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Resumo

Racas equinas nativas submetidas a selecdo natural, como o Pantaneiro, Baixadeiro e
Lavradeiro, mostram-se mais resistentes a infec¢des e infestacdes do que ragas comerciais.
Como exemplo, animais da raga Pantaneira podem apresentar infec¢do por Anemia Infecciosa
Equina sem manifestacdo clinica da doenga. Essa caracteristica sofre influéncia de
componentes genéticos como a classe II do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC). Esta ¢ composta por diversos genes abrigando alelos funcionais e ndo-funcionais,
como o DRB3, e possui grande associacdo com a resposta imunologica. Assim, este trabalho
objetivou caracterizar polimorfismos no éxon 4 do gene DRB3 que possam estar relacionados
a maior resisténcia de equinos. Foram coletadas amostras de pelo de animais das ragas
adaptadas (Lavradeiro, Baixadeiro, Pantaneiro, Marajoara e Puruca) e comerciais (Quarto de
Milha e Arabe) para extragio, esta foi realizada com o kit de DNA NucleoSpin® Tissue. A
quantificagdo do DNA foi feita no NanoDrop™ e em seguida foram utilizados primers para
amplificagdo da regido de interesse. Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2,5% e purificados com PEG a 20%, quantificados e sequenciados. A
andlise das sequéncias apresentou 26 SNP’s sendo 17 mutagdes missense e 9 silenciosas.
Além disso, observou-se que as racas localmente adaptadas apresentaram frequéncias alélicas
distintas das observadas nas ragas comerciais. Essas diferencas sugerem que a selecdo natural
pode ter influenciado a composicao genética dessa regido. Dessa forma, os polimorfismos
identificados constituem potenciais marcadores candidatos para estudos de associagdo com
caracteristicas de resisténcia a enfermidades em equinos.
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Abstract

Native horse breeds subjected to natural selection, such as Pantaneiro, Baixadeiro, and
Lavradeiro, have shown greater resistance to infections and infestations than commercial
breeds. As an example, Pantaneiro horses may be infected with Equine Infectious Anemia
without exhibiting clinical signs of the disease. This trait is influenced by genetic
components, including class Il genes of the Major Histocompatibility Complex (MHC). This
class comprises several genes harboring both functional and non-functional alleles, such as
DRB3, and is strongly associated with immune response. Therefore, this study aimed to
characterize polymorphisms in exon 4 of the DRB3 gene that may be associated with
increased disease resistance in horses. Hair samples were collected from locally adapted
breeds (Lavradeiro, Baixadeiro, Pantaneiro, Marajoara, and Puruca) and commercial
breeds (Quarter Horse and Arabian) for DNA extraction, which was performed using the
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NucleoSpin® Tissue DNA kit. DNA concentration was measured using a NanoDrop™
spectrophotometer, and primers were subsequently used to amplify the target region. PCR
products were subjected to electrophoresis in 2.5% agarose gel, purified using 20% PEG,
quantified, and sequenced. Sequence analysis identified 26 SNPs, including 17 missense and
9 synonymous mutations. Furthermore, locally adapted breeds exhibited allelic frequencies
distinct from those observed in commercial breeds. These differences suggest that natural
selection may have influenced the genetic composition of this region. Therefore, the
identified polymorphisms represent potential candidate markers for future association
studies involving disease resistance traits in horses.
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1. Introducio

O processo de selegdo natural de ragas e ecdtipos equinos no Brasil, como o
Pantaneiro, Baixadeiro e Lavradeiro, resultaram em uma maior adaptagdo ao ambiente e
maior resisténcia as doencas infeciosas e parasitarias (Mariante ef al., 2006). Um exemplo ¢
a Anemia Infecciosa Equina (AIE), enfermidade endémica na regido do Pantanal, onde a
criacdo de cavalos Pantaneiros ¢ expressiva € na qual sdo observados animais infectados
assintomaticos (Souza et al., 2018; Oliveira et al., 2011).

A resisténcia a doengas nos animais possui importante influéncia genética. O
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), possui 3 classes e ¢ composto por
diversos genes que sdo responsaveis pela resposta imune do organismo (Viluma et al., 2017).

Dentre os genes que compdem esse complexo, o DRB3, que esté na classe II, destaca-se por
seu elevado polimorfismo e potencial associagdo com caracteristicas de resiliéncia. Estudos
com cavalos Marwari foi-se identificado diferentes gendtipos para o DRB3, reforcando seu
potencial como marcador molecular em estudos relacionados a resisténcia a enfermidades
(Sharma et al., 2009).

Estudos demonstram que determinados alelos dos genes que compdem o MHC estao
relacionados a predisposi¢do para algumas enfermidades, entre elas a hipersensibilidade a
picadas de insetos (Schurink et al., 2012), os tumores induzidos por papilomavirus (Staiger
et al.,2016) e a uveite recorrente (Fritz et al., 2014).

Assim, partindo da hipotese de que racas submetidas a selecdo natural apresentam
maior diversidade de variantes associadas a resposta imune quando comparadas a ragas

comerciais, este trabalho objetiva caracterizar polimorfismos no éxon 4 do gene DRB3,
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visando identificar variantes potencialmente relacionadas ao desempenho imunolégico e a

resisténcia/resiliéncia a doengas em ragas nacionais de equinos.

2. Materiais e Métodos

2.1 Local do estudo e Amostras utilizadas

O estudo foi realizado no Laboratério Multifuncional da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia. Foram utilizadas amostras de
material biologico (foliculo piloso) de racas de equinos adaptadas (Lavradeiro, Baixadeiro,
Pantaneiro, Marajoara e Puruca) e comerciais (Quarto de Milha e Arabe), sendo 10 animais

de cada raga.

2.2 Extracao, quantificacio e PCR

As extracdes de DNA gendmico total foram realizadas a partir de amostras de
foliculo piloso utilizando o kit de extragdo comercial NucleoSpin® Tissue. A qualidade ¢
quantidade das extra¢des foram avaliadas utilizando NanoDrop™. Para a PCR do éxon 4 do

gene DBR3 utilizou-se o par de primers derivados de Viluma et a/,. 2017.
2.4 Sequenciamento de DNA

Os amplicons foram verificados em gel de agarose 2,5% em eletroforese (130
minutos em corrente elétrica 120 V) e visualizadas no fotodocumentador. Os produtos de PCR
foram purificados com solug¢do de PEG 20% e sequenciados bidirecionalmente utilizando um
Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer. A edigdo das sequéncias foi realizada no
BioEdit v7.0.9.0 (Hall, 1999), e os alinhamentos foram gerados utilizando o algoritmo
ClustalW (Hall, 1999; Thompson et al., 2002). Com a identificacdo de polimorfismos, foram
calculadas frequéncias alélicas e genotipicas e comparadas entre grupos adaptados e

comerciais.

3 Resultados e Discussao

Com o sequenciamento do éxon 4 do gene DRB3 e a comparacao entre as ragas comerciais
e adaptadas, foram encontrados 26 SNP’s. Destes, 17 deles classificam-se como mutacao
missense € as 9 restantes eram mutagoes silenciosas.

A partir das anotagdes dos SNP’s foram calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas
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dessas posi¢des. Além disso, também foi realizada a verificacdo da troca de aminoacidos.

Com os dados obtidos pode-se inferir uma diferenca entre as ragas localmente adaptadas
e as comerciais. As ragas localmente adaptadas apresentam em sua grande maioria uma maior
frequéncia alélica para o par de base oposto ao da sequéncia base a das ragas comerciais. Essa
diferenca fica mais evidente ao realizar a comparacao entre as frequéncias genotipicas, onde as
homozigotas nas racas localmente adaptadas eram opostas as comerciais.

Obtém-se também que as racas localmente adaptadas nao apresentavam a ocorréncia de
alguns gendtipos ou tinham a ocorréncia muito baixa enquanto que as ragas comerciais
apresentavam exatamente o contrario.

Dessa forma, percebe-se que animais localmente adaptados tem em sua grande maioria
sequéncias gerando aminodcidos diferentes dos aminoacidos gerados pelas ragas comerciais.

Essas diferencas entre as ragas equinas localmente adaptadas e as comerciais indicam que
essas populagdes apresentam perfis genéticos distintos para o éxon 4 do gene DRB3. Essas
diferengas podem refletir a atuagdo da sele¢ao natural sobre populagdes expostas, ao longo do
tempo, a diferentes condi¢des ambientais e desafios sanitarios.

Ademais, a elevada propor¢do de mutacdes missense identificadas (17 dos 26 SNPs)
sugere um potencial impacto funcional dessas variantes sobre a proteina DRB3, uma vez que
alteragdes na sequéncia de aminoacidos podem modificar a capacidade de apresentacdo de
antigenos e, consequentemente, influenciar a resposta imunoldgica. Resultados semelhantes
tém sido descritos em outras ragas equinas, como a Marwari, na qual também foram
identificados polimorfismos no gene DRB3, embora os autores ressaltem a necessidade de
estudos de associagdo para confirmar sua relagdo com caracteristicas de resisténcia (Sharma et
al., 2009).

Assim, os polimorfismos identificados neste estudo representam variantes candidatas
para futuras investigagdes envolvendo resisténcia a enfermidades, podendo futuramente

subsidiar programas de sele¢ao assistida e conservacao de ragas equinas localmente adaptadas.

4 Conclusao
A analise do éxon 4 do gene DRB3 revelou elevadas variagdes nas frequéncias alélicas e
genotipicas entre racas adaptadas e comerciais, com a identificagdo de 26 SNPs, dos quais 17
resultaram em substituicdes de aminoacidos. Essas diferencas sugerem que a sele¢do natural
pode ter influenciado a composi¢do genética dessa regido. Dessa forma, os polimorfismos

identificados constituem potenciais marcadores candidatos para estudos futuros de associagdo
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com caracteristicas de resisténcia a enfermidades e desempenho imunologico em equinos.
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