos
animais que apresentam anemia (MAIA; MORAES; SOTOMAIOR, 2013). As notas para as
diferentes tonalidades da conjuntiva variam de 1 a 5 (sendo 5, 0 maior grau de anemia) e sdo
comparadas com um padrdo pré-estabelecido de cores representadas em um cartdo guia
desenvolvido para utilizacdo a campo (MALAN et al., 2001). Pesquisas vém indicando que o
mais alto grau de anemia Famacha®© esta associado a maior OPG, bem como a presenca de
H.Contortus, demonstrando que o método pode ser bastante eficiente como auxiliar no
controle da hemoncose (CAVELE et al., 2009).

O peso e o escore da condicdo corporal sdo medidas indiretas de avaliacdo da presenca
de nematodeoses. O peso é um dos principais parametros afetados pelas verminoses. A perda
de peso ocorre, pois, 0s helmintos causam reducdo no consumo voluntario de alimentos e
provocam danos na digestéo e absorcdo de nutrientes, resultando em diminuicdo do ganho de
peso, sendo uma importante causa de mortalidade no rebanho e de reducdo na produtividade
(LOUREIRO, 2007). Benvenuti et al. (2008; 2010) observaram um maior ganho médio de
peso no grupo de caprinos considerado “resistente” a nematddeos gastrintestinais e
verificaram correlacdes negativas entre OPG e peso.

Ja a utilizacdo do escore da condicdo corporal baseia-se na classificacdo dos animais em
funcdo da cobertura muscular e da massa de gordura, estimando assim, o estado nutricional
dos animais por meio de avaliagdo visual e/ou tatil, constituindo uma ferramenta importante
de manejo. S0 atribuidas notas aos animais de acordo com a quantidade de reservas
teciduais, especialmente de gordura e de musculos, em determinadas regides do corpo. Em
cabras a avaliacdo deve ter como base a palpacdo da regido lombar e do esterno (MACHADO
et al., 2008). As notas variam de 1 a 5, sendo considerado 2,5 e 3,5 como notas ideais para a
condigdo corporal; abaixo de 2,5 é indicativo de escore ruim. Em caprinos deve-se ter um
cuidado a mais, pois mesmo quando aparentemente magros (baixa deposi¢cdo de gordura
subcutanea), estes animais apresentam grande quantidade de tecido adiposo no abddémen
(RIBEIRO, 1998).

O controle dos nematodeos tem sido abordado de formas diversas, frequentemente

associando tratamento anti-helmintico as praticas de manejo que visem a descontaminacgao
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das pastagens. No entanto, a frequéncia do tratamento anti-helmintico é extremamente
responsavel pela disseminagcdo da resisténcia parasitéria, situacdo em que se encontra uma
grande quantidade de nematdides gastrintestinais (SISSAY et al., 2006). Assim, recomenda-se
diminuir a0 maximo o nimero de tratamentos quimicos por ano e associar 0 monitoramento
dos animais atraves de métodos como OPG e Famacha©.

A obtencdo de resisténcia ao parasitismo apresenta vantagens por enfocar aspectos
éticos e de conservacdo ambiental, pois objetiva diminuir o uso de quimicos, que em geral séo
poderosos contaminantes ambientais e que pde em risco a saude humana. O aspecto ético esta
no fato de se buscar animais menos dependentes da protecdo do homem e que se tornem mais
versateis diante das varia¢bes ambientais (SILVA, 2011).

Assim, a identificacdo de marcadores que possam assinalar uma maior resisténcia a
doencas é de grande importancia no melhoramento dos caprinos criados no semiarido. As
defensinas podem desempenhar papel relevante nesse sentido. A presenca de polimorfismos
de base unica (SNPs) na sequéncia deste gene pode contribuir para novas descobertas acerca
dos impactos que as alteracdes patoldgicas podem causar nos animais. Entretanto, os aspectos
da genética molecular envolvidos com a resisténcia a doengas em caprinos do Nordeste
brasileiro ndo tém recebido atencdo como outros temas na regido, razao pela qual a temética

sera abordada no tépico que segue.

2.4 Marcadores SNPs e 0 sequenciamento genético

Os avancos tecnoldgicos trouxeram metodologias de elevado desempenho e acuracia
para a ascensdo da genética molecular, entre elas estdo o sequenciamento genético e 0s
marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Esses marcadores sdo baseados nas
alteracdes mais comuns da molécula de DNA, ou seja, mutacGes em bases Unicas da cadeia de
bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina). As muta¢cdes que mais ocorrem
sdo as transi¢bes, onde ha troca de uma purina por outra ou de uma pirimidina por outra.
Mutacgdes onde ocorre troca de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa, sao chamadas
de transversdes e sdo menos frequentes, pois as enzimas de reparo do DNA podem reconhecer
mais facilmente um erro de replicagéo devido a transversdes (CAETANO, 2009).

Os SNPs representam a maior origem de variagcfes interindividuais genéticas (BRAY;
BOERWINKLE; DORIS, 2001), podendo ser usados para detectar as contribuicdes

poligénicas em algumas doencas e funcionando como uma poderosa ferramenta na avaliagio
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de marcadores genéticos (SCHWARTZ; NAIR, 1999). Em geral sdo bi-alélicos, isto é, sdo
encontradas apenas duas variantes em uma espécie. Tais marcadores podem ocorrer em
regibes codificadoras ou com fungdo regulatoria, entretanto, na maioria das vezes sao
encontrados em espacos intergénicos, sem funcéo determinada (CAETANO, 2009).

A vantagem dos SNPs, comparativamente a outros marcadores, esta na possibilidade de
deteccdo de uma grande quantidade de polimorfismo entre alelos de determinado gene. Entre
as desvantagens estdo o custo alto relacionado a infra-estrutura da técnica e a necessidade do
conhecimento prévio da sequéncia do gene de interesse (FALEIRO, 2007).

Entretanto, genomas mapeados de Vvarios organismos ja estdo disponiveis, inclusive de
caprinos (Capra hircus), tornando assim o uso de SNP menos trabalhoso, pois a maior parte
das sequéncias codificantes de proteinas metabdlicas ou estruturais de células de mamiferos,
mantiveram-se conservadas na maior parte de sua extensao ao longo da evolugdo, o que
permite a comparacdo com sequéncias de organismo ja densamente mapeadas como o
genoma humano. Desta forma, explorando-se correlagdes de sequéncias genéticas, torna-se
possivel a identificacdo de possiveis genes candidatos (TOSSER-KLOPP et al., 2014).

Um método para a deteccdo de SNPs é o sequenciamento direto do DNA. O
sequenciamento de genoma consiste na determinacdo da ordem das sequéncias de
nucleotideos ao longo da molécula de DNA de um organismo. A histdria do sequenciamento
iniciou-se em meados da década de 70, primeiramente com a metodologia descrita por
Frederich Sanger e colaboradores em 1975, posteriormente aprimorada em 1977, que ficou
conhecida por método de Sanger, didesoxi ou terminacdo de cadeia.

A metodologia é baseada no principio da terminacdo controlada da polimerizacao pelo
uso de didesoxinucleotideos, o que permitia a determinacdo da ordem sequencial dos
nucleotideos que formam fragmentos da molécula do DNA (PEREIRA et al., 2013).

No sequenciamento de genomas complexos, como o humano, a técnica de Sanger se
mostra pouco eficiente frente a plataformas fundamentadas em tecnologias de
sequenciamento de proxima geracgdo, ou de nova geracdo (Next-Generation Sequence — NGS).
O método surgiu em meados da ultima década, trazendo consigo um grande desafio no que
concerne a capacidade de armazenamento e processamento de dados, bem como a
necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas de analise. Caracterizada pelo aumento
na quantidade dos dados gerados, assim como por uma substancial reducdo nos custos para
produzi-los, as novas tecnologias de sequenciamento geram sequéncias muito curtas, em
comparagdo ao sequenciamento utilizando a tecnologia de Sanger (POP; SALZBERG, 2008;
METZKER, 2010).
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Uma etapa anterior ao sequenciamento propriamente dito € o uso de técnicas e/ou
estratégias para obtengdo dos fragmentos de DNA do genoma a ser sequenciado. Para tal, 0s
cientistas utilizam duas técnicas: sequenciamento hierarquico e o sequenciamento completo
por fragmentos aleatérios (Whole Genome Shotgun Sequencing). O sequenciamento
hierarquico € comumente usado no sequenciamento de grandes genomas. Uma das primeiras
etapas € a construcdo do mapa fisico do genoma para auxiliar no momento da montagem, em
seguida, grandes fragmentos do DNA genémico sdo clonados em vetores especificos, como
0s cromossomos artificiais de bactérias (BACs). O DNA desses clones sdo fragmentados
novamente em pedagos menores; introduzidos em vetores conhecidos, como plasmideos e
submetido ao sequenciamento (TEIXEIRA; ARAUJO, 2006).

Ja o sequenciamento pelo método shotgun, ou WGS (Whole Genome Shotgun), é mais
rapido e dispensa a fase de mapeamento fisico, que é uma etapa laboriosa e demorada. Nesta
técnica, o DNA genbmico é fragmentado aleatoriamente em tamanhos entre 1 e 5 kb,
inseridos em plasmideos para a construcdo de bibliotecas e sequenciados. Além das
bibliotecas de plasmideos, bibliotecas de cosmideos e/ou fosmideos com fragmentos maiores,
aproximadamente 40 kb, sdo construidas e sequenciadas para auxiliar na montagem e
fechamento do genoma (TEIXEIRA; ARAUJO, 2006).

As técnicas de sequenciamento de proxima geracdo (NGS) viraram realidade, com
rdpidos avancos tecnologicos na ultima década. Com a ajuda de ferramentas da
bioinformética, 0 NGS possibilita o sequenciamento e analise de milhdes de pares de bases
(pb) em rodada unica de leitura (PAREEK; SMOCZYNSKI; TRETYN, 2011). A primeira
geracdo de NGS iniciou-se com o desenvolvimento do equipamento 454 life science em 2000
(www.454.com). Essa plataforma de sequenciamento em larga escala de DNA permite
produzir 25 milhGes de pb em uma s6 leitura com mais de 99% de precisdao (PEREIRA et al.,
2013).

A segunda geracdo de NGS esta representada por trés plataformas: 454 FLX (Roche,
EUA); Solexa (lllumina Inc., EUA) e SOLID (Applied Biosystems, EUA), as quais
apresentam elevada taxa de sequenciamento (CARVALHO; SILVA, 2010). Uma vez pronta
as reacOes de sequenciamento, uma sé corrida no sequenciador Applied Biosystems 3700
pode produzir sequéncias de mais de 1500 fragmentos de DNA de 500 pb em 48 horas com
intervencdo humana minima. O corante quimico para sequenciamento identificard em torno
de 95% de heterozigotos. Outro corante, ligado ao primer, ird detectar 100% de heterozigotos
(GRAY; CAMPBELL, 2000).
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J& na terceira geracdo, as plataformas sdo capazes de produzir sequéncias entre 30 e
200 vezes mais extensas do que as de segunda (ROBERTS; CARNEIRO; SCHATZ, 2013). O
primeiro sequenciador dessa geracéo foi o Heliscope™ (Pacific Bioscience, EUA), em seguida
vieram outros como o SMRT™ (Pacific Bioscience, EUA) (PAREEK; SMOCZYNSKI;
TRETYN, 2011).

Para decifrar 0 genoma caprino, o International Goat Genome Consortium (IGGC) foi
criado em margo de 2010, na China. As ac¢des iniciais do consorcio envolviam trés areas:
sequenciamento do genoma caprino; mapeamento e desenvolvimento de um painel hibrido de
radiacdo e a produgdo de chip de alta densidade de SNPs (RUMINANT GENOME
BIOLOGY CONSORTIUM, 2010).

As tecnologias de sequenciamento vém revolucionando diversas areas do melhoramento
genético animal. Tecnologias como as envolvidas nos estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS), em conjunto com os SNP chips, tém permitido a descoberta de genes com efeito
significativo em determinadas caracteristicas de interesse, favorecendo a utilizagdo da
informacdo proveniente destes marcadores na selecdo. Assim, espera-se que nOvVoS avancos
estejam disponiveis em poucos anos, trazendo possibilidades cada vez mais promissoras para

0 estudo genético dos animais domesticos (PEREIRA et al., 2013).

2.5 Gene da defensina e seu potencial de uso como marcador genético

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa contra uma grande variedade de
microrganismos e atua impossibilitando a reproducdo dos agentes patogénicos (JANEWAY;
MEDZHITOV, 2002). Diversas proteinas do sistema imune inato estdo envolvidas em
atividades contra microrganismos patogénicos, entre estas, destacam-se 0s peptideos
antimicrobianos (AMPs), tais como catelicidinas, alfa e beta-defensinas.

Sdo varias as a¢des dos AMPs, incluindo: influéncia sobre a expressao de moléculas de
adesdo; producdo de adrenocorticéides; secrecdo de ions de cloreto; angiogénese e reparo de
feridas. Além disso, eles sdo capazes de interagir com receptores de membrana, influenciando
diferentes processos celulares como a liberagdo das citocinas, quimiotaxia e apresentacdo de
antigenos (LAI; GALLO, 2009).

Baseado em sua carga total de liquidos, os AMPs podem ser diferenciados em aniénicos
e catidnicos. Peptideos catidnicos formam um grupo bastante numeroso de fatores
antimicrobianos consistindo em vérias familias, incluindo as defensinas e catelicidinas. As

defensinas sdo a familia mais comum e consistem de peptideos com estrutura em folha-beta,
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estabilizadas por ligacBes dissulfureto intra-molecular entre os residuos de cisteina
(LEHRER; GANZ, 1999). S&o produzidas por leucdcitos e células epiteliais e demonstram
atividade direta contra bactérias, virus envelopados e fungos (BAGNICKA et al., 2010).
Dependendo do tamanho e do emparelhamento de seus residuos de cisteina, elas podem ser
classificadas em alfa, beta e teta-defensinas (ZHAO et al., 1999).

Os peptideos antimicrobianos tém, em geral, modos de acdo semelhantes, sendo
baseados na interacdo com as membranas celulares dos microrganismos. Tal interacdo pode
gerar uma permeabilidade na membrana pela perfuracdo e formacdo de canais pelos quais
ocorre 0 vazamento do contetdo celular. Outro modo de acdo se d& pela ruptura total da
membrana do microrganismo (BROGDEN, 2005).

A concentracdo € um fator que exerce grande influéncia sobre a atividade biologica de
defensinas (GANZ, 2004). De acordo com esse autor, concentragdes em torno de 25 ug/ml
estimulam a sintese de DNA e em concentra¢des muito elevadas (>100 pg/ml) estes peptideos
provocam o crescimento dos queratindcitos e podem causar a lise de microbios e algumas
ceélulas tumorais (WIECHULA et al., 2006).

A maioria das defensinas apresentam seis residuos de cisteina e trés ligacdes
dissulfureto que ndo sdo imprescindiveis para a atividade antimicrobiana, porém conferem
elevada resisténcia a protedlise bacteriana (NAVA et al., 2009). As trés ligacdes dissulfureto
sdo essenciais para determinar e manter a configuracdo do nicleo da sua estrutura.

Em geral, alfa e beta-defensinas possuem estrutura tridimensional e atividade
antimicrobiana semelhantes (SCHNEIDER et al., 2005), entretanto diferem na localizacdo das
pontes dissulfureto, estrutura dos seus precursores e locais de expressdo (LEHRER; GANZ,
1999). Filogeneticamente a familia da beta-defensina é a mais antiga (PATIL et al., 2004).
Estruturalmente, beta-defensinas sdo pequenas proteinas catidnicas de 3 a 5 kDa em tamanho,
com ligacbes dissulfureto que ocorrem entre as cisteinas 1-5, 2-4 e 3-6. Tais ligacdes sdo
muito importantes para a manutencao das 3 B-folhas, as quais possuem entre 38 e 42 residuos
de aminoécidos (ZHAO; LU, 2014).

Poucos estudos estdo disponiveis sobre polimorfismos no gene da defensina em animais
de producdo e do seu efeito sobre a susceptibilidade a doengas. Em bovinos foram
encontrados 10 SNPs na regiao do intron do gene da -defensina 4. A transi¢cdo na posicédo
dos nucleotideos de C>T na posi¢cdo 2239 afetava diversas caracteristicas do leite como
gordura, proteina e lactose, influenciando ainda no nimero de células somaticas no leite. Os

autores concluiram que este gene poderia ser usado como marcador para selegdo precoce de
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vacas leiteiras menos susceptiveis a mastite e para producdo de leite de boa qualidade
(BAGNICKA et al., 2007; 2008).

Ainda em bovinos, Ryniewicz et al. (2003) encontraram 20 diferentes genotipos
combinados de defensina (CDGs). Os autores evidenciaram que varios destes gendtipos
estavam significativamente associados a caracteristicas indicadoras de desempenho leiteiro
em vacas holandesas, aléem de afetarem a contagem de células somaticas do leite (SCC).
Assim, os resultados mostraram a importancia dos genes da defensina como marcadores de
susceptibilidade a doenca e produtividade das vacas.

Em ovinos um estudo avaliou polimorfismos no gene da B-defensina 2, sendo
encontrados 4 SNPs: um no éxon 1 e trés no éxon 2 (MONTELEONE et al., 2009). Souza et
al. (2015) identificaram dois SNPs no éxon 2 e um na regido terminal 3’ no gene da f-
defensina 2 em ovinos na Amazonia Brasileira e Siqueira et al. (2016) fizeram a modelagem e
avaliaram as dinamicas de trés variantes da p-defensina 2 nos mesmos ovinos e concluiram
gue uma variante (GG) apresentava maior eficiéncia.

Em caprinos, Bagnicka et al. (2013) sequenciaram e compararam as sequéncias de f-
defensinas de cabras polonesas, revelando que os introns dos genes de B-defensina 1 e 2
apresentam 99,6% de identidade, diferindo apenas em seis posi¢fes nucleotidicas. J& em
humanos, associagbes foram relatados entre polimorfismos no gene da p-defensina e
susceptibilidade a diabetes, melanoma, carcinoma escamoso oral e cancer de prostata (SUN et
al., 2006).

Assim, os genes da defensina sdo muito importantes como marcadores genéticos em
potencial, podendo ser utilizados em programas de melhoramento com vista a selecdo de
animais altamente produtivos e resistentes a patologias. Desta forma, torna-se imprescindivel

a identificacdo de alteracdes/polimorfismos nas suas sequéncias genéticas.



30

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACCOBA. Associacdo de criadores de caprinos e ovinos da Bahia, 2002. Disponivel em:
<www.accoba.com.br> Acesso em: 09 de setembro de 2016.

AMARANTE, A. F. T. Resisténcia genética a helmintos gastrintestinais. In: SIMPOSIO DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE MELHORAMENTO ANIMAL, 5., 2004. Pirassununga,
Anais... Pirassununga-SP: SBMA, 2004.

AMARANTE, A. F. T. Controle de verminose ovina. Revista do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria, Brasilia-DF, ano 11, n.34, p.19-30, 2005.

AMARANTE, M. R. V.; WOMACK, J. E. Marcadores moleculares mapeados no
cromossomo Y bovino, com emprego do painel de células sométicas hibridas irradiadas (WG-
RH). In: SIMPOSIO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE MELHORAMENTO ANIMAL,
5., 2004. Pirassunuga, Anais... Pirassununga-SP: SBMA, 2004.

BAGNICKA, E. et al. The polymorphism in the b4-defensin gene and its assotiation with
production and somatic cell count in Holstein-Friesian cows. Journal of Animal Breeding
and Genetics, v.124, n.3, p.150-156, 2007.

BAGNICKA, E. et al. A/C polymorphism in the -4 defensin gene and its association with
phenotypic and breeding values of milk production traits in Polish-Friesian cows. Animal
Science Papers and Reports, v.26, n.4, p.239-250, 2008.

BAGNICKA, E. et al. Expression and polymorphism of defensins in farm animals. Acta
Biochimica Polonica, v.57, n.4, p.487-497, 2010.

BAGNICKA, E. et al. A note on the organization and expression of 3-defensin genes in
Polish goats. Journal of Applied Genetics, v.54, n.1, p.125-127, 2013.

BATISTA, J. F. et al. Endoparasitismo gastrintestinal em cabras da raca Anglonubiana.
Revista Brasileira de Saude e Producéo Animal, v.15, n.2, p.318-326, 2014.

BENVENUTI, C. L. et al. Desempenho de caprinos mesti¢os submetidos a infeccdo natural
por nematddeos gastrintestinais. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA
VETERINARIA, 25.; SEMINARIO DE PARASITOLOGIA VETERINARIA DOS PAISES
DO MERCOSUL, 2., 2008. Curitiba, Programas e Resumos... Curitiba: UFPR:
Universidade Estadual de Londrina, 2008. Resumo P-081.

BENVENUTI, C. L. et al. Marcadores fenotipicos para identificacdo de caprinos mesticos
resistentes e susceptiveis a verminose gastrintestinal — terceiro lote de animais F2. In:
CONGRESSO NORDESTINO DE PRODUCAO ANIMAL, 6., 2010. Mossord,
Anais...Mossord-RN, 2010.

BORGES, I.; GONCALVES, L. C. Manual prético de caprino e ovinocultura. Escola de
Veterinaria Departamento de Zootecnia. Universidade Federal de Minas Gerais. Belo
Horizonte, 2002.


http://link.springer.com/journal/13353

31

BRAY, M. S.; BOERWINKLE, E.; DORIS, P. A. High-throughput multiplex SNP
genotyping with MALDI-TOF mass spectrometry: practice, problems and promise. Human
Mutation, v.17, n.4, p.296-304, 2001.

BRITO, D. R. B. et al. Parasitos gastrintestinais em caprinos e ovinos da microrregido do alto
Mearim e Grajau, no estado do Maranhd&o, Brasil. Ciéncia Animal Brasileira, v.10, n.3,
p.967-974, 2009.

BROGDEN, K. A. Antimicrobial peptides: pore formation or metabolic inhibitors in bacteria?
Nature Reviews Microbiology, v.3, n.3, p.238-250, 2005.

BURKE, J. M. et al. Accuracy of the FAMACHA system for on- farm use by sheep and goat
producers in the southeastern United States. Veterinary Parasitology, v.147, n.1/2, p.89-95,
2007.

CAETANO, A. R. Marcadores SNP: conceitos basicos, aplicacdes no manejo e no
melhoramento animal e perspectiva para o futuro. Revista Brasileira de Zootecnia, v.38,
n.spe, p.64-71, 2009.

CANTELLLI, C. R. et al. Eimeriose ovina no municipio de Major Vieira, Santa Catarina:
Relato de caso. Veterinaria em Foco, v.4, n.2, p.185-190, 2007.

CARVALHO, M. C. C. G.; SILVA, D. C. G. Sequenciamento de DNA de nova geragéo e
suas aplicacbes na gendbmica de plantas. Ciéncia Rural, v.40, n.3, p.735-744, 2010.

CASTELO BRANCO, J. F. B. Caracterizacao fenotipica, sistema de producéo,
distribuicdo geografica e aceitacdo do caprino Nambi no estado do Piaui. 2011. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal). Universidade Federal do Piaui, Piaui, 2011.

CASTRO, A. A Cabra. 3. ed. Rio de Janeiro: Freitas Bastos, 1984. 372 p.

CAVELE, A. et al. Estudo comparativo do sistema FAMACHA entre caprinos e ovinos sob o
mesmo manejo produtivo no sertdo baiano. Ciéncia Animal Brasileira, p.690-694, 20009.
Suplemento 1.

CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento. Superintendéncia Regional da Bahia e
Sergipe. Caprinocultura na Bahia. 2006. 13 p. Disponivel em
<http://www.conab.gov.br/conabweb/download/sureg/BA/ caprinocultura_na_bahia.pdf>
Acesso em: 8 de setembro de 2016.

COSTA, C. A. F. et al. Variability of resistance in goats infected with Haemonchus contortus
in Brazil. Veterinary Parasitolology, v.88, n.1/2, p.153-158, 2000.

COSTA JUNIOR, G. S. et al. Efeito de vermifugagio estratégica, com principio ativo a base
de ivermectina na incidéncia de parasitos gastrintestinais no rebanho caprino da UFPI.
Revista de Ciéncia Animal Brasileira, v.6, n.4, p.279-286, 2005.

COSTA, M. S. Inventario e caracterizacdo de caprinos do grupo naturalizado Gurguéia
e sua relagdo com os principais grupos genéticos do Semi-arido do Estado do Piaui.



32

2010. 80p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal). Universidade Federal do Piaui, Piaui,
2010.

COSTA, R. G.; MEDEIROS, A. N.; CARVALHO, F. F. R. Perspectivas e desafios para a
producdo de carne caprina no Brasil. In: REUNIAO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ZOOTECNIA, 40., 2003. Santa Maria, Anais..., 2003.

COUTINHO, R. M. A. Marcadores fenotipicos para caracterizacdo de caprinos com
diferentes niveis de resisténcia as endoparasitoses gastrintestinais. 2012. 62p. Dissertacéo
(Mestrado em Producédo Animal). Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Macaiba -
RN, 2012.

DENIZ, A. Baycox® 5% Toltrazuril coccidiocide for lamb. Germany, 2008. (Technical
Manual — Bayer Health Care, Animal Health).

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicado a programas de conservacao
e uso de recursos genéticos. Planaltina: Embrapa Cerrados, 2007. 120p.

FAO — FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS.
Yearbook of Production. Rome: Fao, 2015.

FEITOSA, J. V. et al. Estimativa do numero de oocistos de eimeria em ovinos e caprinos do
cariri cearense. Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal, v.3, n.2, p.7-13, 2009.

GANZ, T. Defensins: antimicrobial peptides of vertebrates. Comptes Rendus Biologies,
v.327, n.6, p.539-549, 2004.

GIRAO, E. S. et al. Ocorréncia e distribuicio estacional de helmintos gastrintestinais de
caprinos no municipio de Teresina, Piaui. Ciéncia Rural, v.22, n.2, p.197-202, 1992.

GRAY, I. C.; CAMPBELL, D. A. Single nucleotide polymorphisms as tools in human
genetics. Human Molecular Genetics, v.9, n.16, p.2403-2408, 2000.

HASSUM, I. C.; MENEZES, R. C. A. A. Infecc¢do natural por espécies do género Eimeria em
pequenos ruminantes criados em dois municipios do Estado do Rio de Janeiro. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinéria, v.14, n.3, p.95-100, 2005.

HUTTNER, K. M. et al. Localization and genomic organization of sheep antimicrobial
peptide genes. Gene, v.206, n.1, p.85-91, 1998.

JANEWAY, C. A. JR.; MEDZHITQV, R. Innate immune recognition. Annual Review of
Immunology, v.20, p.197-216, 2002.

KRUININGEN, H. J. V. Sistema Gastrointestinal. In: CARLTON, W. W.; McGAVIN, M. D.
Patologia Veterinaria Especial de Thomson, 22 ed., Editora Artes Médicas Sul Ltda: Porto
Alegre, Brasil. Cap.1, p.60-61, 1998.

LAGARES, A. F. B. F. Parasitoses de pequenos ruminantes na regido da Cova da Beira.
2008. 125p. Dissertacdo (Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria). Universidade
Teécnica de Lisboa, Lisboa, 2008.



33

LAI Y.; GALLO, R. L. AMPed up immunity: how antimicrobial peptides have multiple roles
in immune defense. Trends in Immunology, v.30, n.3, p.131-141, 2009.

LEHRER, R. I.; GANZ, T. Antimicrobial peptides in mammalian and insect host defence.
Current Opinion Immunology, v.11, n.1, p.23-27, 1999.

LIMA, J. D. Coccidiose dos ruminantes domésticos. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterindria, v.13, suppl. 1, p.9-13, 2004.

LIRA, M. A. A. et al. Doengas do sistema digestorio de caprinos e ovinos no semiarido do
Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.33, n.2, p.193-198, 2013.

LOBO, R. N. B. et al. Genetic parameters for fecal egg count, packed-cell volume and body-
weight in Santa Inés lambs. Genetics and Molecular Biology, v.32, n.2, p.288-294, 2009.

LOUREIRO, C. M. B. Reducéo de verminose, parametros hematol6gicos e bioquimicos
de cordeiros alimentados com extrato de prépolis na racdo. 2007. 38p. Dissertacédo
(Mestrado em Zootecnia). Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Jaboticabal - SP, 2007.

MACHADO, R. et al. Escore da condi¢do corporal e sua aplicacdo no manejo reprodutivo de
ruminantes. Sdo Carlos, SP: Embrapa Pecuéria Sudeste, n.57, 16p. Circular Técnica, 2008.

MAIA, D.; MORAES, F. R.; SOTOMAIOR, C. S. Reviséo de literatura — O método
Famacha© como tratamento seletivo de pequenos ruminantes. Veterinaria Noticias, v.19,
n.1, p.41-66, 2013.

MALAN, F. S. et al. Clinical evaluation of anemia in sheep: early trials. Onderstepoort
Journal Veterinary Research, v.68, n.3, p.165-174, 2001.

MASON, I. L. A world dictionary of livestock breeds, types and varietes. Wallingford:
CAB International, p.348, 1988.

METZKER, M. L. Sequencing technologies - the next generation. Nature Review Genetics,
v.11, n.1, p.31-46, 2010.

MOLENTO, M. B. et al. Método Famacha como parametro clinico individual de infeccao por
Haemonchus contortus em pequenos ruminantes. Ciéncia Rural, v.34, n.4, p.1139-1145,
2004.

MONTELEONE, G. et al. Study of B-defensin polymorphisms in Valle del Belice dairy
sheep. Italian Journal of Animal Science, v.8, n.2, p.111-113, 2009.

NAVA, G. M. et al. Molecular diversity of the antimicrobial domain of beta-defensin 3 and
homologous peptides. Comparative and Functional Genomics (published online), 2009
doi:10.1155/2009/983636.

NEVES, M. R. M. et al. Controle do parasitismo em cabras leiteiras criadas a pasto.
Sobral: EMBRAPA, 2008. 6p. (Boletim de pesquisa, 38).



34

OLIVEIRA, A. N. Desempenho e caracteristicas de carcaca de caprinos mesticos Anglo-
Nubiano, Boer e Caprinos Sem Padrédo Racial Definido em pastagem e em
confinamento. 2006. 123p. Tese (Doutorado em Producdo Animal). Universidade Federal do
Ceara, Ceard, 2006.

PAREDES, P. I. G. Coccidiose em pequenos ruminantes. 2010. 106p. Dissertagéo
(Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria). Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa,
2010.

PAREEK, C. S.; SMOCZYNSKI, R.; TRETYN, A. Sequencing technologies and genome
sequencing. Journal of Applied Genetics, v.52, n.4, p.413-435, 2011.

PATIL, A. et al. Rapid evolution and diversification of mammalian a-defensins as revealed by
comparative analysis of rodent and primate genes. Physiological Genomics, v.20, n.1, p.1-
11, 2004.

PEREIRA, G. L. et al. Estado da arte do sequenciamento genémico na pecuaria. Ars
Veterinaria, v.29, n.3, p.190-199, 2013.

PIRES, M. I. C. Guerra dos Barbaros: Resisténcia Indigena e conflitos no Nordeste
Colonial. Recife: FADURPE, 146p. 1990.

POMPONET, A. Diagnésticos antigos, dilemas atuais: perspectivas para a caprinocultura no
nordeste semi-arido da Bahia. Conjuntura e Planejamento, Salvador, n.159, p.28-35, 2009.

POP, M.; SALZBERG, S. L. Bioinformatics challenges of new sequencing technology.
Trends in Genetics, v.24, n.3, p.142-149, 2008.

RIBEIRO, S. D. A. Caprinocultura: criacédo racional de caprinos. Nobel: S&o Paulo, 1998.
320p.

ROBERTS, J. R.; CARNEIRO, M. O.; SCHATZ, M. C. The advantages of SMRT
sequencing. Genome Biology, v.14, n.8, p.1-4, 2013.

RUAS, J. L.; BERNE, M. E. A. Parasitoses por nematddeos gastrintestinais em bovinos e
ovinos, p.19-162. In: CORREA, F. R.; SCHILD, A. L.; MENDEZ, M. C.; LEMOS, R. A. A.
(Eds). Doencas de Ruminantes e Equinos, 22 ed., v.2, Varela: Sdo Paulo. 573p, 2001.

RUMINANT GENOME BIOLOGY CONSORTIUM. The International Goat Genome
Consortium. 2010. Disponivel em:
<http://www.ruminants.org/index.php?option=com_content&view=article&id=4:the-goat-
champion-is-&catid=5&Itemid=2> Acesso em: 10 de setembro de 2016.

RYNIEWICZ, Z. et al. Association of the polymorphism at defensin gene loci with dairy
production traits and milk somatic cell count in Black-and-White cows. Animal Science
Papers and Reports, v.21, n.4, p.209-222, 2003.



35

SALGADQO, J. A.; SANTOS, C. P. Overview of anthelmintic resistance of gastrointestinal
nematodes of small ruminants in Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria,
v.25,n.1, p.3-17, 2016.

SCHNEIDER, J. J. et al. Human defensins. Journal of Molecular Medicine, v.83, n.8,
p.587-595, 2005.

SCHWARTZ, S. A.; NAIR, M. P. N. Current concepts in human immunodeficiency virus
infection and AIDS. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v.6, n.3, p.295-305,
1999.

SILVA, E. M. N. et al. Evaluation of the adaptability of goats exotic and native of the semi-
arid of Paraiba. Ciéncia e agrotecnologia, Lavras, v.30, n.3, p.516-521, 2006.

SILVA, E. R. R. et al. Relacdo entre a infeccdo por helmintos gastrintestinais e coccideos nos
valores de hematocrito e ganho de peso de caprinos (Capra hircus) da raca Anglo Nubiana em
fase de crescimento. Biotemas, v.25, n.4, p.175-180, 2012.

SILVA, F. L. R.; ARAUJO, A. M. Desempenho Produtivo em Caprinos Mesticos no Semi-
arido do Nordeste do Brasil. Revista Brasileira de Zootecnia, v.29, n.4, p.1028-1035, 2000.

SILVA, N. C. S. Efeitos ambientais que interferem no endoparasitismo em matrizes da
raca Anglonubiana em Teresina-Piaui. 2011. 62p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal). Universidade Federal do Piaui, Piaui, 2011.

SIQUEIRA, A. S. et al. Homology modeling and molecular dynamics of 3-defensin Il
variants in Amazonian sheep. Genetics and Molecular Research, v.15, n.1, 15017469, 2016.

SISSAY, M. M. et al. Anthelmintic resistance of nematode parasites of small ruminants in
eastern Ethiopia: Exploitation of refugia to restore anthelmintic efficacy. Veterinary
Parasitology, v.135, n.3/4, p.337-346, 2006.

SOMAN, S. S. et al. Discovery of anas platyrhynchos avian beta defensin 2 (Apl_AvBD2)
with antibacterial and chemotactic functions. Molecular Immunology, v.46, n.10, p.2029-
2038, 20009.

SOUZA, B. B. et al. Genetic polymorphisms in B-defensin 1l gene in Amazon sheep from
Brazil. Genetics and Molecular Research, v.14, n.4, p.12805-12810, 2015.

SUN, C. Q. et al. Human beta-defensin-1, a potential chromosome 8p tumor suppressor:
control of transcription and induction of apoptosis in renal cell carcinoma. Cancer Research,
v.66, n.17, p.8542-8549, 2006.

TEIXEIRA, K. R. S.; ARAUJO, J. L. S. Gendmica e Protedmica. Seropédica: Embrapa
Agrobiologia, Documentos, 213, 2006. 37p.

TOSSER-KLOPP, G. et al. Design and characterization of a 52K SNP chip for goats.
PLOSOne, v.9, n.1, p.1-8, 2014.



36

UENO, H.; GONCALVES, P. C. Manual para diagnoéstico das helmintoses de
ruminantes. Tokyo, Japan. Japan International Cooperation Agency, ed.4, p.149, 1998.

WIECHULA, B. E. et al. Antimicrobial peptides. Wiadomosci Lekarskie, v.59, n.7-8,
p.542-547, 2006.

ZHAQO, C. et al. Differential expression of caprine f-defensins in digestive and respiratory
tissues. Infection and Immunity, v.67, n.11, p.6221-6224, 1999.

ZHAO, L.; LU, W. Defensins in innate immunity. Current Opinion in Hematology, v.21,
n.1, p.37-42, 2014.



37

4 CAPITULO |

Polimorfismos no gene da B-defensina 1 e associacGes com caracteristicas de sanidade
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Polimorfismos no gene da B-defensina 1 e associa¢Ges com caracteristicas de sanidade

em caprinos

Resumo: O objetivo com o estudo foi identificar polimorfismos em parte do intron 1, todo
éxon 2 e na regido terminal 3’ do gene Goat B-Defensin-1 e associa-l6s com caracteristicas
relacionadas a ocorréncia de nematodeoses e protozooses em cabras da raca Anglonubiana, de
um rebanho experimental localizado na regido Nordeste do Brasil. O gene foi amplificado por
PCR a partir do DNA extraido de amostras de sangue de 187 animais. Os seguimentos do
gene foram sequenciados, alinhados, analisados e determinados os gendtipos para cada
polimorfismo encontrado. As andlises de associagdo incluiram no modelo os efeitos fixos de
idade do animal, grau de sangue e gendétipo do marcador SNP. Como efeito aleatorio,
considerou-se o reprodutor e o erro aleatério associado a cada observacdo. As médias dos
gendtipos de cada SNP foram comparadas pela diferenca minima significativa de Fisher
(P<0,05). Foram encontrados doze polimorfismos: dois no intron 1; sete no éxon 2 e trés na
regido terminal 3. Os SNPs do éxon 2 foram responsaveis por mudangas de aminoacidos em
seis cadigos geneticos e as mudancas nos codons 25 e 33 afetaram a funcdo proteica. O SNP
1937 no gene da S-Defensina 1 foi associado significativamente a quantidade de oocistos de
protozoarios, enquanto o SNP 2001 foi associado ao grau de anemia Famacha©. Ja o
polimorfismo 2046 apresentou associagao significativa ao grau Famacha®© e a quantidade de
oocistos de protozoarios e 0 SNP 2140 ao Valor maximo de OPG do animal. Deste estudo
fica evidéncias que o gene da f-Defensina 1 pode ser usado como marcador para sele¢do de

caprinos com variagdo na resisténcia a doencas causadas por nematodeos e protozoarios.

Key words: SNP, Imunogenética, Producdo Animal, GBD-1, Gene candidato.

INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade de reconhecida importancia sdcio-econdmica para as
regides mais pobres do Planeta, onde se concentram 0s maiores rebanhos e geralmente
explorados de forma extensiva (FAO 2015). No Brasil essa importancia se destaca na regido

Nordeste, onde se concentra mais de 90% do rebanho brasileiro de caprinos (em torno de 8.8
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milhdes de cabecas) e o0 estado do Piaui é o 3° maior produtor, com um efetivo de 14,5%
desta regiéo.

Porém, o modo de criagdo prevalecente ndo obedece de forma conveniente os aspectos
sanitarios, razdo pela qual a atividade ¢é afetada por uma grande variedade de microrganismos
patogénicos como protozoarios, bactérias, nematodeos, entre outros. Dentre estas alteracoes,
as coccidioses e as helmintoses gastrintestinais sdo as mais comuns na regido (Lira et al.
2013). Tais doencgas causam perdas econémicas relevantes, prejudicando a satde dos animais
e o retorno econémico do setor (Salgado & Santos 2016).

As defensinas sdo peptideos antimicrobianos (AMPs) que sdo produzidos por
leucdcitos e células epiteliais. Os AMPs tém um papel importante na resposta imune inata,
atuando contra bactérias, virus e fungos. Neste grupo, as defensinas apresentam-se como a
familia mais numerosa de peptideos catibnicos (Bagnicka et al. 2010). Dependendo do
tamanho e do emparelhamento de seus residuos de cisteina, elas podem ser classificadas em
a-, - e 6-defensinas (Zhao et al. 1999).

Duas beta-defensinas foram identificadas em caprinos, as Goat f-Defensin (GBD) -1 e
-2. Os genes de seus precursores: preproGBD-1 e preproGBD-2 compartilham 96,8% de
identidade na sequéncia nucleotidica e 88,2% na sequéncia de aminoacidos. Ha relatos da
expressao de GBD-1 transcrito na lingua, traqueia, brénquios e pulmdes. Ja a GBD-2 foi
encontrada no estbmago, intestino grosso e reto (Zhao et al. 1999).

Nos mamiferos, os genes alfa- e beta-defensina possuem dois éxons e um intron
(Huttner et al. 1998). O primeiro éxon codifica a regido 5’ ndo traduzida (5’UTR) além do
dominio do pré-pro-peptideo. O segundo éxon, por sua vez, contém a informagéo necessaria
para codificar o peptideo maduro (Soman et al. 2009). Em caprinos, Bagnicka et al. (2013)

sequenciaram e compararam as sequéncias de p-defensinas de cabras polonesas, revelando
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que os introns dos genes de pB-defensina 1 e 2 apresentam 99,6% de identidade, diferindo
apenas em seis posi¢des nucleotidicas.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos com polimorfismos no gene
da defensina e de seu possivel efeito sobre a susceptibilidade a doencas causadas por
nematodeos e protozoarios em caprinos. Apesar das defensinas agirem principalmente contra
bactérias e microrganismos, nessa pesquisa buscou-se verificar se ha atuacdo também contra
organismos superiores, como 0s nematodeos.

Assim, o objetivo com o estudo foi analisar a sequéncia de nucleotideos em parte do
intron 1, todo éxon 2 e na regido terminal 3’ do gene GBD-1 em um rebanho experimental de
caprinos da raca Anglonubiana, a fim de identificar e associar SNPs com caracteristicas

relacionadas a infec¢do por nemat6deos e protozoarios.

MATERIAL E METODOS
Esta pesquisa foi cadastrada no Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui -
UFPI e realizada com base nas normas aprovadas pela Comissdo de Etica e Experimentagio

Animal dessa Instituicdo de Ensino Superior.

Animais da amostra

Foram escolhidas 187 fémeas no rebanho Experimental de caprinos da raca
Anglonubiana pertencente a Universidade Federal do Piaui, localizado na cidade de Teresina.
A cidade esta na posicao geogréafica 5° 520" de latitude sul e 42° 48'07" de longitude oeste. A
precipitacdo média anual é de 1.332 mm, a temperatura é em torno de 27,7 °C e a média da
umidade relativa do ar é de 70% (SEMPLAN 2015).

Os animais foram manejados em sistema de criagcdo semi-intensivo, sendo recolhidos a

tarde ao aprisco e liberadas para o pasto na manha seguinte. O pastejo foi em piquetes de A.



80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

42

gayannum consorciado com pastos nativos. Na época seca ocuparam piquetes de P. maximum
Jacq e B. brizantha, irrigados.

Para complementar o manejo alimentar das matrizes visando manutengéo da condicéo
corporal para suportar lactagdo, nessa fase foram suplementadas com racdo comercial
contendo 16% de proteina bruta, oferecida no cocho coletivamente. Foi disponibilizado no
aprisco, 4gua de boa qualidade e sal mineral.

O manejo sanitério teve como base o valor de ovos por grama de fezes (OPG), que foi
obtido em média em oito coletas ao ano. A aplicacdo de vermifugo ocorreu quando 10% das
cabras apresentaram valor superior a 1000, como sugerido por Costa et al. (2011). Ocorreu
rotacdo do principio ativo do vermifugo no periodo, utilizando-se lIvermectina a 1%,

Levamisole e Oxfendazole.

Fenotipos utilizados

Para identificar as associacdes entre os polimorfismos e a ocorréncia de doencas foram
utilizadas informacGes de caracteristicas de sanidade disponiveis no banco de dados do
rebanho experimental. O banco de dados é formado por um histérico completo dos animais,
desde o nascimento até o descarte, com informacdes sanitarias, reprodutivas e produtivas dos
animais.

As caracteristicas utilizadas para identificar o perfil de sensibilidade dos animais a
nematoides gastrintestinais e protozoarios foram: Peso, Ovos Por Grama de Fezes (OPG;
transformado para log na base 10; OPG +10), Escore da condi¢do corporal, Anemia indicado
pelo Famacha®©, Valor maximo de OPG do animal, Percentual de contagem de OPG com
valor zero e Presenca de oocistos de protozoarios nas fezes (OOPG).

A coleta de fezes ocorreu em média a cada 40 dias, sempre antes da utilizagdo de anti-

helmintico no animal, com a retirada das fezes diretamente da ampola retal, acondicionada em
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saco pléstico individual para andlise de OPG no Laboratério de Sanidade Animal -
CCAJUFPI, adotando-se os procedimentos de acordo com Ueno & Gongalves (1998).

Também foi registrada a variacdo do peso corporal (kg) e avaliado o escore da
condicéo corporal, com atribuicdo de notas de 1 a 5 (sendo 1 animal muito magro e 5 obeso)
por trés avaliadores distintos e considerado a média (Machado et al. 2008). O grau de anemia
pelo método Famacha® foi avaliado com a atribuigdo de nota de 1 a 5 a tonalidade da
conjuntiva dos animais por trés avaliadores, correspondendo do vermelho-rosado ao branco
palido, respectivamente, utilizando cartdo guia desenvolvido para utilizacdo a campo
(Molento et al. 2004).

O fendtipo OOPG foi mensurado nas mesmas datas do OPG, atribuindo-se notas 1
(auséncia), 2 (valor moderado) e 3 (valor alto) a quantidade de oocistos, pela visualizacdo em

microscopio de ldminas preparadas com amostras de fezes usadas para analise do OPG.

Procedimentos Laboratoriais

Para a extracdo de DNA foram coletados 3 ml de sangue da veia jugular de cada
animal utilizando-se tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA. As amostras foram
mantidas sob refrigeracdo até os procedimentos laboratoriais.

O sangue foi entdo centrifugado a 3.500 g por 10 min para extrair os leucdcitos. Em
seguida, o DNA foi extraido com o kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Valencia,
CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A qualidade do DNA foi avaliada em
gel de agarose a 1,5%, corado com Gelred (Biotium, Hayward, Califérnia, USA) e
guantificada no espectrofotdmetro Nanodrop (Applied Biosystems, Carlslad, CA, USA).

As reac0es em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas com o objetivo de isolar e
amplificar um fragmento de 402 pb de comprimento, compreendendo parte do intron 1, todo o

éxon 2 e parte da regido terminal 3° do gene S-defensina 1 (GBD-1). Para tanto, foi desenhado
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um par de primers com base na sequéncia GU480078.1 do GENEBANK utilizando-se o

programa Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).

Os  primers  utilizados para a PCR  foram FORWARD 5'-
GGACTCGCATCTTGTTGTCA-3 e REVERSE 5-ACAACCTAATGACCGTGG-3'.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL no
termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems, Carlslad, CA, USA), contendo tampé&o
10X buffer; 2 mM de MgCl»; 1,2 mM de cada dNTP; 5 nM de cada primer; 1,5 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 50-200 ng de DNA gendmico.

As condicdes de temperatura foram: temperatura inicial de desnaturacdo a 95°C por 5
minutos (min), sequido de 30 ciclos nas seguintes condic¢Ges: desnaturacdo a 94°C por 1 min,
hibridizac&o a 59°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min. Finalizando com temperatura de
extensdo final a 72°C por 10 min.

Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose a 1,5% (w/v)
contendo GelRed (Biotium, Hayward, California, USA), depois foram purificados com a
enzima lllustra ExoProStar 1, seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante (GE
Healthcare, London, UK). Os produtos purificados foram sequenciados utilizando um kit Big
Dye (Life Technology, Carlslad, CA, USA) em sequenciador de DNA automético ABI

3500XL (Applied Biosystems, Carlslad, CA, USA).

Analises das sequéncias e estatisticas

As sequéncias foram editadas e alinhadas com o programa Bioedit (Hall 1999),
utilizando como referéncia a sequéncia GU480078.1, disponivel no GENEBANK. Todos 0s
SNPs detectados foram avaliados quanto as mudangas na sequéncia de aminoacidos em
relacdo a sequéncia selvagem (protein id=ADD17356.1). Assim, todas as mutagdes nédo

sinonimicas foram testadas para prever os efeitos sobre a funcdo de proteinas devido a
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substituicdo de aminodcidos através do SCORE. Utilizou-se para isso o software de
classificacdo Sorting Intolerance From Tolerance (SIFT), considerando que pontuagoes
menores ou iguais a 0,05 representam alteragdes que afetam a fungéo proteica e pontuagcoes
maiores do que 0,05 causam mudancas toleradas (Ng & Henikoff 2003).

O programa GENEPOP versdo 4.2 (Raymond & Rousset 1995) foi usado para
determinar as frequéncias alélicas e genotipicas, também a heterozigosidade observada e a
esperada, bem como a probabilidade dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na
presenca de associagdo aleatdria de genotipos, utilizando-se o método da cadeia de Markov e
o coeficiente de endogamia (FIS) no rebanho examinado. Também foram determinadas as
probabilidades para o desequilibrio de ligacéo entre os SNPs.

As analises de associacdo foram realizadas utilizando modelos mistos por meio do
procedimento PROC MIXED do programa SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., NC, USA) e
usando o método da maxima verossimilhanca restrita. Foram incluidos no modelo estatistico
os efeitos fixos de idade do animal, grau de sangue e o genotipo do SNP. Como efeito
aleatdrio, considerou-se o pai de cada fémea e o erro aleatorio associado a cada observacéo.
Quando significativas, as médias estimadas entre genotipos foram comparadas usando a
diferenca minima significativa de Fisher (op¢do DIFF do comando LSMEANS). A

significancia foi declarada a P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 402 pb do gene GBD-1 isolado, amplificado e sequenciado nos caprinos da raca
Anglonubiana, foram encontrados 12 SNPs, sendo 67% do tipo transicdo. Este resultado
concorda com Caetano (2009), quanto as transversdes serem menos frequentes que as

transicdes. Os polimorfismos foram localizados principalmente na regido do éxon 2, com sete
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179  SNPs. Os demais polimorfismos ocorreram no intron 1 (dois SNPs) e na regido terminal 3’

180  (trés SNPs) (Figura 1).

181
e e DA R R R L R S I SR M LR
1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
GU480078.1 GGACTCGCATCTTGTTGTCATGAAGCCGTGTCCGCATCTCAGCACAGAAGGC CCcccAaGGGe
MUTAGOES == s o soe wioie sie v 6id eie se v 5n wiwie wie o e 6 ols ma w sia siwid sin wein Siaie s 8 el siae s
—e B e e
1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970
CCTTGCTCAGAGGGGACTCAGCTGGCCTTCTCAAGATACCGCTTTCCTGCTGACACGTTTATCCCTCTTCG
i'Y"I lllllllll [YVVVII'll{lVll[YVIlIllll‘lV I |l ’ Vl||'|‘l'l¥!
1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
GTTCTCTTTTCAGGATTTACTCAAGGAATAAGAAGTCGTCGAAGCTGCCATAGGAATAAAGGCGTCTGTGC
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, BBl oo conse gt Sn Grasisl s o OBV abceroe amh o e Bunas e @) i
Illll‘!lll YIIV"'IIII‘YYYV"V'I‘lV[VVVVlllll‘IVVV||V|'|IIII‘VVVV|
2040 7050 2060 2070 2080 2100 2110
CGCTGACCAGGTGCCCTAGAAACATGAGACAGATTGGCACCTGTTTCGGGCCCCCAGTAAAATGCTGCAGA
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[ | Illll‘lll Ill[’vlllllll[ll'i"lllllll\ | ]l ’ ||
2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180
AAAGAAGTAACAGAAGGCGAAGACGCGGCCAGGACCGATGCGGAGTCAGAAACTGCGCCCTTAGACAGATC
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CGTCTAAAATTTAAACCAGAATAAATTTTGTTCAAAGTTAAAGAATCTTGCCCACTGGTCATT
ot sn o w5 Bam w0an A e MR SN BNEE e : 3 REUE A DR RvRLs B BieSE @a 7
Parte do Intron 1 Exon 2 Terminal 3
182

183  Figura 1. Sequéncia de 402 pb amplificada e sequenciada do GBD-1 com indicacdo das
184  posicOes das bases na referéncia GU480078.1 e as respectivas mutaces observadas em um

185  rebanho experimental de caprinos da raca Anglonubiana.

186

187 Em caprinos ndo foram encontrados estudos avaliando polimorfismos no gene GBD-1.
188  Ja em ovinos, espécie mais proxima, Monteleone et al. (2009) descreveram 2 SNPs no gene
189  da p-defensina 1: na posigdo 1747 do éxon 2 e na posi¢do 1757 da regido terminal 3’. As
190  transigdes foram do tipo A— G e T—C, respectivamente. Souza et al. (2015), por sua vez,
191  relataram trés SNPs em ovinos da raca Santa Inés criados na Amazoénia Brasileira, sendo dois
192  no éxon 2 e um na regido terminal 3’, com transi¢des do tipo A«<>G. A variante do gene,

193  entretanto, era a -defensina 2.
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Os SNPs localizados no éxon 2 foram responsaveis por mudancas de aminoacidos em
6 codigos genéticos, porém, o 40° cddon pode ser encontrado sob duas formas variadas e,
portanto, essa variacio possibilita a adicdo de 4 aminoacidos diferentes (Treonina, Acido
Aspartico, Alanina e Asparagina) (Figura 2). O codon selvagem (ACC) codifica 0 aminoacido

Treonina, enquanto suas variadas formas codificam os aminoacidos Aspartato, Alanina e

Asparagina.
Posicdes dos codons 19° 21° 23° 25° 27° 29°
Sequéncia selvagem gGA TTT ACT CAA- -GGA ATA- AGA AGT CGT CGA- AGC TGC
Aminodcidos se 8 -G---F---T---Q---G---1---R---8S---R---R---8---C-
Mutagdes - ATA AAT CAT
Mudangas de aminodcidos- - - - = = = = - - - - - -2 I---N---H---ccoceona-.
31° 33° 35° 37° 39¢ 41° 43° 45° 47°
CAT AGG AAT AAA GGC GTC TGT GCG CTG ACC AGG TGC CCT AGA AAC ATG AGA
-H---R---N---K---G---V---C---A---L---T---R---C---P---R---N---M---R-
ATT CCG GAC
......... ; NI = M i
GCC
..................................... B rininin mrmmm e mi i S
AAC
..................................... Neoccocccccacacacaacacaaaaaeannn=
49° 51° 53° 55¢° 57° 59° 61° 63°

CAG ATT GGC ACC TGT TTC GGG CCC CCA GTA AAA TGC TGC AGA AAG AAG TAA
R gl S S . R S —

Figura 2. Sequéncia do éxon 2 do gene GBD-1 e a representacdo dos codons e seus
respectivos aminoacidos. Estdo em destaque os SNPs que resultaram em mutacGes nao

sinonimicas e seus aminoacidos.

Souza et al. (2015) também verificaram que os SNPs do éxon 2 da S-defensina 2 de
ovinos causavam alteracdes de aminoacidos em duas posicoes: 1643 e 1659 (Isoleucina para

Valina e Arginina para Lisina, respectivamente). Da mesma forma, Monteleone et al. (2011)
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observaram que alguns dos polimorfismos encontrados na pg-defensina 2 de ovelhas
resultaram em substituicfes de aminoacidos.

Ao se avaliar os codigos genéticos para descobrir se as mudangas de aminoécidos
foram suficientes para afetar a funcdo proteica, constatou-se que dos 6 cAdigos genéticos
envolvidos na mudanga de aminoacidos, somente as mudancas nos cddons 25 e 33
apresentaram scores abaixo de 0,05, ou seja, as mudancas de aminoécidos afetam a funcgéo
proteica (Tabela 1).

No cdédon 25 houve mudancga de arginina para isoleucina. A arginina é um aminoacido
hidrofilico bésico e possui a cadeia lateral com um grupo guanidino (-NH2), carregado
positivamente. A isoleucina, por sua vez, € um aminoacido hidrofébico. Ja no cddon 33, a
mudanca foi de asparagina (aminoacido hidrofilico neutro) para isoleucina (aminoécido
hidrofébico). Segundo Nelson & Cox (2002), como consequéncia da diferenca estrutural entre
0s aminoacidos, € comum as trocas causarem mudanc¢as importantes na conformacdo e/ou
funcdo das proteinas.

Os demais cddons com mudancas apresentaram scores superiores a 0,05 e sdo
considerados toleraveis, de acordo com o software SIFT. Além disso, os resultados da Tabela
1 indicam que foram encontradas medianas sequéncias proteicas bastante conservadas e,
existem entre 19 a 23 sequéncias representadas para os diferentes codons que podem alterar

0S aminoécidos.
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Tabela 1. Andlise de predicdo do efeito das mudancas de aminoacidos na funcéo da proteina

GBD-1 em caprinos da raga Anglonubiana.

PosicOes dos aa 25° 26° 27° 33° 39° 40° 40° 40°
(Mudangas de aa) R—»I S—»N R—-H N-I L—»P T-D T—A T-N

Scores 004 100 055 000 018 022 042 036
Predicdo Aff Tol Tol Aff Tol Tol Tol Tol
Conservagao de 379 379 379 363 363 363 363 363

sequéncias medianas

Sequéncias
representadas para 19 19 19 23 23 23 23 23
esta posicao

aa= aminoacido; Aff= afeta a fung@o proteica; Tol= mudanga tolerada. Mudanga de aminoacidos: R—I:

Arginina para Isoleucina; S—N: Serina para Asparagina; R—H: Arginina para Histidina; N—I:

Asparagina para Isoleucina; L—P: Leucina para Prolina; T—D: Treonina para Acido Aspartico; T—A:

Treonina para Alanina e T—N: Treonina para Asparagina.

Na Tabela 2 estdo representados os tipos de mutacdes em cada SNP. Os alelos

considerados selvagens sdo os contidos na sequéncia de referéncia GU480078.1 do

GENEBANK. As frequéncias alélicas dos alelos selvagens foram em sua maioria inferiores a

0,5, sendo menos frequentes que os alelos mutantes.

Os gendtipos homozigotos foram bem mais frequentes que os heterozigotos, ou seja,
os alelos mais frequentes prevaleceram na forma de seus homozigotos, com excecdo do SNP
da posicdo 2043 onde os heterozigotos foram mais frequentes. A heterozigosidade observada

(Ho) variou de 0,068 a 0,424 e a heterozigosidade esperada (He) variou de 0,379 a 0,500

(Tabela 2).
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249  Tabela 2. Resultados das analises alélicas, genotipicas, heterozigosidades, consanguinidade e
250  desvios de Hardy-Weinberg.

Posicdo Alelos Genotipos
Mutacéo Ho He Fis PHW
(regido) (frequéncia)  (frequéncia)
AA(0,305)
1932 A(0,466)
A—G AG(0,322) 0,322 0,498 0,360 0,009
(intronl) G(0,534)
GG(0,373)
AA(0,458)
1937 A(0,492)
A—G AG(0,068) 0,068 0,500 0,867 0,000
(intronl) G(0,508)
GG(0,475)
GG(0,466)
2001 G(0,526)
G—-T GT(0,121) 0,121 0,499 0,762 0,000
(éxon 2) T(0,474)
TT(0,414)
GG(0,310)
2004 G(0,371)
G—A GA(0,121) 0,121 0,467 0,745 0,000
(éxon 2) A(0,629)
AA(0,569)
GG(0,379)
2007 G(0,465)
G—A GA(0,172) 0,172 0,498 0,659 0,000
(éxon 2) A(0,535)
AA(0,448)
AA(0,542)
2025 A(0,627)
A—T AT(0,169) 0,169 0468 0,643 0,000
(éxon 2) T(0,373)
TT(0,288)
TT(0,237)
2043 T(0,449)
T—C TC(0,424) 0,424 0495 0,152 0,297
(éxon 2) C(0,551)
CC(0,339)
AA(0,441)
2045 A(0,585)
A—G AG(0,288) 0,288 0486 0414 0,003
(éxon 2) G(0,415)
GG(0,271)
2046 C(0,449) CC(0,407)
C—A 0,085 0495 0,831 0,000

(éxon 2) A(0,551)  CA(0,085)
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AA(0,508)
AA(0,136)
2140 A(0,305)
A—G AG(0,339) 0,339 0424 0209 0,003
(3’UTR) G(0,695)
GG(0,525)
TT(0,644)
2179 T(0,729)
T—G TG(0,169) 0,169 0,395 0,577 0,000
(3°’UTR) G(0,271)
GG(0,186)
TT(0,678)
2182 T(0,746)
T—C TC(0,136) 0,136 0,379 0,647 0,000
(3°UTR) C(0,254)
CC(0,186)
Todos 0,201 0467 0572 0,000

Ho=heterozigosidade observada; He=heterozigosidade esperada; Fis=consanguinidade; PHW=probabilidades
dos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg.

A média de Ho em torno de 0,20, foi similar ao constatado por Souza et al. (2015)
(média de 0,22) e pode ter influéncia do fato do rebanho avaliado ter a sua formacao e manejo
reprodutivo baseados no uso de cruzamento absorvente, ou seja, as fémeas incorporadas
foram acasaladas com reprodutor Anglonubiano puro adquirido de outro rebanho.

Em relacdo ao Fis, os valores variaram positivamente entre 0,152 e 0,867,
demonstrando a presenca de consanguinidade no rebanho (Tabela 2), que pode ser visto como
indicativo de risco de consanguinidade se forem acasalados machos e fémeas produzidos no
rebanho, concordando com afirmacdo apresentada por Moura (2017). Como os reprodutores
sdo adquiridos de outros rebanhos e utilizados com monta controlada, o Fis pode esta
indicando contribuicdo de meias irmas paterna na composigéo do rebanho.

A probabilidade dos desvios de Hardy-Weinberg foi significativa para a maioria dos
SNPs (P<0,05), com excec¢do do SNP 2043 no éxon 2 (Tabela 2). Os desvios significativos
em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05) podem ocorrer em razédo da sele¢do nos

animais, concordado com afirmacbes de Turner et al. (2011), mas também pode indicar
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presenca de animais parentes; estratificacdo na populacdo, por se utilizar cruzamento na
formacdo do rebanho; além de associacdo do fendtipo-gendtipo (Balding 2006).

Das 66 possibilidades de pareamento entre os SNPs encontrados, somente 11
pareamentos (16,6%) apresentaram desequilibrio de ligacdo (DL). O SNP na posicdo 2001
apresentou o maior nimero de combinagdes em DL, sendo quatro (com as posi¢des 2004;
2007; 2045 e 2046), seguido dos SNPs 2004 (com 2001; 2007 e 2179) e 2045 com trés
combinagGes em DL (2001; 2043 e com a posi¢do 2140). Outros SNPs em desequilibrio de

ligacdo foram os das posi¢des 1937 com 2043 e da posi¢do 2025 com 2179 (Tabela 3).

Tabela 3. Probabilidades do desequilibrio de ligacdo entre pares de SNPs encontrados no gene

GBD-1 em cabras da raca Anglonubiana.

Posicbes 1932 1937 2001 2004 2007 2025 2043 2045 2046 2140 2179

1937 0,89

2001 0,19 0,31

2004 0,43 0,79 0,00

2007 0,74 0,27 0,00 0,01

2025 0,90 0,13 0,0 0,11 0,36

2043 0,24 0,02 064 09 0,74 021

2045 025 065 003 0,78 033 049 0,01

2046 0,20 0,20 001 038 013 0,00 0,15 0,13

2140 069 0,75 092 0,70 066 052 064 000 0,20
2179 0,44 007 032 005 063 003 058 021 019 0,69
2182 044 056 032 083 08 017 0,21 018 0,38 0,77 0,40

As probabilidades em negrito representam os pares de SNPs em desequilibrio de ligacéo.

O DL ¢é a associagdo ndo aleatdria entre alelos de diferentes locos em uma populagéo e
indica a probabilidade significativa que dois alelos, em particular, tendem a segregar

conjuntamente (Flint-Garcia et al. 2003), portanto, a ocorréncia de DL reflete o potencial da
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identificacdo de SNP como marcador molecular, principalmente se na populagdo ocorre
mudanga na fungdo proteica, como verificado no presente estudo.
Apresenta-se na Tabela 4 apenas os resultados dos SNPs nos quais constatou-se efeito

significativo do gendtipo sobre pelo menos um dos fenétipos estudados.

Tabela 4. Medias de caracteristicas relacionadas a sanidade em caprino da raca Anglonubiana
e probabilidade de significancia dos genotipos de quatro SNPs localizados em diferentes

posicBes no gene da Defensina.

Posicéo dos OPG

SNPs Genétipos Famacha® P  OOPG P Mo P
AA 3.17 1.18° 3661

1937 AG 247 0282 176 0.042 2432  0.822
GG 3.23 0.59° 3302
GG 3.54° 0.77 4222

2001 GT 2.60° 0.035 101 0692 3681  0.428
TT 3.07%® 1.05 2764
AA 3.11° 0.78" 3123

2046 AC 2.23°  0.003 2.04* 0029 4229 0.825
ccC 3.53? 0.77° 3305
AA 3.28 0.98 43922

2140 AG 318 0807 0.83 0815 4977* 0.013
GG 3.08 1.06 920°

*OPG Méx: Valor maximo de OPG. P é a probabilidade. Em negrito sdo as probabilidades significativas
(P<0,05) das associac@es entre polimorfismos e caracteristicas de sanidade. ® Para um mesmo SNP, médias com
mesma letra sobrescrita na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Fisher ao nivel de significancia de
5%.

Na posicdo 1937 verificou-se diferenca significativa dos gendtipos na variacdo do
OOPG. Os animais com gendtipo GG apresentaram menor contagem de oocistos (0,59),
sendo estatisticamente diferente dos demais genotipos (P<0,05). Assim, o polimorfismo dessa

posi¢do no gene da defensina, que se encontra em DL com SNP da posi¢do 2043, esta em
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animais com melhor resposta imune a incidéncia de protozodrios, consequentemente, pode ser
visto como um SNP que tem potencial para ser marcador de resisténcia a esses
microrganismos.

J& no SNP 2001, tem-se um marcador de susceptibilidade a infeccdo pelo parasita
Haemonchus contortus, pois o maior grau de anemia Famacha®© foi verificado no genotipo
GG (3.54), sendo o seu valor superior ao heterozigoto (2.6) (P<0,05). No periodo avaliado, o
parasita H. contortus foi o mais prevalente no rebanho experimental da raga Anglonubiana
(Batista et al. 2014).

Na posicao 2046 ocorreu efeito significativo dos gendtipos sobre o grau de anemia
Famacha®© e sobre 0 OOPG. Em relacdo ao Famacha®©, os trés genotipos diferiram entre si e
0 homozigoto AA apresentou o maior escore para anemia (3.11). J& no fenétipo OOPG, o
genotipo heterozigoto AC diferiu significativamente dos homozigotos, apresentando a maior
média para a quantidade de oocistos de protozoarios presentes nas fezes (2.04) (P<0,05).
Deste modo, a transversdo na posicao 2046 de C > A pode ser utilizada como marcador para
selecdo de animais susceptiveis a protozoarios.

Além disso, seria uma vantagem o fato de estar em desequilibrio de ligacdo com o
SNP da posicdo 2001, pois ambos apresentaram 0 genotipo heterozigoto com valores
inferiores ao dos homozigotos no grau de anemia dos animais. Por sua vez, 0 SNP da posi¢do
2001 no gene da defensina pode segregar com mais trés outros SNPs, com 0s quais se
encontra em desequilibrio de ligacéo.

Para a posicao 2140, verificou-se significancia estatistica do gendétipo sobre o fenotipo
“Valor Maximo de OPG” (OPG Max). Os animais com genotipo homozigotos AA
apresentaram valor igual a 4.392 e o heterozigoto AG igual a 4.977, diferindo

significativamente do homozigoto GG (920) (P<0,05).
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Em relagdo a funcdo proteica, dos quatro SNPs (1937, 2001, 2046 e 2140)
relacionados significativamente as trés caracteristicas de sanidade em caprinos (Tabela 4),
dois estdo localizados no éxon 2 (2001 R - 1e 2046 T - N) (Figura 2). Dentre estes, apenas
0 SNP da posicdo 2001 estava afetando a fungdo proteica (alteracdo do cdédon 25) (Tabela 1).
O SNP 2046, correspondente ao 40° codon (ACC > AAC) resultou em mutagdo néo-
sinonimia de aminoacidos (treonina pra acido aspartico) (Tabela 1). Embora a funcéo proteica
ndo tenha sido alterada, este SNP foi o Unico a afetar duas caracteristicas de sanidade
(Famacha®© e OOPG).

J& 0os SNPs 1937 e 2140, localizados no intron 1 e na regido terminal 3’,
respectivamente, ndo provocaram mudangas de aminodcidos (mutagbes sinonimias). As
mutaces sinonimias dificilmente podem ser associadas com caracteristicas fenotipicas.
Assim, os resultados dessa pesquisa diferem do que foi verificado nos estudos de Luridiana et
al. (2012) e de Zetouni et al. (2014), que ndo encontraram associac¢des significativas entre as
mutacdes sinonimias e os fenotipos.

Como ndo alteram a funcdo proteica, uma provavel justificativa seria que essas
mutacdes possam se relacionar com a regulacdo da expressdo génica. SNPs localizados em
determinadas regides do gene podem modificar a expressdo génica, alterando a quantidade de
proteinas envolvidas nas respostas a determinadas doencas. Entretanto, se os SNPs do
presente estudo tém efeito direto sobre a expressao génica ndo é possivel ser confirmado com
a metodologia utilizada.

Entre os polimorfismos significativamente associados com os fendtipos, o da posicao
2001 foi o que apresentou 0 maior nimero de combinagdes em desequilibrio de ligacdo (DL)
(Tabela 3). Uma de suas combinagdes foi com o SNP 2046, o qual estava associado a duas
caracteristicas de sanidade. O SNP 2140 também estava em DL com o 2045. Estes resultados

indicam que tais SNPs segregam juntos, ou seja, sao mais frequentemente herdados juntos.
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Assim, o desequilibrio de ligacdo pode ser uma justificativa pertinente para explicar a
ocorréncia das associacdes significativas verificadas. Camargo et al. (2014) escolheram SNPs
com fortes combinagdes em DL para realizar analises de associacdo entre os polimorfismos
encontrados no gene JY-1 e caracteristicas reprodutivas em bovinos. De fato, os autores
verificaram que alguns dos SNPs que estavam em desequilibrio de ligacdo, apresentaram
associagao estatisticamente significativa com caracteristicas reprodutivas.

A atuacdo das defensinas contra bactérias tem sido constatada, como demonstrado nos
estudos de Bagnicka et al. (2007; 2008) e Tolone et al. (2016). Neste ultimo, os autores
verificaram que o polimorfismo na posicdo 1747 do gene da p-defensina 1 estava associado
com susceptibilidade a mastite em ovelhas italianas, o que levou 0s autores a sugerir
preliminarmente a utilizagdo do gene como marcador molecular para a melhoria das
caracteristicas de resisténcia a mastite. Entretanto, o presente estudo traz o diferencial de
demonstrar que defensinas também podem atuar contra endoparasitas pluricelulares. N&o se
sabe ao certo como se da essa acdo. O mecanismo pelo qual tais polimorfismos exercem estes
efeitos precisa ser investigado.

Em relacdo a resposta dos animais a incidéncia de verminoses, as caracteristicas OPG
e Percentual de contagem de OPG com valor zero, consideradas para indicar o nivel de
infeccdo e para avaliar a resposta dos animais ao tratamento anti-helmintico, respectivamente,
ndo foram significativamente associadas aos SNPs. Apenas o Valor maximo de OPG do
animal (OPG Méx) foi associado significativamente ao SNP da posi¢édo 2140.

Entretanto, tal resultado pode ser consequéncia da disparidade entre os valores, que
variaram entre 920 e 4977 (Tabela 4). Segundo Bressani et al. (2014), séo raros os estudos
associando resisténcia a verminose com SNPs. Os autores constataram em sua pesquisa,
dentre os dez SNPs encontrados em citocinas (IL2, IL4, IL13 e IFNG) que apenas trés deles

podem estar associados com a resisténcia a verminose gastrintestinal e concordaram com
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Regitano & Coutinho (2001), que a selecdo de animais resistentes a patdgenos baseada em
marcadores moleculares ¢ uma alternativa promissora, similarmente ao que decorre nessa
pesquisa.

Assim, com os resultados deste estudo pode-se supor que os polimorfismos no gene
GBD-1 podem ser utilizados como marcadores para identificacdo de caprinos da raga
Anglonubiana que apresentam maior sensibilidade a endoparasitas e a protozoarios que
acometem caprinos na regido Nordeste do Brasil. Portanto, os resultados s&o importantes e
podem estimular novos avancos e novas pesquisas com 0s genes da defensina, além de

evidenciarem a influéncia do gene sobre a satde do animal.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A raca Anglonubiana apresenta os seguintes polimorfismos no gene da B-defensina 1:
1932 (intron 1); 1937 (intron 1); 2001 (éxon 2); 2004 (éxon 2); 2007 (éxon 2); 2025 (éxon 2);
2043 (éxon 2); 2045 (éxon 2); 2046 (éxon 2); 2140 (3°’UTR); 2179 (3°’UTR) e 2182 (3°’UTR)
Algumas dos SNPs acarretaram em mudancas que afetam a funcdo proteica e, portanto,
ganham importancia como marcador molecular nessa espécie.

O estudo mostrou que o gene Goat B-Defensin 1 apresenta alguns SNPs associados a
caracteristicas de sanidade relacionadas a ocorréncia de nematodeoses e protozooses nas
cabras da raca Anglonubiana. O SNP 1937 estava significativamente associado a quantidade
de oocistos de protozoarios eliminado nas fezes; o SNP 2001 ao grau de anemia indicado pelo
Famacha©; o SNP 2046 estava associado ao grau Famacha®© e a quantidade de oocistos de
protozoarios e 0 SNP 2140 estava associado ao Valor maximo de OPG do animal. Portanto, o
gene tem potencial para ser marcador molecular da resposta de caprinos a infecgdo por
endoparasitas.

A importancia do gene como marcador molecular a ser utilizado em conjunto com
caracteristicas fenotipicas, permitird avangos promissores, assim como reducdo de custos
relacionados a profilaxia de doencas. Tais avangos podem promover melhorias significativas

nos rebanhos locais, facilitando assim, a vida dos produtores.



