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RESUMO

A bovinocultura brasileira apresenta-se como destaque no cenario mundial e a expressiva
participacdo deste setor produtivo na economia faz com que haja preocupacdo com as perdas
produtivas, dentre as quais destaca-se aquelas causadas pela infestacdo do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, principal ectoparasita de bovinos e vetor de diversas
doencas. A variabilidade genética observada para a resisténcia dos bovinos ao carrapato
permite que essa caracteristica seja melhorada geneticamente, como forma alternativa de
controle desses ectoparasitos. Para a execugdo do presente trabalho, foi utilizado um estudo de
associacdo genomica ampla (GWAS) para a resisténcia ao carrapato R. microplus, o qual foi
realizado pela equipe do Dr. Fernando Flores Cardoso (Embrapa Pecuaria Sul), com 260
animais da raca Hereford e 500 animais da raca Braford. O monitoramento das infestacdes foi
realizado por meio da contagem de fémeas do carrapato com tamanho superior a 4,5 mm em
um dos lados do corpo do animal, e o grau de infestacdo de cada animal foi avaliado pela
média de pelo menos duas contagens consecutivas, com intervalos de aproximadamente trinta
dias, conduzidas no sobreano, nos meses de maior incidéncia do parasito. Os animais foram
genotipados com utilizacdo de um chip de SNPs de 50 K e, ap6s a realizagdo do GWAS,
verificou-se que um total de 37.346 SNPs passou nos teste de qualidade. Dentre esses
marcadores, 178 SNPs apresentaram efeitos significativos e permitiram a mineragdo de 175
genes nessas regides, em um intervalo de 200 Kb (100 Kb para cada lado de cada marcador).
A maioria dos polimorfismos associados com a caracteristica esta localizada em regides sem
funcOes determinadas (intergénicas e intronicas), apenas um deles encontra-se em regido de
splicing. Sendo assim, estes marcadores podem constituir mutagfes ndo causais que se
encontram em desequilibrio de ligacgdo com mutacBes funcionais. As regides mais
significativas do GWAS foram identificadas nos cromossomos 7, 21 e 23, onde foram
identificados 72 genes em desequilibrio de ligagdo com os marcadores moleculares. Portanto,
foi realizada uma anotacdo funcional dos genes localizados nesses 3 cromossomos, 0 que
permitiu a selecdo de 11 genes candidatos para um estudo mais aprofundado das vias
metabolicas nas quais eles estdo inseridos. Verificou-se que esses genes participam de
processos importantes em vias ja relacionadas com a resisténcia a carrapatos, tais como
apresentacdo de antigenos, transporte e secrecao intracelular e diferenciacdo da epiderme.

Palavras-chave: Estudo de Associacdo Gendmica Ampla (GWAS). Carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Genes candidatos para resisténcia a infestagdo. Vias metabdlicas

relacionadas com a resisténcia.
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ABSTRACT

The Brazilian cattle industry is presented as highlighted on the world stage and the significant
participation of this productive sector in the economy means that there is concern with
production losses, among which stands out those caused by infestation of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, main ectoparasite vector cattle and various diseases. The genetic
variability for resistance to the cattle tick shows that this trait can be genetically improved.
For the execution of this work, it was used a study of genome wide association (GWAS) for
resistance to Rhipicephalus (Boophilus) microplus, performed by Dr. Fernando Flores
Cardoso, with 260 Hereford and 500 Braford animals. The monitoring of the infestation was
accomplished by counting tick females larger than 4.5 mm from one of the animal's body
side, and the degree of infestation was evaluated for each animal by averaging at least two
consecutive counts, with intervals of approximately thirty days, in the months of highest
incidence of the parasite. The animals were genotyped using a 50K SNP chip, and it was
found a total of 37,346 SNPs that passed in quality test. Among these markers, 178 showed
significant effects and allowed the mining of 175 genes in these regions, at an interval of 200
Kb (100 Kb for each side of each marker). Most of these polymorphisms associated with the
trait is located in regions without defined functions (intronic and intergenic), and only one of
them is located in the splicing region. The most significant regions of the GWAS were
identified on chromosomes 7, 21 and 23, which were found 72 genes in linkage
disequilibrium with the molecular markers. Therefore, a functional annotation of the genes on
these 3 chromosomes was performed, allowing the choice of 11 candidate genes for the study
of various metabolic pathways in which they are inserted. Among these pathways, the most
important are those related to immune responses, secretion and intracellular transport, calcium
influx and epidermal growth and differentiation.

Keywords: Genome Wide Association Study (GWAS). Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Candidate genes for tick resistance. Metabolic pathways.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A bovinocultura brasileira

A bovinocultura brasileira ¢ um dos setores mais importantes do agronegocio e
contribui significativamente para a economia nacional (BRASIL, 2014b). O rebanho bovino
brasileiro possui aproximadamente 210 milhGes de cabegas (BRASIL, 2014a) e é composto
por cerca de 80% de animais de ragas zebuinas, originarias da Asia (Bos indicus), e 20% de
racas de origem europeia (Bos taurus) (ABIEC 2014a).

O Brasil possui um dos maiores rebanhos comerciais do mundo e lidera como maior
exportador de carne bovina (USDA, 2014), o que gerou faturamento de aproximadamente 6,5
bilhdes de dolares em 2013 (ABIEC, 2014b).

Dois setores sdo representados pela bovinocultura brasileira, as cadeias produtivas de
carne e de leite, 0 que mostra a importancia desse segmento no desenvolvimento econémico e
social do Brasil (BRASIL, 2014a). De acordo com Neves (2012), a cadeia produtiva da carne
movimenta R$ 167,5 bilhGes por ano e gera aproximadamente 7 milhdes de empregos.
Devido a expressiva participacdo desse setor na economia nacional, existem preocupacdes
com as perdas produtivas, causadas, por exemplo, pela infestacdo dos bovinos por
ectoparasitas. Isto tem mobilizado pesquisadores e produtores a buscarem técnicas produtivas
cada vez mais eficientes, a fim de obterem-se produtos de qualidade para atender ao exigente
mercado externo (ARBOITTE et al., 2004).

Recentes avancos nas técnicas de genética molecular e de bioinformaética permitem a
identificacdo de regides cromossdmicas (ANDERSSON, 2001) relacionadas as caracteristicas
de interesse econémico para a pecuaria (DEKKERS, 2004). Dessa maneira, 0 melhoramento
geneético surgiu como alternativa na busca por animais que apresentem melhor desempenho
produtivo e que sejam mais resistentes as condigdes ambientais e as infestacbes por
carrapatos. Os animais resistentes sdo selecionados para originarem a progénie da proxima
geracdo, aumentando a frequéncia dos alelos favoraveis na populacdo (COUTINHO;
ROSARIO, 2010).
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1.2 As ragas Hereford e Braford

A raca Hereford originou-se na Inglaterra. Existem relatos de que esses animais ja
existiam em 1627 e de que no ano de 1917, a raca ja passava pelo processo de melhoramento
genético, o qual era realizado por Benjamim Tomkins e seu filho, no pais de origem (BHB,
2014b). Esses bovinos caracterizam-se por apresentar alta eficiéncia alimentar, boa resisténcia
as condicOes adversas, fertilidade e carcaca com alto rendimento de cortes comerciais, sendo
destinados principalmente & producédo de carne (ABHB, 2014a). Por isso, a raca Hereford é
utilizada na formacdo de vérias ragas sintéticas em todo o mundo, passando a progénie essas
importantes caracteristicas econémicas (BHB, 2014a). O primeiro exemplar chegou ao Brasil
em 1906, na cidade de Bagé (RS) e adaptou-se perfeitamente a regido sul. As fémeas adultas
chegam a pesar em média 450 kg e entram no ciclo reprodutivo a partir dos 15 meses, com
aproximadamente 280 Kg. Possuem boa habilidade materna, fertilidade e alta longevidade. Os
novilhos sdo precoces (estdo prontos para abate, a pasto, com 20 meses e 460 kg; e em
confinamento, com 13 meses e 420 kg) e apresentam caracteristicas desejaveis, como
excelente marmoreio e rendimento de carcaga (BHB, 2014c). A Figura 1 exemplifica um
animal da racga Hereford.

A raca Braford teve sua origem na Flérida, na década de 1960 (ABHB, 2014b), e é
formada por animais que apresentam uma constituicdo genética de 5/8 Hereford (Bos taurus)
e 3/8 de raca zebuina (Bos indicus) (ABHB, 2014d). O principal objetivo desse cruzamento €
explorar a complementaridade entre as racas e a heterose, de maneira a conciliar as
importantes caracteristicas apresentadas pelos animais Hereford, como fertilidade, habilidade
materna, precocidade, temperamento décil, volume e qualidade da carne, com a capacidade de
adaptacdo aos tropicos, resisténcia aos ectoparasitas e rusticidade dos animais zebuinos
(ABHB, 2014c).

No ano de 1993, a raca Braford foi reconhecida pelo Ministério da Agricultura do
Brasil e, em 2003, a Associacdo Brasileira de Hereford e Braford (ABHB) efetuou o registro
genealdgico da raca em todo territério nacional (BHB, 2014d). A Figura 2 apresenta um

exemplar da raca Braford.
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Figura 1 - Animal da raga Hereford.

P ©
[ re————— b femaiy

Fonte: Fotografia retirada do website:
http://www.abccriadores.com.br/newsite/index.php/pecuarianacional/corte/
26-pecuaria-nacional/corte/322.

Figura 2 - Animal da raga Braford.

Fonte: Fotografia retirada do website:
http://www.altagenetics.com.br/novo/Produtos/Produto.aspx?pld=6392.


http://www.abccriadores.com.br/newsite/index.php/pecuarianacional/corte/26-pecuaria-nacional/corte/322
http://www.abccriadores.com.br/newsite/index.php/pecuarianacional/corte/26-pecuaria-nacional/corte/322
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1.3 Rhipicephalus (Boophilus) microplus e os impactos das infestagdes na producgédo

animal

Principal ectoparasita de bovinos, o Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(CANESTRINI, 1887) é uma espécie hematdfaga pertencente ao filo Artropoda, classe
Aracnida, ordem Acarina, subordem Metastigmata e superfamilia Ixodidea (FLECHTMANN,
1990). Originou-se provavelmente na Asia e adaptou-se perfeitamente ao clima das areas
tropicais, onde o calor e a umidade propiciaram condi¢des favordveis a sua manutencdo
(POWELL; REID, 1982).

Esse aracnideo esta amplamente distribuido em todo territério nacional, sendo
encontrado em pelo menos 95,6% dos municipios brasileiros e destaca-se como um dos
principais ectoparasitos que afetam a pecuaria nessas areas, devido a especificidade
parasitaria aos bovinos (HORN, 1983). A maior parte dos rebanhos concentra-se em areas nas
quais o carrapato esta presente, e 0 ectoparasitismo pode causar anemia, perda de peso e até
mesmo a morte dos bovinos (JONSSON, 2006). De acordo com De Castro (1997), estima-se
que as perdas econdmicas anuais em todo o mundo, causadas pelas infestagdes por carrapatos,
sdo de aproximadamente US$ 18 bilhdes e, no Brasil, a estimativa € em torno de dois bilhdes
de ddlares (GRISI et al., 2002). Essas perdas podem ser consideradas diretas, como queda
diaria de peso dos animais e de producdo de leite, perda de fertilidade e desvalorizacdo do
couro (JONSSON et al., 2006); ou indiretas, relacionadas aos gastos com produtos quimicos,
fabricacdo de vacinas e profissionais envolvidos no controle (GRISI et al., 2002). Jonsson et
al. (1998), trabalhando com a raca holandesa, demonstraram que cada fémea teledgina foi
responsavel pelo decréscimo de 8,9 mL na producdo de leite e de 1 grama de peso corpdreo
do animal, por dia; e Gonzales (1975) verificou que as lesGes causadas durante o parasitismo
inviabilizaram a utilizacdo do couro na industria. Além disso, esses aracnideos sdo vetores de
Babesia bovis, Babesia bigemina, e Anaplasma marginale, causadores da tristeza parasitaria
bovina (TPB) (RIBEIRO, 1989; REGITANO et al., 2006). A TPB é um complexo de
enfermidades que causa varios efeitos adversos nos animais, tais como anemia, hipertermia,
anorexia, ictericia e, em alguns casos, a morte (LEMOS, 1998).

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus depende de apenas um hospedeiro para
completar seu ciclo de vida (ARTHUR, 1960), o qual possui duas fases complementares: a de
vida livre e a de vida parasitaria. A primeira inicia-se com o desprendimento da teledgina do

hospedeiro, a qual, sob condi¢bes climéticas adequadas (26-28°C), comeca a postura dos ovos
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3 dias ap6s sua queda ao solo, por um periodo de aproximadamente 15 dias (GONZALES,
1974), em que cada fémea tem capacidade de gerar mais de trés mil ovos (ALVARADO,;
GONZALES, 1979) As larvas passam por um processo de maturacdo, tornam-se infestantes
seis dias ap0s o nascimento e deslocam-se até as pontas dos capins para facilitar o contato
com os bovinos, reiniciando a fase parasitaria. Durante a fase de vida parasitéria, a larva fixa-
se no hospedeiro, e inicia o processo de desenvolvimento e crescimento tegumentario.
Aproximadamente 8 dias ap0s a fixacao, a larva sofre sua primeira ecdise, transformando-se
em ninfa. Essa passa por uma nova muda, na qual ocorre a diferenciacdo e maturagdo sexual.
Por volta do décimo sétimo dia, 0s machos ja estdo aptos a cdpula, e as fémeas, apds serem
fecundadas, passam a fase de partendgena (parcialmente ingurgitada) e, em mais 2 dias, a fase
de teledgina (ingurgitamento maximo) (GONZALES et al.,1974), a qual pode ingerir até 3
mL de sangue diariamente dos bovinos (GONZALES, 1975). Durante o periodo parasitario,
que dura aproximadamente trés semanas, 0 processo de alimentacdo dos carrapatos é
intermitente (KONGSUWAN, 2010). A Figura 3 apresenta o ciclo de vida simplificado do

carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Figura 3 - Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

€ 8 / 4
a5
e

ndestts & Hlhalanans-Poca, 2001

Legenda: Fase parasitaria 1) Fixacdo da larva no bovino aproximadamente 6 dias apds o nascimento;
2) Fase de ninfa apds a primeira ecdise; 3) Teledgina em estagio final de ingurgitamento. Fase de
vida livre 4) Teletgina realizando a postura no solo aproximadamente 3 dias ap6s o desprendimento;
5) Ovos, no solo, em periodo de incubacdo; 6) Larva infestante, no solo, apta a infestar um
hospedeiro. Fonte: adaptado de Andreotti e Malavazi-Piza (2001).
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1.4 Relacéo entre carrapato e hospedeiro

A relacdo entre parasita e hospedeiro € determinada por um balanco entre as
respostas de defesa apresentadas pelos bovinos e a capacidade dos carrapatos em modular o
sistema imunoldgico dos hospedeiros (WIKEL et al., 1994). Essa interacdo depende das
condicdes apresentadas pelos animais, fazendo com que os efeitos causados durante o
processo parasitario variem desde uma simples irritacdo até a morte do hospedeiro
(ARTHUR, 1973).

O contato dos bovinos com os carrapatos desencadeia uma resposta imune dos
hospedeiros (BROSSARD et al., 1991). Inicialmente, o sistema imunoldgico reage a fixacao
do ectoparasito atraves da degranulacdo de mastdcitos e infiltracdo de eosindfilos no local,
dificultando a alimentacdo do carrapato e causando hipersensibilidade cutanea (HALES et al.,
1981), suficiente para proporcionar uma reacdo de autolimpeza (grooming) no hospedeiro
(BENNETT, 1969; PEREIRA, 1982) Esta reacdo pode se iniciar antes mesmo da fixacdo da
larva, a qual se da pela penetracdo do rostro do ectoparasita na epiderme do bovino (RIEK,
1965). Em resposta ao dano causado no local da fixagdo do ectoparasito, ocorre secrecdo de
histamina pelos mastdcitos e baséfilos (KEMP; BOURNE, 1980) a qual esta envolvida na
resposta inflamat6ria, ja& que aumenta a permeabilidade dos vasos sanguineos e,
consequentemente, permite maior afluxo dos fatores que serdo responsaveis pela reparacdo
das lesdes causadas pelo carrapato (RIBEIRO; WALKER, 1994). Além disso, a hematofagia
induz uma resposta imune mais complexa, que envolve as células apresentadoras de
antigenos, linfocitos T e B, basotfilos, mastdcitos, eosindfilos, anticorpos e uma série de
moléculas envolvidas no processo imunolégico (BROSSARD; WIKEL, 1997).

Os carrapatos, em contrapartida, possuem capacidade de modular o sistema imune do
hospedeiro em seu favor. A saliva dos parasitas desempenha um papel essencial, ja que
apresenta atividade anticoagulante (LIMO et al., 1991), antiinflamatdria, imunossupressora e
inibidora do sistema complemento (RIBEIRO et al., 1985). Ela promove a alteracdo da
resposta das citocinas, supressdo da proliferacdo de linfécitos T e da fungdo das células
apresentadoras de antigenos (CIPRANDI et al., 2006; FONTAINE et al., 2011; HORN et al.,
2000; RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003; RIBEIRO et al., 1985; RIBEIRO, 1989;
STARK; JAMES, 1996; WIKEL, 1996). Além disso, a prostaglandina presente na saliva tem
acdo vasodilatadora e aumenta o afluxo de sangue para que 0 carrapato possa se alimentar

continuamente durante todo o periodo parasitario (QIAN et al., 1998).
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1.5 Resisténcia dos bovinos e formas de controle do carrapato

De acordo com De Castro (1993), a resisténcia do hospedeiro esta relacionada com
sua capacidade de responder imunologicamente aos componentes da saliva do parasita,
causando a morte ou incapacidade de reproducdo do mesmo. A maneira como 0s bovinos
respondem as infestacdes por carrapatos € bastante complexa. Existem dois tipos de
resisténcia: aquela que o animal ja apresenta antes da primeira infestacdo, designada inata; e a
adquirida, que so € evidenciada ap6s a exposi¢do do bovino aos ectoparasitas (RIEK, 1962), e
torna-se cada vez mais eficiente conforme as infestagdes se sucedem (WAGLAND, 1975).

Apesar da importdncia da imunidade inata, alguns estudos mostraram que a
resisténcia a carrapatos é dependente da imunidade adquirida (WAGLAND et al., 1978).
Existe uma associacao entre a resisténcia e a hipersensibilidade, que ocorre apds a fixacdo do
carrapato, e promove o recrutamento de eosinéfilos e aumento da concentragdo de histamina
no local (KEMP; BOURNE, 1980). Além disso, como foi observado por Kashino et al (2005),
a resisténcia dos hospedeiros depende da presenca de imunoglobulinas (1g), anticorpos que
atuam na defesa contra as infestacGes. Essa interacdo entre antigeno e anticorpo induz a
liberacdo de substancias bioativas envolvidas nos mecanismos responsaveis pela resisténcia
aos parasitos (BROSSARD; FIVAZ, 1982). A eficiéncia da resposta dos animais é
determinada pela capacidade de processar os antigenos e apresenta-los aos linfocitos T pelo
Complexo principal de Histocompatibilidade (MHC) (conhecido como BoLA - Bovine
Leucocyte Antigen - em bovinos) desde a ocorréncia da primeira infestacdo (WIKEL et al.,
1994).

Vaérios trabalhos demonstraram que 0s animais de origem asiatica (Bos indicus) sdo
mais resistente ao parasitismo causado pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus, quando
comparados com 0s de origem europeia (Bos taurus), e que essa variacdo também pode
ocorrer dentro da mesma raca (ANDRADE, 1996; SEIFERT, 1971; UTECH et al., 1978;
WHARTON et al.,, 1970). Segundo Gonzales (1975), os zebuinos apresentam maior
guantidade de glandulas sebaceas na pele, as quais produzem odor desagradavel, afastando o
carrapato. Além disso, a resisténcia desses animais também foi atribuida a maior elasticidade
e espessura da pele, o que dificulta a fixacdo dos ectoparasitas. Verissimo (1991) demonstrou
que o hematoparasitismo depende de uma reacdo inflamatoria que se inicia no momento da
fixacdo da larva, e que tal reacdo é mais intensa nos Bos indicus, levando-os a realizarem um

processo de autolimpeza mais eficiente, causando o desprendimento das larvas. No Brasil, um
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trabalho realizado por Teodoro et al (1984) mostrou que ocorre decréscimo da resisténcia com
0 aumento da proporcédo de genes provenientes de animais Bos Taurus (de origem europeia), 0
mesmo resultado observado por Frisch e O' Neill (1989), na Australia.

O grau de infestacdo pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é também
determinado por fatores como 0 sexo, a idade e estacdo do ano. Seifert (1971) e Silva et al.
(2006), verificaram que as fémeas apresentam maior resisténcia, em comparagdo aos machos.
Utech et al (1978) e Teodoro et al (1994) demonstraram que animais mais velhos sdo mais
suscetiveis as infestacBes. Além disso, alguns autores relacionaram um aumento das
infestacBes na temporada chuvosa e também nos animais que apresentavam pelos mais longos
e pele mais espessa, fatores relacionados com a imunidade inata (VERISSIMO et al., 2002;
GASPARIN et al., 2007).

Devido aos danos causados pela infestacdo do carrapato bovino, cada vez mais
criadores e pesquisadores buscam formas eficazes de controlar as populacbes desses
ectoparasitas (FRISCH, 1999). Atualmente, o método mais utilizado é a aplicacdo de
acaricidas (LABARTHE, 1994). Entretanto, o uso descontrolado e incorreto desses
compostos pode deixar residuos no leite, na carne (De CASTRO, 1993) e no meio ambiente,
fator preocupante para o consumidor e para a manutencdo da biodiversidade. Além disso, a
aplicacdo repetitiva e ndo estratégica dessas substancias permite o aparecimento de linhagens
resistentes de ectoparasitas e, desta maneira, esta forma de controle perde sua eficacia
(FRISCH, 1999; PRUETT, 1999). Atualmente, os carrapatos ja sdo resistentes a diversos
grupos de carrapaticidas, como os organoclorados, organofosfatos, carbamatos, amidinas,
entre outros (WILLADSEN et al., 1995). Por conta dessas desvantagens relacionadas ao uso
dos acaricidas, com o objetivo de oferecer ao consumidor um produto de boa qualidade e
também conservar 0 meio ambiente, é necessario um método de controle que ndo faca uso
desses produtos quimicos (KONGSUWAN et al., 2010). Dentre as alternativas, pode-se
destacar a utilizacdo de vacinas, o controle bioldgico e a selecdo de animais geneticamente
resistentes (LABARTHE, 1994).

As vacinas apresentam algumas vantagens, por exemplo, por ndo contaminarem o
meio ambiente e os hospedeiros, além do seu baixo custo de produgdo (WILLADSEN, 2004).
O pioneiro na produgdo de vacinas foi WILLADSEN e colaboradores, na Australia, que
utilizaram uma forma recombinante de uma glicoproteina presente no intestino dos
carrapatos, chamada de Bm86. Esta atua no organismo do bovino promovendo a ativagao do
sistema imunoldgico, com posterior producdo de anticorpos especificos (WILLADSEN et al.,

1995). Estes, ao serem ingeridos pelos carrapatos durante a hematofagia, provocam lesfes
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intestinais, levando-o0s @ morte ou a incapacidade reprodutiva (KEMP et al., 1989). Entretanto,
algumas desvantagens podem ser destacadas quanto ao uso desta vacina. Parizi et al (2009)
verificaram que os parasitas apresentaram resisténcia a Bm86 e, alem disso, pelo fato dessa
glicoproteina de membrana intestinal ser considerada um antigeno oculto, ela ndo ¢
apresentada ao sistema imune do hospedeiro, tornando-se necessarias varias inoculagfes para
que haja a permanéncia de resposta eficaz do sistema imunoldgico dos bovinos
(WILLADSEN; KEMP, 2003).

A herdabilidade para a resisténcia a carrapatos ja foi estimada para varias populacdes
e é considerada média, mostrando que esta caracteristica apresenta um componente genético
que pode ser transmitido atraves das geracdes. Davis (1993) encontrou valor de 0,34 + 0,06,
trabalhando com animais Bos taurus. Prayaga et al (2009) estimaram o valor de 0,13;
Burrow (2001), o valor de 0,42; e Cardoso et al (2006) observaram herdabilidade de 0,34.
Portanto os cruzamentos entre Bos indicus X Bos taurus e a selecdo dos animais superiores
proporcionam um aumento da resisténcia nos rebanhos, como forma alternativa no controle de
carrapatos em bovinos (SUTHERST; UTECH, 1981; FRISCH, 1999; 2000). A observagéo de
que existe um componente genético influenciando na resisténcia dos bovinos ao carrapato, faz
com que a selecdo de animais resistentes, portadores de gendtipos superiores, seja uma
alternativa promissora na contencdo desses ectoparasitos (UTECH et al., 1978). O
entendimento dos mecanismos responsaveis pela resisténcia adquirida torna possivel o
desenvolvimento de marcadores moleculares relacionados a essa caracteristica e permite a
selecdo precoce de animais resistentes (PIPER et al., 2009). Além disso, segundo Gavora e
Spencer (1983), a pratica do melhoramento genético para resisténcia pode ser relacionada

com outras medidas, aumentando ainda mais a acuracia no controle dos ectoparasitos.

1.6 Estudo de Associacdo Gendmica Ampla - Genome Wide Association Study (GWAS)

Recentemente, a informacdo genética baseada em marcadores moleculares tem sido
utilizada nos programas de melhoramento genético animal, como forma de aumentar a
acurécia da selecdo tradicional, baseada apenas em observagdes fenotipicas, principalmente
para caracteristicas de baixa herdabilidade e dificil mensuracdo (DAVIS; DeNISE, 1998).

Os Polimorfismos de Base Unica (do inglés, Single Nucleotide Polymorphisms -

SNPs) caracterizam-se pela substituicio de apenas uma base nitrogenada por outra
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(CAETANO, 2009). Por serem os mais abundantes (SHERRY et al., 2001) e apresentarem
uma distribuicdo homogénea no genoma, sdo 0s marcadores moleculares mais utilizados nos
estudos de associacao genémica (CAETANO, 2009).

Recentemente, foram desenvolvidas plataformas para genotipagem de SNPs em larga
escala (BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009; MATUKUMALLI et al., 2009). Para
bovinos, pode-se citar as plataformas BovineSNP50 e a BovineHDBeadChip (ambas da
Illumina), as quais contém, aproximadamente, 54.000 e 770.000 polimorfismos,
respectivamente. A disponibilidade dessas plataformas e a diminuicdo do custo para
genotipagem possibilitam a realizacdo dos estudos de associagdo genOmica, 0S quais
permitem a identificacdo de regides do genoma associadas a determinado fendtipo
(BOLORMAA et al., 2013; GODDARD; HAYES, 2009; MANOLIO et al., 2008; TIZIOTO
et al., 2013; VISSCHER et al., 2007; ZHANG et al., 2012), além do melhor entendimento da
base genética envolvida nas caracteristicas complexas (RAADSMA et al., 2009). Desta
maneira, a identificacdo dos genes associados as caracteristicas possibilita que os animais
portadores dos alelos favoraveis sejam selecionados (MEUWISSEN; GODDARD, 1996),
aumentando a acuracia do processo de melhoramento genético (MEUWISSEN et al., 2001). A
presenca ou auséncia de uma variagdo no genoma de um individuo pode fazer com que ele
seja ou nao selecionado para ser o progenitor da préxima geracdo, em um programa de
melhoramento genético (WANG et al., 2007a).

O GWAS baseia-se no desequilibrio de ligacdo (associacdo ndo aleatéria entre alelos
de dois ou mais loci) (FARNIR et al., 2000) entre marcadores moleculares e a regido do
genoma que afeta a caracteristica (BOLORMAA et al., 2011), com a premissa de que pelo
menos um SNP esteja segregando com cada QTL. Portanto, quanto maior a densidade de
SNPs, maior a acuréacia para a deteccdo de QTLs em desequilibrio de ligacdo com esses
marcadores (GODDARD; HAYES, 2009).

O sucesso de um GWAS depende de alguns elementos essenciais, tais como: uma
populacédo fenotipada e suficientemente grande para fornecer informacéo genética em relagao
a caracteristica em estudo; presenca de marcadores moleculares distribuidos por todo o
genoma e métodos estatisticos eficientes para determinar a associacao entre esses marcadores
e a caracteristica de interesse (CANTOR et al., 2010).

As avaliacGes genomicas geralmente s&o realizadas com a utilizagdo de métodos de
multiplas etapas (HAYES et al., 2009). Entretanto, a fim de aumentar a acuracia e rapidez
dessas avaliagOes, Aguilar et al (2010) e Misztal et al (2009) propuseram uma metodologia

de Unica etapa, designada single-step GBLUP (ssGBLUP), que integra informacgdes de
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genotipo, fenotipo e pedrigree dos animais, e as combinam com dados gendémicos. A grande
vantagem deste método € que ele permite analisar animais ndo genotipados (AGUILAR et al.,
2010). Cardoso et al (2006) estimaram a herdabilidade para resisténcia a infestacdo por
carrapatos, em bovinos Hereford e Braford, considerando apenas informacdes fenotipicas
(contagens de carrapatos) e de pedigree dos animais. Eles verificaram que apenas 20% da
variacdo fenotipica foram atribuidas a genética aditiva. Posteriormente, Cardoso et al (2011)
utilizaram o método de Unica etapa (SSGBLUP) (AGUILAR et al., 2010), para combinar as
informacdes de contagens de carrapatos e de pedigree, com as informacdes dos polimorfismos
associados aos genes responsaveis pela resisténcia, e observaram que a heranca genética
aumentou para 42%. Desta maneira, 0s autores mostraram que a inclusdo das informacdes dos
marcadores permitiu explicar quase metade das diferencas fenotipicas observadas entre os
animais, por meio de fatores genéticos aditivos.

Uma desvantagem do ssGBLUP é que ele utiliza modelo infinitesimal, ou seja, ele
assume igual variancia para todos os marcadores associados a QTLs. Isso ndo ocorre, por
exemplo, com o0s meétodos Bayesianos, que permitem a atribuicdo de pesos para 0s
polimorfismos, tornando a situacdo mais realista quando se estuda caracteristicas
quantitativas, nas quais os efeitos estdo distribuidos por todo o genoma. Com o objetivo de
aumentar a precisao tanto das estimativas de valores gendmicos (GEBVs), como de efeitos de
marcadores para serem utilizados no GWAS, Wang et al (2012) propuseram uma metodologia
gue combina os pontos positivos do ssGBLUP com os dos métodos Bayesianos. Neste caso,
os efeitos dos marcadores sdo computados a partir de equacGes de predicdo, ou seja,
convertendo GEBVSs para efeitos de marcadores.

Cardoso et al (2012) (dados ndo publicados) realizaram um estudo de associagédo
genbmica para a resisténcia ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, com animais
das racas Braford e Hereford, utilizando o chip Illumina® Bovine SNP50 BeadChip para
genotipagem dos SNPs, que permitiu a cobertura de todo o genoma bovino com marcadores.
Este estudo identificou aproximadamente 37.346 marcadores que passaram nos testes de
qualidade. Os efeitos de cada polimorfismo foram estimados em desvios padrdes, com
utilizacdo do método de Unica etapa ssGBLUP, em que foram atribuidos pesos as variancias
dos polimorfismos, conforme proposto por Wang et al (2012). Os dados deste estudo de

associacdo gendmica foram utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.
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1.7 Regides do genoma bovino associadas com a resisténcia a carrapatos

Os Quantitative Trait Loci (QTLS) sd@o segmentos cromossdmicos que apresentam
efeito sobre uma caracteristica de interesse (SOLLER; ANDERSSON, 1998). Estudos de
andlises de ligacdo e estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) permitiram a
identificacdo de QTLs que explicam parte da variacdo genética para a resisténcia a carrapatos
(BARENDSE, 2007; GASPARIN et al., 2007; MACHADO et al., 2010; REGITANO et al.,
2008; TURNER et al., 2010).

Regitano et al (2008) analisaram microssatélites proximos aos genes Interleucina 2
(IL-2), Interleucina 4 (IL-4) e Interferon Gamma (IFNy), e verificaram associa¢do entre
variacdes na regido do gene da Interleucina 4 (IL-4) e a contagem de carrapatos em diferentes
grupo genéticos. Gasparin et al. (2007) utilizaram marcadores microssatélites distribuidos por
todo 0 genoma, que permitiram mapear QTLs nos cromossomos 5, 7 e 14, variando conforme
as estacbes seca e chuvosa, em animais provenientes do cruzamento entre Holstein (Bos
taurus) e Gir (Bos Indicus). O QTL identificado no cromossomo 5 para a estacdo chuvosa
mostrou que os alelos resistentes eram provenientes da raca Gir. Ja os QTLs encontrados nos
cromossomos 7 e 14, para a estacdo seca, indicaram que os alelos que conferiam resisténcia
eram provenientes da raga Holstein. Machado et al. (2010), também trabalhando com
microssatélites, identificaram QTLs nos cromossomos 2, 5, 7, 10, 11, 23 e 27. No
cromossomo 2 (BTA 2), o QTL para a estacdo seca foi responsavel por 4,22% da variacdo
fenotipica e apresentou efeito de dominancia, em que os animais heterozigotos apresentaram
menor numero de carrapatos em relacdo a média dos homozigotos. No BTA 5, 0 QTL para a
estacdo chuvosa apresentou um efeito aditivo negativo, mostrando que os alelos provenientes
da raca Holstein provocaram um aumento da resisténcia dos animais, contrastando o resultado
mostrado por Gasparin et al (2007). No cromossomo 11 (BTA 11), eles verificaram que 0
QTL para estacdo chuvosa explicou 5,26% da variacao fenotipica; e no cromossomo 23 (BTA
23), uma regido de QTL foi identificada tanto na estagcdo seca como na chuvosa, e explicou
59% e 5,7% da variacdo para a caracteristica, respectivamente. As porcentagens das
variacOes fenotipicas explicadas pelos QTL sdo consideraveis e mostram que existe forte
relacdo entre essas regides do genoma e a resisténcia dos animais ao carrapato. Ainda no
cromossomo 23, Martinez et al (2006) observaram uma relagéo entre os alelos do gene BoLA
DRB3 e a resisténcia dos bovinos ao carrapato. Este gene pertence ao complexo bovino de

histocompatibilidade, envolvido nos processos antiinflamatérios, através da codificacdo de
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moléculas de superficie imprescindiveis durante o processo de reconhecimento de antigenos
(ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2005). Esses dados estdo compilados em uma base de dados
conhecida como CattleQTLdb (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/BT/index) (HU

etal., 2010; 2013) e podem ser visualizados na Figura 4.

Figura 4 - QTLs para resisténcia a carrapato depositados na base de dados QTLdb.
Os cromossomos onde ja foram identificados QTL associados a resisténcia a carrapatos sao mostrados
em preto e as linhas coloridas mostram a regido de QTL nos respectivos cromossomos. As vermelhas
representam evidéncia estatistica significante, enquanto a azul representa evidéncia estatistica

sugestiva.
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Fonte: modificado de CattleQTLdb.

Wang et al (2007b) trabalharam com expresséo génica na pele de animais Bos taurus
resistentes e sensiveis as infestacGes, buscando encontrar genes diferencialmente expressos
nos dois extremos fenotipicos. Apds o desafio com larvas do carrapato, eles verificaram que
72 genes foram super expressos e 76 genes tiveram sua expressdo diminuida nos dois grupos
de animais. Dentre 0s super expressos, esta 0 gene responsavel pela producdo da proteina
HFL-B5, expressa em superficie celular e presente nas células dendriticas, responsaveis pelo
reconhecimento e apresentacdo de antigenos e envolvidas na resposta imune inata e adaptativa
(SHORTMAN; LIU, 2002); além de genes relacionados com a divisdo celular e metabolismo
de lipidios. Entre os que tiveram sua expressdo reduzida, também foram encontrados genes
pertencentes ao sistema imunologico, como o receptor para citocinas e o complexo MHC
classe 1, e genes envolvidos na composicao epidérmica (queratinas). Verificaram também que
18 genes, entre eles os colagenos dos tipos I, 111 e VI (COL I, Il e VI) e as catepsinas, foram
super expressos em animais resistentes e tiveram a expressdo reduzida nos sensiveis,
sugerindo que a estrutura da pele, a qual funciona como uma barreira, influencia na
resisténcia. Além disso, 48 genes apresentaram expressdo reduzida no grupo dos resistentes e
aumentada nos sensiveis. Piper et al (2010) detectaram 22 genes diferencialmente expressos,

em animais Bos taurus e Bos indicus. De maneira geral, sdo genes relacionados com as
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respostas imunes inata e adquirida, como o C3 (componente do complemento 3) e genes
pertencentes a matriz extracelular (coldgenos).

Barendse (2007) verificou que um polimorfismo localizado no cromossomo 14,
proximo ao gene RIPK2 (Receptor-interacting serine-threonine kinase 2), apresentou
associagao com a resisténcia. Este gene estd envolvido tanto na resposta imune inata, como na
adquirida, participa da ativacdo de linfécitos T (RUEFLI-BRASSE et al., 2004) e do processo
inflamatério (KOBAYASHI et al., 2005), pode estar relacionado ao tratamento de uma
infeccdo (McCULLY et al., 2008) e no reparo tecidual apds uma lesdao (ADAMS et al., 2010).
Wang et al (2007b) verificaram que o RIPK2 se expressa na pele e os niveis dele caem apos a
infestacdo pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, mostrando ser sensivel ao
ataque provocado pelo ectoparasita. Posteriormente, Porto Neto et al (2012), trabalhando com
camundongos, confirmaram que no cromossomo 14 existe uma regido de QTL para a
resisténcia as infestacdes, proxima ao gene RIPK2.

Kongsuwan et al (2010) estudaram a expressdo génica de uma série de moléculas
presentes na epiderme, com o objetivo entender a importancia da barreira epidérmica na
resisténcia dos animais. Eles observaram que 0s animais resistentes apresentaram super
expressao de genes que codificam queratinas basais (KRT5 - Keratin 5 e KRT14 - Keratin 14),
da enzima transglutaminase | (TGM1) e do fator de transcri¢do para o linfdcito B (BLIMP1),
sugerindo que o sucesso dos bovinos em evitar a fixacdo das larvas pode estar associado a
rapida diferenciacdo da epiderme.

Bagnall et al (2009) encontrou uma relacdo entre os genes envolvidos com canais
de célcio, como o AHNAK (AHNAK nucleoprotein), CASQ1 (Calsequestrin 1), IL2
(Interleucin 2), CALM3 (Calmodulin 3), o PLCGL1 (Phospholipase C), e a resisténcia, ja que
eles foram super expressos em animais resistentes. Ibelli (2012) verificou que o gene
AQUAPORIN 5 (AQP 5) apresentou menores valores de expressdo génica apds o desafio com
o carrapato. Como este gene ja foi associado ao aumento da permeabilidade passiva de dgua
(NIELSEN et. al., 2002), acredita-se que repressdo dele possa dificultar a passagem de agua
entre as células, o que impossibilita a alimentacdo do carrapato, levando-o a morte por

dessecacdo, como possivel mecanismo de defesa dos bovinos.
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1.8 Anotacéo funcional de genes candidatos e estudo das vias metabolicas

Como ja abordado anteriormente, os estudos de associacdo gendmica permitem a
identificacdo de regibes do genoma envolvidas em processos bioldgicos que estdo
relacionados com determinada caracteristica (HINDORFF et al., 2011). Sabe-se que 0s genes
ndo atuam isoladamente, mas estdo envolvidos em uma série de processos bioldgicos que
controlam as caracteristicas poligénicas (SCHADT, 2009). Portanto, na era pds genémica,
com o desenvolvimento de novas tecnologias no ambito da biologia molecular e
bioinformética, os estudos de anotacdo funcional passaram a ser realizados para um grande
conjunto de genes simultaneamente (HUANG et al., 2007). Isto permite o entendimento da
maneira como eles desempenham suas atividades em uma via metabdlica, essencial para o
estudo dos processos fisioldgicos que influenciam o fenotipo de interesse (BALLARD et al.,
2009; CONESA et al., 2005; ELEFTHEROHORINOU et al., 2009; RAMANAN et al., 2012;
SCHADT, 2009; ZHONG et al., 2010; WANG et al., 2007a; WANG et al., 2010). Dentre as
ferramentas para anotacao funcional de um conjunto de genes, podem ser citadas o DAVID
(Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery), EASE, GeneMerge e
FuncAssociate, entre outras (BERRIZ et al., 2003; CASTILLO-DAVIS; HARTL, 2003;
DENNIS et al., 2003; HOSACK et al., 2003).

O estudo das funcGes dos genes e o entendimento dos processos metabdlicos
relacionados a interacdo parasita e hospedeiro possibilitam maior acuracia na selecdo dos
bovinos resistentes ao carrapato, aumentando a frequéncia dos alelos favoraveis nos rebanhos
(FRISCH et al., 2000; PIPER et al., 2009).

1.9 Anotacéo funcional de SNPs

Atualmente, os SNPs sdo muito utilizados nos estudos de associagdo gendmica
(KRUGLYAK, 1999), que tem como objetivo identificar variantes presentes no genoma,
relacionados com a variagdo de um fenétipo (SHERRY et al., 2001). Algumas bases de dados,
como a dbSNP, podem auxiliar nos estudos de associagdo, ja que fornecem informacGes
importantes a respeito dos marcadores, tais como localizacdo, funcéo, qualidade e validagéo
(SHERRY et al., 2001). Entretanto, apesar da quantidade de SNPs disponiveis nestas
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plataformas, apenas pequena parcela é reguladora, ou seja, esté relacionada com alteragGes em
uma caracteristica (YUAN et al., 2006).

Diferentes consequéncias podem ser atribuidas a um SNP, como alteracdo da
estrutura proteica, através da modificacdo da composi¢do de aminoacidos (SUNYAEV et al.,
2000); regulacdo do processo de transcrigdo, através da alteracdo da fungdo de um fator de
transcricdo ou do sitio de ligacdo do fator de transcricio (PROKUNINA et al., 2002);
regulacao do processo de splicing alternativo (CARTEGNI; KRAINER, 2002), entre outros.

Um SNP localizado em regido codificadora pode promover uma terminacao
prematura da sequéncia do aminoécido, sendo considerado um polimorfismo nonsense
(TABOR et al., 2002). Qutro tipo de marcador, designado ndo sinénimo, pode alterar a
composicdo de um aminoacido e, consequentemente, modificar a estrutura de uma proteina.
Em contrapartida, os polimorfismos sinénimos ndo alteram a composi¢cdo do aminoacido
(TABOR et al., 2002). Vale ressaltar que, um SNP em regido codificante, seja ele sinbnimo
ou ndo sindnimo, pode apresentar fun¢des importantes, por exemplo, por alterar o sitio de
ligacdo de um potencializador ou silenciador (YUAN et al., 2006).

A maior parte dos SNPs estd localizada em regido intergénica (ndo anotada) no
genoma e nao apresenta funcéo conhecida (CAETANO, 2009). Entretanto, segundo Tabor et
al (2002), esses polimorfismos podem atuar como acentuadores do processo de transcrigéo e,
consequentemente, regular a expressao de algum gene. Em regido de intron, os polimorfismos
podem ter funcdo reguladora importante quando alteram o sitio de ligacdo do fator de
transcricdo (YUAN et al., 2006); e um SNP localizado em uma regido de splicing pode
apresentar alto risco, por quebrar a sequéncia consenso do sitio de splicing, alterando o padréo
do processo de remocdo de introns (TABOR et al., 2002).

Algumas ferramentas como o VEP - Variant Effect Predictor
(http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) (McLAREN et al., 2010) e o
Annovar (http://www.openbioinformatics.org/annovar/) (WANG et al., 2010) séo bastante

utilizadas para a anotacgao funcional de SNPs.


http://www.openbioinformatics.org/annovar/
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2. JUSTIFICATIVA

A relevante participacdo da bovinocultura na economia brasileira impulsiona a busca
por novas técnicas de producdo, que visam minimizar perdas produtivas causadas por diversos
fatores, dentre eles o parasitismo. A verificagdo de que existe variabilidade genética para
resisténcia a infestagdo por carrapatos em bovinos Hereford e Braford, juntamente com as
inovacOes obtidas recentemente nos campos da biologia molecular, gendmica e
bioinformatica, permitem a identificacdo de genes e processos bioldgicos relacionados a
resisténcia do hospedeiro aos carrapatos. O conhecimento das vias metabdlicas nas quais
esses genes estdo inseridos e a maneira como eles agem contribuindo para a resisténcia ao
carrapato podera ser util para se definirem estratégias de selecdo mais acuradas no controle

desse parasita.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
O presente estudo teve como objetivo geral elucidar mecanismos genéticos
envolvidos na resposta dos bovinos as infestacGes pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus.
3.2 Objetivos especificos
e Prospectar genes em regifes associadas & resisténcia ao carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, obtidas por estudos de associagio
genbmica ampla;
e Realizar anotacdo funcional dos genes encontrados;

e Realizar anotacdo funcional dos SNPs que apresentaram efeitos significativos;

e Estudar rotas metabdlicas associadas aos genes prospectados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo de Associacdo Genémica Ampla (GWAS)

O GWAS utilizado no presente estudo foi executado pela equipe do coordenador da
rede GENETICK, Dr. Fernando Flores Cardoso, da Embrapa Pecuaria Sul (Bagé), com
utilizacdo de um chip de SNPs de meédia densidade (que contém aproximadamente 54.000

SNPs) para a genotipagem dos polimorfismos.

4.1.1 Animais

No presente estudo, foram utilizados 260 animais pertencentes a raca Hereford e 500
animais da raga Braford (provenientes do cruzamento de animais com composi¢do genética
5/8 Hereford com 3/8 Nelore), selecionados a partir de uma base de dados de mais de 2000
bovinos, avaliados para resisténcia ao carrapato ap0s a infestacdo natural. Esses animais
pertencem a rebanhos incluidos no programa de melhoramento genético da associacdo de
criadores Conexdo Delta G, criados no Rio Grande do Sul e, eventualmente, em outros

estados do Brasil.

4.1.2 Monitoramento das infestaces

O monitoramento das infestagdes foi realizado por meio da contagem de fémeas do
carrapato com tamanho superior a 4,5 mm em um dos lados do corpo do animal. O grau de
infestacdo de cada animal foi avaliado pela média de pelo menos duas contagens
consecutivas, com intervalos de aproximadamente trinta dias, conduzidas no sobreano, nos
meses de maior incidéncia do parasito. Os animais avaliados ndo receberam antiparasitarios
com efeito acaricida prolongado durante o estudo. A avaliagdo foi feita dentro de grupos

contemporaneos, com o registro de dados sobre manejo sanitario e regime alimentar,
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informacdes de genealogia, controle de nascimento e producdo. Este monitoramento foi
executado pela equipe do Dr. Fernando Flores Cardoso, da Embrapa Pecuaria Sul.

4.1.3 Selecdo dos SNPs associados a resisténcia

O GWAS apresentou, ap6s os testes de qualidade, um conjunto de 37.346 SNPs
(dados nédo apresentados). O efeito de cada polimorfismo foi estimado com a utilizacdo do
método ssGBLUP (WANG et al., 2012), em desvios padrGes, com relacdo a média da
variancia encontrada para o fenotipo, ou seja, corresponde a variancia individual da presenca
do marcador (SNP) em relacdo a resisténcia ao carrapato (verificada através das contagens de
carrapatos nos animais). Esta metodologia converte as estimativas dos valores genémicos em
efeitos dos marcadores (WANG et al., 2012).

Estipulou-se um efeito minimo de 6 desvios padrdes (CARDOSO, comunicacao
pessoal) para a selecdo dos SNPs que foram utilizados na prospecc¢éo de genes candidatos em
regides associadas identificadas no GWAS. Este valor foi escolhido ap6s a obtencéo do valor
critico, considerando o igual a 0,05 e realizando a correcdo de Bonferroni, através da divisdo
do valor de a pelo niumero de testes (37346), temos que o *=0,05/37346=1.338831e-06.
Assumindo um teste bicaudal (em que o efeito pode ser tanto positivo como negativo) e uma
distribuicdo normal, temos que o valor critico é igual a 4,83 desvios padrdes. O valor 6 é
ainda mais estringente e corresponde a um p-valor de Bonferroni igual a 7.369021e-05
(P<0.0001), o qual é considerado bastante significativo. Desta maneira, foram encontrados

178 marcadores com efeitos significativos, distribuidos pelo genoma.

4.2 Prospeccao de genes

A prospeccdo de genes nas regides dos SNPs com efeitos significativos foi realizada
com a utilizagéo da ferramenta BedTools Intersect
(http://bedtools.readthedocs.org/en/latest/content/tools/intersect.html). Este software permite a
comparagédo entre elementos presentes no genoma, tais como polimorfismos (SNPs, INDELS,

entre outros) ou elementos funcionais (genes), atraves da identificagdo das regides nas quais


http://bedtools.readthedocs.org/en/latest/content/tools/intersect.html
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ocorrem sobreposicdes entre dois conjuntos de elementos gendmicos. Essa interseccdo ocorre
toda vez que os elementos compartilham pelo menos uma base nucleotidica em comum.

Com base na média do desequilibrio de ligacdo para as racas Hereford e Braford, que
corresponde a aproximadamente 0,20, como pode ser visto na Figura 5 (CARDOSO, dados
ndo publicados), foi estabelecido um intervalo de 200 Kb ao redor de cada polimorfismo com
efeito significativo para a prospeccao dos genes candidatos.

Figura 5 - Desequilibrio de ligacdo para as racas Braford e Hereford.
Média do desequilibrio de ligacdo variando conforme a regido do
genoma. Os pontos vermelhos se referem a raca Braford e os pretos a raca
Hereford.
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Fonte: CARDOSO, dados ndo publicados.

Inicialmente, utilizando a ferramenta Awk, foi construido um arquivo no formato .gff
(general feature format) no qual constavam as seguintes informacoes, separadas por colunas:
nome dos polimorfismos, cromossomo nos quais eles estdo localizados e as posicdes
cromossdmicas correspondentes ao intervalo de 200 Kb ao redor de cada SNP, que foi
determinado pelas posi¢es 1 (100 Kb antes do SNP) e posicdo 2 (100 Kb apds o SNP), de
forma que cada polimorfismo se localizasse exatamente na metade do intervalo.
Posteriormente, a ferramenta BedTools Intersect confrontou as regides de 200 Kb,
estabelecidas nesse arquivo .gff, com o genoma de referéncia UMD 3.1 do Ensembl. Desta
maneira, o programa fornece uma caracterizacao detalhada da regido, como a identificacdo de
pseudogenes, micro RNA e outras informacdes, entretanto, no presente trabalho, somente os

genes foram prospectados.
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4.2.1 Anotacéo funcional dos genes prospectados nos cromossomos 7, 21 e 23.

Visto que foram observados SNPs de maiores efeitos nos cromossomos 7, 21 e 23,
foi realizada a anotacdo funcional dos genes prospectados nesses cromossomos, com
utilizacdo do programa DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery), que se sustenta em diversas bases de dados, tais como Gene Ontology, UniProt,
KEGG, InterPro, e fornece um conjunto de ferramentas para mineracdo de dados e anotacédo
funcional detalhada dos genes, além da visualizacdo das vias metabolicas nas quais esses
genes estdo inseridos (DENNIS et al., 2003). Para a realizacdo da analise, foi escolhida a
opcao "Functional Annotation”, seguida de "Functional Annotation Table", e selecionada a
espécie Bos taurus. Além disso, foi executada uma consulta manual a outras bases de dados,
como o0 NCBI - National Center  for  Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), GeneCards (http://www.genecards.org/), RefSeq e Ensembl
Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html) (HUBBARD et al.,, 2002), que
auxiliaram na anotacdo funcional dos genes. Em alguns casos foi realizada uma analise

comparativa com a espécie humana (Homo Sapiens).

4.2.2 Selecdo dos genes candidatos e estudo das vias metabdlicas envolvidas na

resisténcia

Apds anotacdo funcional dos genes localizados nos cromossomos 7, 21 e 23, onze
genes candidatos foram selecionados de acordo com suas funcdes. Foi realizado um estudo
detalhado desses genes baseando-se na literatura, com o objetivo de relaciona-los, de alguma
maneira, com a resisténcia a carrapatos. Além disso, foram consultados os mapas das vias
metabolicas fornecidos pelo KEGG, os quais sdo diagramas graficos que representam as redes
de interagcdes moleculares em diversos processos celulares e permitiram melhor entendimento

dos processos biologicos envolvidos na resisténcia.
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4.2.3 Anotagdo funcional dos SNPs de efeitos significativos

A anotacdo funcional dos polimorfismos foi realizada com a utilizacdo do Variant
Effect Predictor (VEP) (McLAREN et al., 2010), disponivel na interface do Ensembl
(HUBBARD et al., 2002). Para a realizacdo da analise, foi construido um arquivo em formato
de texto (.txt), que continha 0 numero do cromossomo ao qual o marcador pertence, sua
posicdo, a substituicdo que o caracteriza e a fita (forward (+) ou reverse (-)) em que se
encontra.

Para verificar a localizacdo da variante, o VEP compara as posi¢cdes dos SNPs
fornecidas no arquivo de entrada com o genoma de referéncia Bos taurus presente na interface
do Ensembl. Esta regido pode ser intergénica (entre genes), intrénica, em sitio de splicing ou
éxon.

Além disso, quando o SNP esté localizado dentro de um éxon, novos codons sao
construidos com cada alelo variante e, posteriormente, estes codons sdo comparados com o de
referéncia, determinando a consequéncia do marcador. Desta maneira, se é uma variante
sinbnima, ndo altera a composi¢do do aminoacido codificado; se € ndo sindnima, ocorre a
troca de uma ou mais bases e resulta na codificacdo de um aminoacido diferente, mas com
tamanho preservado (missense); se causa uma terminagdo prematura (nonsense) ou tardia na
sintese de um aminoacido, se constitui uma insercao ou delecdo (Indel); ou se causa a troca de
fase de leitura. Quando a variante se encontra em regiao regulatoria, o VEP verifica a possivel
consequéncia do SNP na base de dados Functional Genomics, presente na plataforma do
Ensembl. Neste caso, a variante ndo altera a composicao de aminoacido, mas pode influenciar
no nivel, local ou tempo da expressdo génica. Um SNP é considerado anterior ao gene toda
vez que ele se encontra a uma distancia de até 5 Kb em relac@o a extremidade 5’ do gene; e
posterior quando esta localizado a uma distancia de até 5 kb da extremidade 3’ do gene. A
Figura 6 mostra um esquema simplificado das possiveis localizacBes e classificacfes
funcionais que podem ser atribuidas a um polimorfismo em analise funcional com a

ferramenta VEP.
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Figura 6 - Possiveis localizacOes e consequéncias dos SNPs analisados no software Variant Effect
Predictor (VEP).

Um SNP pode se localizar em regido intergénica, intrénica, regulatoria, éxon, sitio de splicing,
anteriormente ou posteriormente a um gene, 5’'ou 3'UTRs. Variantes sindnimas ndo alteram a
composicdo do aminoacido codificado, ao contrario das ndo sindnimas, que resultam na codificacdo
de um aminoécido diferente, e podem causar uma terminacdo prematura/tardia na sintese do mesmo
ou alteracdo da composicdo proteica. Além disso, os marcadores podem constituir uma inser¢ao ou
delecéo (Indel); ou causar uma troca de fase de leitura durante a sintese proteica.
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«——— Posterior ao gene (dentro do intervalo de 5kb)

Fonte: modificado de McLAREN et al., 2010.

O VEP permite a escolha de algumas opc¢des para a realizacdo das analises, como a
selecdo da base de transcritos a ser utilizada (Ensembl (default) ou Refseq), dos
identificadores desejados (Gene symbol (default), CCDS (Consensus Coding Sequence),
protein e HGVS (Human Genome Variation Society); possibilita a identificacédo e
determinacédo da frequéncia de variantes localizadas em uma mesma posicao; a utilizagdo de
algoritmos (SIFT e PolyPhen) para predizer se a substituicdo caracteriza uma alteragdo nas
funcbes da proteina; determina a consequéncia de variantes localizadas em regifes
regulatorias e no sitio do fator de transcricdo. Além disso, 0 programa permite opcbes de
filtragem dos SNPs por frequéncia, por marcadores localizados somente em regido

regulatéria, e pode apresentar mais de uma consequéncia por variante analisada. Para a
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realizacdo da andlise no VEP, foi escolhida a espécie Bos taurus e nenhum dos pardmetros
citados acima foi alterado, utilizando-se as opc¢des pré-selecionadas (default).

4.2.4 Classificacdo funcional dos genes prospectados

Visando verificar como 0s genes prospectados se distribuiam nas diferentes vias
metabdlicas, foi realizada uma classificagdo funcional com utilizacdo da ferramenta KEGG -
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (OGATA et al., 1999), a qual consiste em um
conjunto de bases de dados que permite a analise sistematica das funcbes dos genes, a partir
da integracdo entre informacGes genémicas (presentes na base de dados génica) e funcionais
(presentes na base de dados das vias metabdlicas). Para classificar os genes, o programa
realiza uma comparacao entre a lista de genes de interesse e as informagdes contidas em sua
base de dados (KANEHISA et al., 2011).



36

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de Associacdo Genémica Ampla (GWAS)

O GWAS para a resisténcia ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
realizado pela equipe do Dr. Fernando Flores Cardoso, da Embrapa Pecuaria Sul (Bage-RS),
identificou 37.346 SNPs que passaram nos testes de qualidade. O efeito de cada polimorfismo
foi estimado pelo método ssGBLUP (WANG et al., 2012). Apds a filtragem dos marcadores,
178 deles foram considerados significativos, ou seja, apresentaram efeito igual ou maior a 6
desvios padrdes em relacdo a média das contagens de carrapatos (Anexo 1) (CARDOSO,
dados ndo publicados). A Figura 7 (Manhattan Plot) mostra o efeito de cada marcador
(representado pelos pontos no grafico) de acordo com 0s Cromossomos nos quais esses

polimorfismos se localizam.

Figura 7 - Efeitos dos SNPs identificados no estudo de associagdo gendémica.

Os efeitos de cada marcador estimados por ssGBLUP estdo representados no grafico de acordo com a
localizacdo cromossdmica de cada polimorfismo. Aqueles localizados em cima ou acima da linha de corte
(que corresponde a 6 desvios padrdes) foram considerados significativos. O nimero de genes prospectados
nos cromossomos 7, 21 e 23, onde se encontram as regides com os SNPs mais significativas no GWAS, esta
destacado.

Manhattan Plot - Tick Resistance (ssGBLUP iter=2)

SNP effect

1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2223 24 2526272829

Fonte: modificado de Cardoso, dados nao publicados.



37

De maneira geral, a maioria dos polimorfismos apresentou baixo efeito, como pode
ser observado pela concentracdo de pontos no intervalo entre 0 a 3 desvios padrfes do grafico.
O maior efeito estimado foi de 15,0569, o0 menor foi igual a zero e a média foi de 7,9413
desvios padrbes. Alguns cromossomos, tais como o 1, 3, 8, 14, 15, 24, 25 e 26 apresentaram
poucos SNPs com efeito significativo, enquanto os cromossomos 4, 6, 7, 11 e 19
apresentaram maior nimero de polimorfismos com efeitos iguais ou maiores que 0s 6 desvios
padrdes. Pode-se notar que existem picos no grafico, como os observados nos cromossomos
2, 4,5, 7, 11, 19, 21 e 23, que representam o0s marcadores de maiores efeitos. Nos
cromossomos 2, 5, 7, 11 e 23, ja& foram descritos QTLs para a resisténcia a carrapatos,
conforme mencionado anteriormente. Apesar dos polimorfismos identificados nos
cromossomos 2, 5, 11 e 23 localizarem-se em regides distintas aos QTLs ja descritos na
literatura, este resultado reforca a importancia desses cromossomos na resisténcia a
carrapatos. Por outro lado, os polimorfismos identificados no cromossomo 7 estdo na mesma
regido descrita por Gasparin et al (2007), corroborando a contribuicdo deste QTL para o
fenotipo. No presente estudo, os maiores picos de efeitos de marcadores detectados pelo
GWAS foram observados nos cromossomos 7, 21 e 23. Entre os 10 polimorfismos que
apresentaram os maiores efeitos estimados, sete estdo localizados no cromossomo 7, um deles
no cromossomo 21 e dois no cromossomo 23. Para esses marcadores, o maior efeito foi de
15,0569 desvios padrdes, para 0 SNP ARS-BFGL-NGS-16584 localizado no cromossomo 7 e
o menor efeito foi de 12,0243, para 0 SNP ARS-BFGL-NGS-17977, localizado no
cromossomo 21.

Nao foi encontrado nenhum SNP com o efeito minimo de 6 desvios padrGes nos
cromossomos 10, 17, 18, 27, 28 e 29 e, portanto, nenhum gene foi prospectado nessas regioes
do genoma. Em contrapartida, Machado et al (2010) verificaram a existéncia de QTLs para
resisténcia nos cromossomos 10 e 27. Tal fato pode estar relacionado as diferencas nas

metodologias empregadas para realizacdo dos estudos.

5.2 Prospeccéo de genes em desequilibrio de ligacdo (DL) com os SNPs significativos

Foram prospectados 175 genes distribuidos pelo genoma, em desequilibrio de ligacdo
com os 178 marcadores que apresentaram efeitos significativos, no intervalo de 200 Kb (100

para cada lado do marcador). A lista completa dos genes pode ser visualizada no Quadro 1.
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Quadro 1 - Lista dos genes prospectados em desequilibrio de ligagdo com marcadores de efeitos significativos

Continua
*Crom| Simbolo do Gene Nome do Gene
1 EPHB1 Ephrin Receptor B1
1 ALCAM Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule
2 B3GNT7 Beta-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase 7
2 PRMT1 Protein Arginine Methyltransferase 1
2 NCL Nucleolin
2 NMUR1 Neuromedin U Receptor 1
2 ARMC9 Armadillo Repeat Containing 9
2 SNORA75 Small Nucleolar RNA box 75
2 SNORD20 Small Nucleolar RNA box 20
2 PTMA Prothymosin Alpha
2 PDE6D Phosphodiesterase 6D
3 EPS8L3 Epidermal Growth Factor Receptor Pathway Substrate 8-Related Protein
3 GSTM3 Glutathione S-Transferase M3
3 GSTM1 Glutathione S-Transferase M1
3 GSTM2 Glutathione S-Transferase M2
3 MIR2413 MicroRNA mir-2413
3 CSF1 Colony Stimulating Factor 1
3 AMPD?2 Adenosine Monophosphate Deaminase 2
3 GNAT? Suanine Nucleotide Binding Protein Alpha Transducing Activity Polypeptide
3 MIR197 MicroRNA 197
3 GNAI3 Guanine Nucleotide Binding Protein Alpha Inhibiting Activity Polypeptide 3
3 GPR61 G Protein-Coupled Receptor 61
3 CYB561D1 Cytochrome B561 Family, Member D1
3 PMVK Phosphomevalonate Kinase
3 KCNN3 Potassil_Jm Intermediate/Small Conductance Calcium-Activated Channel,
Subfamily N, Member 3
3 AMIGO1 Adhesion Molecule With Ig-Like Domain 1
3 ATXN7L2 Ataxin 7-Like 2
4 SND1 Staphylococcal Nuclease And Tudor Domain Containing 1
4 LRRC4 Leucine Rich Repeat Containing 4
4 CNTNAP2 Contactin Associated Protein-Like 2
4 MIR129-1 MicroRNA 129-1
4 LEP Leptin
4 DNAH11 Dynein, Axonemal, Heavy Chain 11
4 ZNF804B Zinc Finger Protein 804B
4 GBX1 Gastrulation Brain Homeobox 1
4 | ASB10 Ankyrin Repeat And SOCS Box Containing 10
4 ABCF2 ATP-Binding Cassette Sub-Family F Member 2
4 CHPF2 Chondroitin Polymerizing Factor 2
4 MIR671 MicroRNA 671
4 SMARCD3 SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator Of

Chromatin, Subfamily D, Member 3




Continuacéo
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*Crom| Simbolo do Gene Nome do Gene
4 NUB1 Negative Regulator Of Ubiquitin-Like Proteins 1
4 WDR86 WD Repeat Domain 86
4 RAPGEF5 Rap Guanine Nucleotide Exchange Factor 5
4 CDCA7L Cell Division Cycle Associated 7-Like
4 AGAP3 ArfGAP With GTPase Domain, Ankyrin Repeat And PH Domain 3
4 SLC37A3 Solute Carrier Family 37 Member 3
4 RAB19 Member RAS Oncogene Family
4 MKRN1 Makorin Ring Finger Protein 1
5 SGSM3 Small G Protein Signaling Modulator 3
5 MKL1 Megakaryoblastic Leukemia 1
5 MIR2439 MicroRNA mir-2439
5 MCHR1 Melanin Concentrating Hormone Receptor 1
5 SLC25A17 Solute Carrier Family 25 Member 17
5 TNRC6B Trinucleotide Repeat Containing 6B
5 ADSL Adenylosuccinate Lyase
5 ST13 Suppression Of Tumorigenicity 13
6 SRD5A3 Steroid 5 Alpha-Reductase 3
6 EXOC1 Exocyst Complex Component 1
6 TMEM165 Transmembrane Protein 165
6 PDCL2 Phosducin-Like 2
6 CLOCK Clock Circadian Regulator
6 NMU Neuromedin U
6 SLC2A9 Solute Carrier Family 2 Member 9
6 WDR1 WD Repeat Domain 1
6 ZNF518B Zinc Finger Protein 518B
7 MAST1 Microtubule Associated Serine/Threonine Kinase 1
7 RTBDN Retbindin
7 RNASEH2A Ribonuclease H2 Subunit A
7 PRDX2 Peroxiredoxin 2
7 JUNB Jun B Proto-Oncogene
7 HOOK2 Hook Microtubule Tethering Protein 2
7 BEST?2 Bestrophin 2
7 ASNA1L ArsA Arsenite Transporter, ATP-Binding, Homolog 1
7 C7H190rf43 Chromosome 19 Open Reading Frame 43
7 TNPO2 Transportin 2
7 SNORDA41 Small Nucleolar RNA box 41
7 FBXW9 F-Box And WD Repeat Domain Containing 9
7 DHPS Deoxyhypusine Synthase
7 MORG1 Mitogen activated protein kinase organizer 1
7 WDR830S WD Repeat Domain 83 Opposite Strand
7 MANB Phosphomannomutase
7 ZNF791 Zinc Finger Protein 791
7 GADD45GIP1 Growth Arrest And DNA Damage-Inducible Gamma Interacting Protein 1
7 RAD23A RAD23 Homolog A
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*Crom| Simbolo do Gene Nome do Gene
7 CALR Calreticulin
7 FARSA Phenylalanyl tRNA Synthetase Alpha Subunit
7 SYCE2 Synaptonemal Complex Central Element Protein 2
7 GCDH Glutaryl CoA Dehydrogenase
7 KLF1 Kruppel-like factor 1
7 DNASE?2 Deoxyribonuclease 11
7 NFIX Nuclear Factor I/X
7 MUC16 Mucin 16 Cell Surface Associated
7 TRMT1 tRNA Methyltransferase 1 Homolog
7 LYL1 Lymphoblastic Leukemia Associated Hematopoiesis Regulator 1
7 GM2A GM2 ganglioside activator
7 SLC36A3 Solute Carrier Family 36 Member 3
7 SLC36A2 Solute Carrier Family 36 Member 2
7 SLC36A1 Solute Carrier Family 36 Member 1
7 FAT2 FAT atypical cadherin 2
7 CCDC69 Coiled-Coil Domain Containing 69
7 ZNF333 Zinc Finger Protein 333
7 EMR3 Egf-Like Module Containing, Mucin-Like, Hormone Receptor-Like 3
7 NDUFB7 NADH Dehydrogenase 1 Beta Subcomplex 7
7 TECR Trans-2,3-Enoyl-CoA Reductase
7 BRD4 Bromodomain Containing 4
7 EPHX3 Epoxide Hydrolase 3
7 NOTCH3 Neurogenic locus notch homolog protein 3-like
7 ILVBL Bacterial acetolactate synthase-like
7 SYDE1 Synapse Defective 1 Rho GTPase Homolog 1
7 CASP14 Caspase 14
7 CCDC105 Coiled-Coil Domain Containing 105
7 OR7C2 Olfactory Receptor, Family 7, Subfamily C, Member 2
7 AKAPSL A Kinase Anchor Protein 8-Like
7 AKAPS8 A Kinase Anchor Protein 8
7 IER2 Immediate Early Response 2
7 STX10 Syntaxin 10
7 NACC1 Nucleus Accumbens Associated 1
7 SNORD59 Small Nucleolar RNA box 59A
8 TNFSF8 Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily, Member 8
8 TNC Tenascin C
8 DOCK5 Dedicator Of Cytokinesis 5
8 TNFSF15 Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily, Member 15
11 |CDKL4 Cyclin-Dependent Kinase-Like 4
11 | MAP4K3 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase Kinase 3
11 | SLC8Al Solute Carrier Family 8 Member 1
11 |SOs1 Son Of Sevenless Homolog 1
12 |RXFP2 Relaxin/Insulin-Like Family Peptide Receptor 2
15 |GRIK4 Glutamate Receptor, lonotropic, Kainate 4
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*Crom| Simbolo do Gene Nome do Gene
15 |ARHGEF12 Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor GEF 12
16 |PTPRT Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, T
19 |DHRS7B Dehydrogenase/Reductase SDR Family Member 7B
19 |TMEM11 Transmembrane Protein 11
19 |C19H170rf103 Chromosome 17 Open Reading Frame 103
19 | MAP2KS3 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 3
19 |KCNJ12 Potassium Inwardly-Rectifying Channel, Subfamily J, Member 12
19 |RASD1 RAS Dexamethasone-Induced 1
19 |MED9 Mediator Complex Subunit 9
19 |NT5M 5.3 Nucleotidase, Mitochondrial
19 |COPS3 COP9 Signalosome Subunit 3
19 |FLCN Folliculin
19 |PLD6 Phospholipase D Family, Member 6
19 |MPRIP Myosin Phosphatase Rho Interacting Protein
19 |TNFRSF13B Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 13B
19 |USP22 Ubiquitin Specific Peptidase 22
19 | MAP2K6 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 6
19 |UTP18 Small Subunit SSU Processome Component Homolog
19 |MBTD1 Mbt Domain Containing 1
19 |ABCA5 ATP-Binding Cassette, Sub-Family A ABC1, Member 5
20 |PARPS8 Poly ADP-Ribose Polymerase Family, Member 8
20 |NDUFAF2 NADH Dehydrogenase Complex I, Assembly Factor 2
21 |SETD3 SET Domain Containing 3
21 |CCNK CyclinK
21 |CCDC85C Coiled-Coil Domain Containing 85C
21 |HHIPL1 Hedgehog Interacting Protein-Like 1
21 |BCL11B B-Cell CLL/Lymphoma 11B Zinc Finger Protein
21 | CYP46A1 Cytochrome P450, Family 46, Subfamily A, Polypeptide 1
21 |EMAPL Echinoderm Microtubule Associated Protein Like 1
22 | FOXP1 Forkhead Box P1
23 | MDGAl MAM Domain Containing Glycosylphosphatidylinositol Anchor 1
23 | ZFAND3 Zinc Finger, AN1-Type Domain 3
23  |LRFN2 Leucine Rich Repeat And Fibronectin Type |1l Domain Containing 2
23 U6 Small nuclear RNA U6
23 |FTSJD2 FtsJ Methyltransferase Domain Containing 2
23 | CCDC167 Coiled-Coil Domain Containing 167
23 | TBC1D22B TBC1 Domain Family, Member 22B
23 |RNF8 Ring Finger Protein 8
23 |PIM1 Pim-1 Oncogene
23 |SNORD112 Small Nucleolar RNA box 112
23 | TMEM217 Transmembrane Protein 217
23 | 7SK RNA 7SK small nuclear
24 |HRH4 Histamine Receptor H4
24 | IMPACT Imprinted And Ancient Gene Protein Homolog
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Conclusdo
*Crom| Simbolo do Gene Nome do Gene
24 | OSBPL1A Oxysterol Binding Protein-Like 1A
26 |ATAD1 ATPase Family, AAA Domain Containing 1
26 |PTEN Phosphatase And Tensin Homolog

*Crom: cromossomo

5.2.1 Anotacdo funcional dos genes prospectados nos cromossomos 7, 21 e 23

Nas regiBes mais significativas identificadas no estudo de associacdo, foram

prospectados 53 genes no cromossomo 7, 7 no cromossomo 21 e 12 no cromossomo 23,

totalizando em 72 genes. O Quadro 2 apresenta as principais fun¢bes dos genes prospectados

Nesses Cromossomos.




Quadro 2 - Anotacéo funcional dos genes localizados nos cromossomos 7, 21 e 23

Continua
Crom* S'mgbezlg do Nome do gene Funcdes desempenhadas pelos produtos proteicos Referer:jc;gz/sBase de
Microtubule Associated - .
7 MAST1 Serine/Threonine Kinase 1 Montagem e organizagédo das estruturas do citoesqueleto Gene Ontology
7 RTBDN Retbindin Ligacdo de retinoides e outros carotenoides na retina RefSeq, Jul 2012
; RNASEH2A RlbonucleasAe H2 subunit gt[e\ln;?gao dos fragmentos de Okasaki durante a replicagdo do RefSeq, Aug 2009
Regulacdo da ativacdo de leucocitos e da proliferacdo de
7 PRDX2 Peroxiredoxin 2 células linfécitos T, e participa do processo inflamatorio | Gene Ontology
agudo
. Envolvido na via metabdlica do Fator de Necrose Tumoral .
7 JUNB jun B proto-oncogene (TNF). Vasculogénese KEGG; Gene Ontology
Hook Microtubule - .
7 HOOK?2 Tethering Protein 2 Montagem e organizacédo do citoesqueleto Gene Ontology
7 BEST2 Bestrophin 2 Homeostase celular idnica Gene Ontology
Arsa arsenite transporter, A
7 ASNA1 ATP-binding, homolog 1 Transporte de arsénicos RefSeq, Oct 2011
7 C7H190rf43 Chromo_some 7 open Abertura da fase de leitura no cromossomo 7 -
reading frame
7 TNPO2 Transportin 2 Transporte e secrecdo intracelular Gene Ontology
F SNORD41 Small nucleolar RNA, C/D [Micro RNA nucleolar que conduz modificagdes quimicas |KISS-LASZLO et al.,
box 41 (como a metilagdo) em RNAS ribossomais 1996
7 FBXW9 F-bax _and WD. repeat Catabolismo celular Gene Ontology
domain containing 9
; DHPS Deoxyhypusine synthase rI\]/ilF(?fjasti)r(])‘:llsmo de aminoacidos, para formacdo do aminoacido RefSeq, May 2011
; MORG1 Mitogen activated protein | Associado a componentes extracelulares que regulam a Gene Ontology

kinase organizer 1

sinalizacdo da via metabolica quinasica
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Crom* S'mgbezlg do Nome do gene Funcdes desempenhadas pelos produtos proteicos Referer:jc;gz/sBase de
7 WDR830S wD repeat domain 83 Né&o encontrada -
opposite strand

7 MANB Phosphomannomutase Catallsa_a~transferenC|a de um grupo quimico funcional de Gene Ontology
uma posicao para outra

7 ZNF791 Zinc finger protein 791 | Regulacédo da transcricdo Gene Ontology

GADDA45GIP Growth arrest and DNA- Regulador negativo da passagem da fase G1 para a fase S
7 damage-inducible, gamma . Gene Ontology
1 . ) . durante o ciclo celular, em resposta ao dano do DNA
Interacting protein 1

7 RAD23A RAD23 homolog A Resposta celular ao estresse e ao dano no DNA Gene Ontology
Armazenamento e sinaliza¢do da via de calcio, regulacdo da

2 CALR Calreticulin expressao génica, adesdo celular, cicatrizacdo de feridas e /MICHALAK et al,
autoimunidade , além da montagem do Complexo Principal de | 2009; Gene Ontology
Histocompatibilidade - MHC (BoLA) classe |

Phenylalanyl-tRNA «
7 FARSA synthetase, alpha subunit Traducdo Gene Ontology
7 SYCE? Synaptonemal compl_ex Montagem_ e estabilizacdo de complexos sinaptonémicos Gene Ontology
central element protein 2 | durante o ciclo celular
7 GCDH Glutaryl-CoA Metabolismo de lipideos KEGG
dehydrogenase

7 KLF1 Kruppel-like factor 1 | Desenvolvimento, diferenciacdo e maturacao de eritrocitos Gene Ontology

7 DNASE?2 Deoxyribonuclease Il | Apoptose celular e diferenciagéo de eritrocitos Gene Ontology

7 NFIX Nuclear factor I/X Processamento metabdlico do DNA e regulacdo da transcri¢do | Gene Ontology

F MUCL6 Mucin 16 Barreira contra particulas e agentes infecciosos na superficie GeneCards

mucosa
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Crom* Simbolo do Nome do gene Func6es desempenhadas pelos produtos proteicos Referéncias/Base de
gene dados
7 TRMT1 tRNA methyltransferase 1 | Edicdo de RNA Gene Ontology
Lymphoblastic Leukemia Maturacdo de vasos sanguineos e do processo de
7 LYL1 Associated Hematopoiesis h caq g P GeneCards
ematopoiese
Regulator 1
7 GM2A GM2 ggngllosme Catalisa a degradacédo do gangliosideo GM2 GeneCards
activator
; SLC36A3 Solute carrier family 36
member 3
Solute carrier family 36
! SLC36A2 (proton/amino acid Transporte de solutos, como ions e aminoacidos GeneCards
symporter) member 2
Solute carrier family 36
7 SLC36A1 (proton/amino acid
symporter) member 1
7 FAT2 tumor suppressor Adesao celular, crescimento e diferenciacdo epidérmica Gene Ontology;
homolog 2 GeneCards
7 CCDC69 C0|Ied-C9|! Domain Fator de transcricao UniProt
Containing 69
7 ZNF333 Zinc finger protein 333 | Regulacéo da transcrigéo Gene Ontology
Eqf-like module hormone Receptor envolvido nas interaces mieldides durante as
7 EMR3 g . respostas imunes e inflamatorias. Além disso, constitui um | UniProt; InterPro
receptor-like 3 . S
fator de crescimento epidermico
NADH dehydrogenase 1 |Formacdo de metabdlitos precursores dos quais a energia é | Gene Ontology; RefSeq,
7 NDUFB7 .
beta subcomplex derivada Jan 2014
7 TECR Trans-2,3-enoyl-CoA | 11006 e esterdides Gene Ontology

reductase
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Crom* Simbolo do Nome do gene Funcdes desempenhadas pelos produtos proteicos Referéncias/Base de
gene dados

7 BRD4 Bromodomailn containing Segmentacdo da cromatina durante a mitose RefSeq, Jul 2008

7 EPHX3 Epoxide hydrolase 3 Metabolismo de lipideos NCBI

7 NOTCH3 Notch 3 Dgsenvolvmen_to neural e homeostasia de calcio intracelular | RefSeq, Jul 2008; Gene

(ligante de calcio) Ontology
; ILVBL Bacterial acetqlactate Cata!lsa 0 primeiro passo na biossintese de aminoacidos de RefSeq, Jul 2008
synthase like cadeia ramificada

7 SYDE1 Synapse defective 1 Modula a atividade de GTPases da familia Ras GeneCards

7 CASP14 Caspase 14 Apoptose e diferenciacdo de queratindcitos Gene Ontology;
GeneCards

7 CCDC105 CO'IEd'9O.'I domain Formacdo do eixo central durante a citocinese UniProt

containing 105
5 SLCIAG Solute carrier family 1 Tranqutte_ de ions e aminoacidos no controle da homeostase GeneCards
member 6 celular ibnica
Olfactory receptor, family « .
7 OR7C2 7. subfamily C, member 2 Percepcéo de cheiro RefSeq, Jul 2008
7 AKAPSL A kinase (P_RKA) anchor C_or_ldNensagao da cromatl_na, segregagdo cromossomica e |~ Ontology
protein 8-like divisdo nuclear durante o ciclo celular
- IER? Immediate early response | Resposta imediata a sinais mitogénicos e a varios sinais InterPro
2 extracelulares

7 STX10 Syntaxin 10 Transporte vesicular RefSeq, Oct 2012

7 NACC1 Nuc;iggce;gggg]f ens Proliferacdo, apoptose e regulagdo da transcri¢do génica RefSeq, Feb 2012

- SNORD59 | Small nucleolar RNA 59 Micro RNA nucleolar que conduz modificagdes quimicas | KISS-LASZLO et al.,

(como a metilagdo) em RNAS ribossomais

1996
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Crom* S'mgbezlg do Nome do gene Funcdes desempenhadas pelos produtos proteicos Referer:jc;gz/sBase de
21 SETD3 SET domain containing 3 Atlv_ldade histona r_ne;tlltransferase que funciona como GeneCards
coativadora da transcrigdo
21 CCNK Cyclin K Regulacéo da transcricao, a partir da associagdo com quinases RefSeq, Jul 2008
dependentes de ciclinas
21 CCDC85C CoHed-g:o_lI domain D(_esenvqlwmento cortical, especialmente na manutencdo da GeneCards
containing 85C glia radial
21 HHIPLL Hedgehog Int_eractlng As§O_C|ado com desordens como o gigantismo e doencas da GeneCards
Protein-Like 1 arteria coronaria

21 BCL11B |B-cell CLL/lymphoma 11B | Pode estar associado com defeitos nas células B RefSeq, Aug 2013

Cytochrome P450, family | . . : "
21 CYP46A1 46, subfamily A, B|053|n}e_se, transporte e catabolismo de metabolitos RefSeq, Jul 2008

. secundarios
polypeptide 1

21 EML1 Echln_oderm mlcrotu_bule Montagem de microttbulos Gene Ontology

associated protein like 1

MAM domain containing
23 MDGAL1 | glycosylphosphatidylinosit | Codificacdo de imunoglobulinas InterPro

ol anchor 1
23 ZEAND3 Zinc fmger,_ANl—type R’_egulagao da transcricdo, traducdo e organizagdo do InterPro
domain 3 citoesqueleto

Leucine rich repeat and

23 LRFN2 fibronectin type I11 Crescimento de neurites em neurdnios do hipocampo UniProt
domain containing 2

23 U6 Small nuclear RNA U6 | Ndo encontrada -
23 FTSID2 FtsJ methyltransferase Acetilacdo e metilagdo de moléculas Gene Ontology

domain containing 2
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Conclusdo
Crom* Simbolo do Nome do gene Funcdes desempenhadas pelos produtos proteicos Referéncias/Base de
gene dados
23 | ccpciey | Coiled-coil domain i o contrada :
containing 167
23 TBC1D22B TBC1 domain family, Regula a atividade da GTPase pertencente a familia Rab Gene Ontology
member 22B
L . Regulacdo de muitas atividades celulares, como a divisdo
23 RNF8 Ring finger protein 8 nuclear e o processo de reparacio do DNA Gene Ontology
. Envolvido na via metabdlica Jak Stat e efetor de muitas vias | BACHMANN; MOROY,
23 PIM1 Pim-1 proto-oncogene oL o . «
de sinalizacdo de citocinas, proliferacdo celular e apoptose 2005
23 SNORD112 Small nuclelcilgr RNA box Micro RNA nucleolar envolvido no processo de metilagéo CAVAILLE et al., 2002
23 TMEM217 Transmemglr?ne protein Associada a doencas como desordem bipolar e Alzheimer GeneCards
23 7SK RNA 7SK small nuclear | Micro RNA envolvido no processo de splicing GeneCards

Crom*: cromossomo
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5.2.2 Estudo das vias metabolicas para os genes candidatos nos cromossomos 7, 21 e
23.

Entre os genes anteriormente descritos, onze candidatos foram selecionados nos
cromossomos 7, 21 e 23 para o estudo de vias metabdlicas das quais eles participam. Foi
possivel observar que estes genes distribuem-se em diversas vias, que podem estar associadas
com a resisténcia dos animais as infestacbes pelo carrapato R. microplus. As mais
representativas estdo relacionadas as respostas imunologicas dos hospedeiros (genes PRDX2 -
Peroxiredoxin 2, JUNB - Jun B proto-oncogene, CALR - Calreticulin, FAT2 - Tumor
suppressor homolog 2, NOTCH3 - Notch 3, MDGAl - MAM domain containing
glycosylphosphatidylinositol anchor 1 e PIM1 - Pim-1 oncogene), secrecdo e transporte
intracelular (genes BEST2 - Bestrofhin 2 e TNPO2 - Transportin 2), influxo de célcio (genes
CALR e NOTCH3 - Notch 3) e diferenciacdo e crescimento epidérmico (genes FAT2, EMRS -
Egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like 3 e CASP14 - Caspase 14).
Pode-se notar que alguns genes estdo envolvidos em mais de uma via metabodlica, sugerindo
que eles possam desempenhar funcgdes diferentes, porém complementares, na resposta dos
bovinos as infestagdes por carrapatos.

A Tabela 1 apresenta as localizagfes dos SNPs mais proximos a cada um dos 11

genes candidatos, além dos efeitos estimados de cada polimorfismo.

Tabela 1 - Localizagdo e efeitos estimados dos SNPs mais proximos aos 11 genes candidatos.

Efeito em Localizagdo do

Cromossomo  Gene SNP Desvios SNP em relagdo
Padroes ao gene
7 PRDX2 Posterior
! JUNB  ARS-BFGL-NGS-16584 1505694485 ~ ““nterior
7 BEST2 Anterior
7 TNPO2 intron
7 CALR ARS-BFGL-NGS-3372 14,52846469 Anterior
7 FAT2 ARS-BFGL-NGS-81508 8,56370013 Posterior
7 EMR3 ARS-BFGL-NGS-111321  8,073757374 intron
7 NOTCH3  ARS-BFGL-NGS-28362  7,226730254 Posterior
7 CASP14  ARS-BFGL-NGS-19382  6,869782908 Anterior

N
w

MDGA1l  ARS-BFGL-NGS-36754  12,85624769 intron
23 PIM1 Hapmap58169-rs29027007  6,034834683 Anterior
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Os genes PRDX2, JUNB, BEST2 e TNPO2 encontram-se em uma mesma regido do
genoma. Os 3 primeiros estdo desequilibrio de ligagdo com o SNP ARS-BFGL-NGS-16584,
que apresentou o0 maior efeito estimado no GWAS. Além disso, este polimorfismo localiza-se
em regido de intron do gene TNPO2. O gene PRDX2 codifica a proteina Peroxirredoxina 2,
que regula a ativacdo de leucdcitos e a proliferacdo de linfocitos T, que sdo importantes
durante a resposta dos bovinos aos antigenos presentes na saliva do carrapato (BROSSARD;
WIKEL, 1997). Esta proteina também participa do processo inflamatorio agudo, que induz o
inicio da reparacédo do tecido lesado pela fixacdo do carrapato (TILG et al., 1997). O processo
de reparagdo é complexo e controlado pela interagdo de diversas moléculas, como fatores de
crescimento, citocinas, proteinas da matriz extracelular e queratindcitos, que migram para o
local da lesdo e se diferenciam para que uma nova epiderme seja formada (MARTIN, 1997).
Esta reacdo inflamatoria é mediada também pelas proteinas codificadas pelos genes JUNB e
MDGAL (que estd em desequilibrio de ligacdo com o SNP ARS-BFGL-NGS-36754,
localizado no cromossomo 23, que apresentou efeito bastante significativo). Além disso, o
MDGAL codifica imunoglobulinas, que podem participar da resposta humoral frente as
infestacdes. Kashino et al (2005) verificaram que a resisténcia dos animais esta associada com
respostas imunes especificas que variam de acordo com os diferentes padrdes de expressdo de
imunoglobulinas.

O SNP ARS-BFGL-NGS-3372, localizado no cromossomo 7, também apresentou
efeito bastante significativo, e estd em desequilibrio de ligacdo com o gene CALR. Este gene
codifica a calreticulina, uma proteina chaperona que desempenha varias funcdes celulares,
como o armazenamento e sinalizacdo da via de célcio, regulacdo da expressdo génica, adesao
celular, cicatrizacdo de feridas e autoimunidade (MICHALAK et al., 2009). A homeostasia
de calcio intracelular é realizada também pela proteina codificada pelo gene NOTCH3.
Bagnall et al (2009) e Kongsuwan et al (2008) demonstraram que alguns genes relacionados
com o influxo de calcio, como o CALR, AHNAK (AHNAK nucleoprotein), CASQ1l
(Calsequestrin 1), IL2 (Interleucin 2), CALM3 (Calmodulin 3) e PLCG1 (Phospholipase C)
podem estar associados com a resisténcia a carrapatos, ja que eles se encontram super
expressos em animais resistentes as infestacdes. Eles verificaram que o influxo de célcio
provoca a degranulacdo de mastocitos (BAGNALL et al., 2009) e, consequentemente,
liberacdo de histamina, substancia que promove um aumento da permeabilidade capilar dos
vasos sanguineos. A calreticulina também participa da montagem do Complexo Principal de
Histocompatibilidade classe | (MHC 1), conhecido como BoLA em bovinos (Bovine

Leucocyte Antigen), que tem como principal funcéo a apresentacdo de antigenos aos linfdcitos
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T citotoxicos CD8+ e as céluas NK (Natural Killers) (ABBAS; LICHTMAN, 2003). A
sintese e montagem das moléculas de MHC | envolvem uma série de etapas. Os peptideos
antigénicos presentes no citosol sdo carregados para o reticulo endoplasmatico (RE) por uma
molécula denominada TAP (TAPL/2) (transportador associado ao processamento de
antigeno), localizada em sua membrana. No interior do RE, a TAP associa-se a uma proteina
denominada tapasina (TAPBP), que também possui afinidade pelas moléculas do MHC |
recém sintetizadas. Consequentemente, a tapasina faz com que a TAP forme um complexo
com as moléculas de MHC classe I. Este complexo, do qual também fazem parte a calnexina
(CANX), a calreticulina (CALR), a oxirredutase Brp57 e a B-2-microglobulina (f2M), é
responsavel pelo carregamento de peptideo antigénico no MHC |I. Apés a ligacdo com o
peptideo, as moléculas do MHC | perdem a afinidade pela tapasina, saem do RE e sdo
transportadas até a superficie celular. Uma vez expresso na superficie celular, o complexo
peptideo-MHCI pode ser reconhecido por linfocitos T CD8" ou por células NK, que
reconhecem o0s antigenos nas préprias células infectadas, levando-as ao processo de apoptose
(ABBAS; LICHTMAN, 2003). Stear et al (1990) verificaram que existe uma relacdo dos
antigenos W6.1 e W7 do BoLA Classe | e a resisténcia ao carrapato R. microplus, ja que os
animais portadores desses antigenos apresentaram menor nimero de carrapatos. A Figura 8
apresenta a via metabdlica do processamento e apresentacdo de antigenos do MHC Classe I,
no qual a proteina calreticulina esta inserida.

O gene FAT2 codifica uma proteina caderina expressa em queratindcitos
epidérmicos, que funciona como molécula de adesdo celular e permite a migracdo de células
epidérmicas (MATSUI et al., 2008). Além disso, este gene codifica fatores de crescimento
envolvidos na diferenciacdo epidérmica, funcdo mediada também pelo gene EMR3. Um
trabalho realizado por Kongsuwan et al (2010) sugere que a habilidade do hospedeiro em
evitar a fixacdo da larva do carrapato durante a infestacdo deve-se a modificacbes na

epiderme, que estdo relacionadas com a constituicdo de uma barreira de protecao na pele.
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Figura 8 - Via metabolica do processamento e apresentagédo de antigenos no MHC Classe I.

Peptideos antigénicos sdo transportados para o reticulo endoplasmatico (RE) pela TAP1/2, que se liga a tapasina (TAPBP) e, posteriormente, as moléculas de MHC classe I,
formando o complexo peptideo-MHC 1, juntamente com a calnexina (CANX), a calreticulina (CALR), a B-2-microglobulina (B2M) e a oxirredutase BRp57. Apds a ligagéo
com o peptideo, este complexo perde a afinidade pela tapasina e é transportado até a superficie celular, onde sera reconhecido pelos receptores TCR dos linfocitos T CD8*
ou pelos receptores KIR das células Natural Killers (NK) nas proprias células infectadas, levando-as ao processo de apoptose. O gene CALR esta destacado. *Componentes
da via citados na legenda.
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O gene JUNB codifica um fator de transcricdo (jun-B) envolvido na via metabolica
do fator de necrose tumoral (TNF), uma citocina proinflamatdria que desencadeia importantes
funcGes nos processos fisiologicos e patoldgicos, tais como proliferacdo e diferenciacéo
celular, apoptose, inducédo da inflamacdo e modulacdo da resposta imune (BAUD; KARIN,
2001). Na via do TNF existem 2 tipos de receptores (TNF-RI e TNF-RII). A ligacdo do TNF
ao receptor TNF-RI provoca a liberagdo da proteina SODD (Silencer of Death Domains) e
induz o recrutamento da proteina adaptadora TRADD (TNF receptor—associated death
domain). Esta interage com 3 outros tipos de proteinas, a FADD (Fas-associated protein-
containing death domain), o TRAF2/5 (TNF-R-associated factor 2 e 5) e 0 RIP1 (Receptor-
Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 1). A FADD sera responsavel por induzir as
atividades das caspases 8 e 10, desencadeando o processo de apoptose. O TRAF2 pode ativar
o inibidor de apoptose 1 e 2 (c-IAP 1/2) e também a proteina TAK1, que desencadeia a
cascata de sinalizacdo quindsica, resultando na ativacdo do JNK (c-Jun quinase NH2-
terminal). Este é responsavel pela fosforilacdo do fator de transcrigdo c-Jun, o que resulta na
formacdo de AP-1 (Activating Protein 1) (CHU, 2013). O jun-B pertence a familia de
proteinas AP1 (Activator protein-1), que influencia na expressdo de muitos genes, incluindo
aqueles relacionados com proliferacédo e sobrevivéncia celular (SHAULIAN; KARIN, 2002) e
resposta inflamatéria (ZENZ et al., 2008). As atividades dessa familia de proteinas séo
induzidas por fatores de crescimento, neurotransmissores, hormonios, processos infecciosos,
citocinas, entre outros. Esses estimulos ativam a cascata de proteinas MAPK, que promovem
uma fosforilacdo das proteinas AP1, potencializando suas atividades. A ativacdo de muitas
células imunes é regulada pela sinalizacdo de citocinas ativadas por fatores de transcrigdo,
como 0 JUNB (SCHONTHALER et al., 2011). Zenz e Wagner (2006) mostraram que 0
JUNB interfere na diferenciacdo de células T helper, além de regular positivamente a
expressao de Interleucina 4 (IL-4) durante a diferenciacdo celular (RINCON et al., 1997).
Ainda na via do TNF, o RIP1 pode recrutar o RIP3 (Receptor-Interacting Protein 3)
induzindo a formacdo do necrossomo e, consequentemente, desencadear o processo de
necrose. Além disso, 0 IKKp degrada IkBa levando translocagdo do NF-kB (nuclear factor
kappa B) para o nucleo, onde este iniciard a transcricdo de varios genes alvo. A Figura 9
apresenta a via de sinalizacdo do receptor | do TNF, destacando o gene JUNB. Outra funcgéo
desempenhada pelo JUNB ¢ a vasculogénese, ou seja, a formacao de vasos sanguineos (Gene
Ontology). Apesar da relacdo entre esse processo e a resisténcia ndo estar descrita na
literatura, acredita-se que a proliferagdo de vasos sanguineos préximos ao local da leséo

poderia permitir um transporte mais eficiente de moléculas responsaveis pela resposta
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inflamatoria e reparacdo da ferida. Em contrapartida, isso proporcionaria maior aporte
sanguineo ao carrapato, e esta relacdo poderia constituir um importante mecanismo a ser
abordado em estudos posteriores.

O gene PIM1 esta inserido na via metabdlica JAK-STAT, como pode ser visto na
Figura 10. Em mamiferos, esta via € responsavel pelo desenvolvimento do sistema imune e
sinalizacdo de diversas citocinas, envolvidas nos processos inflamatérios (RAWLINGS et al.,
2004). Citocinas, tais como as Interleucinas 2, 3, 6 e 10 (IL-2, IL3, IL-6 e IL-10), ligam-se
aos receptores especificos (CytokineR), e promovem a ativacdo de membros da familia de
proteinas tirosina-quinase (JAK). Estas fosforilam os transdutores de sinais STATs (Signal
Transducers and Activators of Transcription), fazendo com que eles se dimerizem e
desloguem-se para o nucleo da célula, onde ativardo ou reprimirdo as atividades de varios
genes alvo (RAWLINGS et al., 2004), tais como o PIM1. O gene PIM1 codifica uma proteina
efetora responsavel pela sinalizacdo de citocinas e envolvida nos processos de proliferacéo e
crescimento celular, imunidade e apoptose (BACHMANN; MOROQOY, 2005). O adaptador
STAM (Signal-Transducing Adapter Molecules) facilita o processo de fosforilacdo dos
STATS e, consequentemente, atua como um potencializador na via metabdlica JAK/STAT, ao
contrério dos reguladores negativos SOCS (Suppressors of Cytokine Signaling) e PIAS
(Protein Inhibitors of Activated Stats). Os STATSs ativados estimulam a transcri¢do dos genes
SOCS e as proteinas codificadas se ligam aos receptores das proteinas JAK, inibindo as
atividades das mesmas na via (RAWLINGS et al., 2004). Ibelli (2012) verificou que os genes
STAT2, STAT3 e STATS sdo mais expressos apos o desafio com o carrapato, sugerindo que
esses transdutores de sinais sejam importantes para a ativacdo de genes envolvidos na resposta

dos hospedeiros ao parasitismo.
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Figura 9 - Via de sinalizacdo do Receptor | do Fator de Necrose Tumoral (TNFRI).

A ligacdo do TNF ao receptor TNF-RI causa a liberagdo da proteina SODD (Silencer of Death Domains) e induz o recrutamento da proteina adaptadora TRADD (TNF
receptor—associated death domain). Esta pode interagir com a FADD (Fas-associated protein-containing death domain) e induzir a atividade das caspases (apoptose); ou com
0 TRAF2/5 (TNF-R-associated factor 2 e 5) e com o RIP1 (Receptor-Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 1). O TRAF2 interage com o inibidor de apoptose 1 e 2 (c-
IAP 1/2), e também ativa a proteina TAK1, que por sua vez desencadeia a cascata quinasica, resultando na ativagdo de JNK (c-Jun quinase NH2-terminal). A JNK fosforila a
proteina c-Jun formando a AP-1 (Activating Protein 1). O jun-B pertence a essa familia de proteinas (AP1), que influencia na expressdo de muitos genes, relacionados com
proliferagdo e sobrevivéncia celular, e resposta inflamatoria. O IKKf degrada IxBa levando translocagdo do NF-kB (Nuclear Factor kappa B) para o nucleo, onde ele inicia a
transcri¢do de varios genes. O RIP1 (Receptor-Interacting Protein 1) recruta o RIP3 (Receptor-Interacting Protein 3), formando o necrossomo e desencadeando o processo de
necrose. O gene JUNB esta destacado. * Componentes citados na legenda.
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Figura 10 - Via metabdlica JAK-STAT.
Apos a ligacdo das citocinas aos receptores especificos, membros da familia de tirosina-quinase (JAK) sdo ativados e fosforilam os transdutores de sinais STATs (Signal

Transducers and Activators of Transcription). Estes se dimerizam e deslocam-se para o nucleo, onde ativam ou reprimem a expressdo de genes alvo, tais como o PIM1, que
esta destacado na via metabdlica. O gene PIM1 codifica uma proteina efetora de muitas vias de sinalizagdo para citocinas e esta envolvido nos processos de proliferacdo e
crescimento celular, imunidade e apoptose. O adaptador STAMs facilita a ativacéo da via metabolica JAK/STAT, ao contréario dos reguladores negativos SOCS e PIAS, que
inibem as atividades das proteinas JAK na via. * Componentes citados na legenda.
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Os genes BEST2 e o TNPO2 codificam as proteinas bestrofina 2 e transportina 2,
respectivamente, as quais estdo relacionadas com o transporte e secrecdo intracelulares. As
bestrofinas sdo proteinas responsaveis pelo transporte de anion cloro (CI") (HARTZELL et al.,
2008), e sdo ativadas pelo aumento da concentracdo intracelular de calcio (QU et al., 2003).
Como ja foi discutido, as moléculas codificadas pelos genes NOTCH3 e o CALR estéo
envolvidas na regulacdo da homeostasia de calcio intracelular e, consequentemente, podem
estar relacionadas com as atividades desempenhadas pelas bestrofinas. Quando a
concentracdo de calcio intracelular aumenta, o CI" é expulso da célula, resultando em uma
despolarizacdo da membrana plasmatica. Devido a osmose, esse efluxo de cloro é
acompanhado por secre¢do aquosa (HARTZELL et al., 2005). Os canais de cloro estéo
presentes em diversas células epiteliais, como as glandulas salivares, o pancreas, as vias
aéreas (HARTZELL et al., 2005), e participam do transporte de fluido e eletrolitos
(TSUNENARI et al., 2003). O gene BEST esta inserido na via metabolica da secre¢do salivar,
juntamente com o gene da Aquaporina 5 (AQP5), como pode ser observado na Figura 11. O
estimulo gerado pelo sistema nervoso simpatico (SNP) desencadeia a liberacdo do
neurotransmissor noradrenalina (NA), que se liga aos receptores adrenérgicos PR (beta-1) e
alR (alpha-1A), ativando-os. Posteriormente, o BR ativa a proteina Gs (Guanine nucleotide-
binding protein subunit alpha), que por sua vez ativa a adenilado ciclase, fazendo com que
ocorra a liberacdo de AMP ciclico. O aumento da concentragdo de AMP ciclico (CAMP) nas
células acinares desencadeia a secrecao de proteinas como a amilase salivar e a mucina, que
serdo armazenadas no granulo secretorio. O estimulo do nervo parassimpatico promove a
liberacao de acetilcolina (Ach), que se liga ao receptor muscarinico (M3R) e ativa a
fosfolipase C-B (PLCP), promovendo um aumento na concentragdo de célcio intracelular
(Ca®") e, consequentemente, a secrecdo de fluido, composto por agua, eletrélitos e proteinas
(TURNER; SUGIYA, 2002). Ibelli (2012) verificou que o gene AQP5 apresentou menores
valores de expressao génica ap6s o desafio com o carrapato. Como este gene ja foi associado
ao aumento da permeabilidade passiva de agua (NIELSEN et. al., 2002), acredita-se que sua
repressdo poderia dificultar a alimentacdo do carrapato, como possivel mecanismo de defesa

dos bovinos.
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Figura 11 - Mecanismos de secregéo salivar.

O sistema nervoso simpatico libera noradrenalina (NA), que se liga aos receptores adrenérgicos R e alR. O BR
ativa a Gs (Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha), responsavel pela ativagdo da adenilato ciclase 1
(AC), e isso faz com que ocorra a liberagdo de AMP ciclico. Esta liberagdo provoca a secrecdo de amilase e
mucina, que serdo armazenadas no granulo secretorio. O nervo parassimpatico libera a acetilcolina (Ach), que se
liga a0 receptor muscarinico (M3R) e ativa a fosfolipase C-p (PLCP), desencadeando a liberacdo de Ca®*
intracelular. Esta elevacdo na concentracdo de calcio leva & secrecdo de fluido (&gua, eletrélitos e proteinas).
*Componentes citados na legenda.
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O CASP14 codifica a proteina caspase 14, que estd envolvida no processo de
apoptose (MCILWAIN et al., 2013) e na diferenciacao terminal de queratinécitos na epiderme
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(HVID et al., 2011). Estes séo importantes para a formacdo de uma barreira de protecdo na
pele, alem de liberarem citocinas e controlarem a expressdo de células de adesdo
(KONGSUWAN et al., 2010; SALMON et al., 1994) e poderiam influenciar na resisténcia
dos bovinos durante a fixacdo das larvas. Demerjian et al (2008) mostraram que a
diferenciacdo celular induzida pela leséo do tecido epidérmico ndo ocorreu em camundongos
deficientes em caspase 14 e a importancia dessas modificagdes epidérmicas na resisténcia dos

bovinos ja foi demonstrada por Kongsuwan et al (2010).

5.2.3 Anotagdo funcional dos SNPs com efeitos significativos

Apos a realizagdo da anotacdo funcional dos 178 SNPs com efeitos significativos,
verificou-se que os polimorfismos distribuem-se por diversas regides do genoma. A Tabela 2
apresenta a localizacdo de cada um dos polimorfismos analisados com o VEP, considerando o
intervalo de 5 Kb, pré-determinado no programa. Quando o SNP localiza-se em regido
anotada, de acordo com o genoma de referéncia do Ensembl, o programa apresenta o gene que
esta mais préximo ao marcador e a distancia entre eles, em pares de bases. Vale ressaltar que,
em alguns casos, um mesmo marcador estd em desequilibrio de ligagdo com mais de um gene
e, por isso, nota-se um maior nimero de possiveis localizagdes em relacdo ao numero de
marcadores. Além disso, na tabela abaixo sdo apresentados apenas 62 dos 175 genes
encontrados no total, ja que o VEP utiliza um intervalo de apenas 5 Kb, e a mineracdo dos
genes, com utilizacdo do BedTools Intersect, foi realizada em um intervalo de 200 Kb.

Tabela 2 - Localizagéo dos polimorfismos associados a resisténcia ao carrapato bovino R. microplus.

Continua
Crom SubstitAui(;'élo plai)i(r:mfyrzfaifr?oocé?n Distancia
~  (Referéncia/ SNP N do gene Gene
Alternativo) relagao a0 gene (em pb)
mais proximo

1 CIT Hapmap32384-BTA-160993 Intergénica - NA
1 AIG BTB-02025707 Intergénica - NA
1 CIT BTB-01437861 Intergénica - NA
1 AIC BTB-01438016 Intergénica - NA
1 AIT ARS-BFGL-NGS-46591 Intergénica - NA
1 CIT BTB-00022097 Intrénica - ALCAM
1 CIT ARS-BFGL-NGS-30809 Intergénica - NA
1 AIG BTB-01355011 Intergénica - NA
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Continuacéo

Localizagdo do

Crom SUbStiEUiQ.gIO polimorfismo em Distancia
«~  (Referéncia/ SNP x do gene Gene
Alternativo) relagao ao gene (em pb)
mais proximo
2 AIG ARS-BFGL-NGS-118696 Intergénica - NA
2 GIT BTA-20378-no-rs Posterior 3526 SNORD20
2 GIT BTA-20378-no-rs Posterior 2003 NCL
2 GIT BTA-20378-no-rs Posterior 2866 SNORAT75
2 CIT ARS-BFGL-NGS-61938 Intergénica - NA
2 CIT ARS-BFGL-NGS-66771 Posterior 2490 C2orf57
2 CIT ARS-BFGL-NGS-27277 Intergénica - NA
3 CIT ARS-BFGL-NGS-54121 Intrénica - KCNN3
3 AIG ARS-BFGL-NGS-18525 Intrénica - KCNN3
3 CIT ARS-BFGL-NGS-119309 Intergénica - NA
3 AIG ARS-BFGL-NGS-86767 Intergénica - NA
3 A/C BTA-67303-no-rs Intrénica - GSTM1
3 CIG ARS-BFGL-NGS-115128 Intergénica - NA
3 A/C ARS-BFGL-NGS-43118 Intergénica - NA
3 AIG Hapmap42629-BTA-67307 Anterior 3623 AMPD2
3 AIG Hapmap42629-BTA-67307 Anterior 3548 GNAT2
3 AlG BTA-67308-no-rs Intrénica - GNAI3
4 CIT BTB-01482585 Intrénica - DNAH11
4 CIG ARS-BFGL-NGS-51663 Posterior 1378 DNAH11
4 AlG Hapmap25788-BTA-123085 Intergénica - NA
4 AIG ARS-BFGL-NGS-79133 Intrénica - RAPGEF5
4 A/C ARS-BFGL-NGS-21842 Intrénica - ZNF804B
4 AlG BTA-71353-no-rs Intrénica - ZNF804B
4 CIT BTB-00196774 Intronica - ZNF804B
4 CIT BTB-00196827 Intrénica - ZNF804B
4 CIT BTB-00196932 Intronica - ZNF804B
4 CIT Hapmap41207-BTA-22424 Intrénica - LRRC4
4 AIG ARS-BFGL-NGS-30397 Intronica - SND1
4 CIT BTA-22421-no-rs Intergénica - NA
4 AIG ARS-BFGL-NGS-101028 Intergénica - NA
4 AIG ARS-BFGL-NGS-32907 Posterior 190 SLC37A3
4 AlG Hapmap31474-BTA-152740 Intergénica - NA
4 AIG ARS-BFGL-NGS-42786 Intergénica - NA
4 AlG BTB-01162852 Intergénica - NA
4 AIG ARS-BFGL-NGS-24470 Anterior 1607 CNTNAP2
4 AIG BTB-01755781 Intrénica - CNTNAP2
4 GIT Hapmap38123-BTA-72477 Posterior 1196 ABCF2
4 CIT ARS-BFGL-NGS-16030 Intronica - SMARCD3
5 AlG ARS-BFGL-NGS-105727 Intrénica - TNRC6B
5 AIG BTA-75110-no-rs Intronica - MKL1
5 A/C Hapmap23876-BTA-143610 Anterior 2090 MKL1
5 AIG ARS-BFGL-NGS-21778 Intergénica - NA
5 CIG ARS-BFGL-NGS-45453 Anterior 4394 SNORAT75
6 CIT Hapmap26267-BTC-039886 Intergénica - NA
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Continuacéo

Localizagdo do

Crom SUbStiEUiQ.gIO polimorfismo em Distancia
«~  (Referéncia/ SNP x do gene Gene
Alternativo) relagao ao gene (em pb)
mais proximo
6 AlG Hapmap32217-BTC-039812 Intergénica - NA
6 CIT ARS-BFGL-NGS-41037 Intergénica - NA
6 GIT Hapmap60756-rs29010402 Intergénica - NA
6 A/C ARS-BFGL-NGS-78057 Intergénica - NA
6 CIT BTB-01402075 Intergénica - NA
6 CIT BTB-00263118 Intrénica - CLOCK
6 AlIC BTB-00263073 Intergénica - NA
6 CIT BTB-00286847 Intrénica - SLC2A9
6 GIT Hapmap60689-rs29012203 Intergénica - NA
6 CIT ARS-BFGL-NGS-10777 Intergénica - NA
7 CIT Hapmap50113-BTA-80661 Intergénica - NA
7 AlG Hapmap50113-BTA-80661 Codificadora - NA
7 AlG Hapmap50113-BTA-80661 Codificadora - NA
7 AIG ARS-BFGL-NGS-19382 Codificadora - CCDC105
7 CIT ARS-BFGL-NGS-20506 Intergénica - NA
7 AIG BTB-01568825 Codificadora - NA
7 AIG BTB-01568825 Codificadora - NA
7 CIT BTA-28930-no-rs Intergénica - NA
7 CIT ARS-BFGL-NGS-111321 Intrdnica - EMR3
7 CIT ARS-BFGL-NGS-119066 Intrénica - NFIX
7 AIG ARS-BFGL-NGS-28374 Intergénica - NA
7 CIT ARS-BFGL-NGS-110780 Intergénica - NA
7 AIC Hapmap38043-BTA-80713 Sitio de Splicing - RAD23A
7 A/C Hapmap38043-BTA-80713 Anterior 1560 GADD45GIP1
7 AlG ARS-BFGL-NGS-37497 Intrénica - FARSA
7 AIG ARS-BFGL-NGS-3372 Anterior 2572 RTBDN
7 CIT ARS-BFGL-NGS-16584 Intrénica - TNPO2
7 CIT ARS-BFGL-NGS-16584 Anterior 2536 SNORDA41
7 AlG Hapmap57279-s546526160 Posterior 244 MORGL1
7 AlG Hapmap57279-s546526160 Codificadora - DHPS
7 CIT BTA-80703-no-rs Intergénica - NA
7 CIT BTA-80694-no-rs Intergénica - NA
7 CIT ARS-BFGL-NGS-54629 Intergénica - NA
7 CIT UA-IFASA-8194 Anterior 3402 NA
7 CIT UA-IFASA-8194 Anterior 3411 NA
7 AlG Hapmap55135-rs29021864 Intrénica - MUC16
7 CIT Hapmap48895-BTA-79049 Intergénica - NA
7 CIT Hapmap59434-rs29012267 Intergénica - NA
7 AlG UA-IFASA-7224 Posterior 572 GM2A
7 GIT ARS-BFGL-NGS-14706 Posterior 854 SLC36A2
7 CIT ARS-BFGL-NGS-81508 Intergénica - NA
7 CIT Hapmap48570-BTA-104179 Intrénica - FAT2
8 CIT BTA-81848-no-rs Intergénica - NA
8 CIT BTB-00357945 Intergénica - NA
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Continuacéo

Localizagdo do

Crom SUbStiEUiQ.gIO polimorfismo em Distancia
«~  (Referéncia/ SNP x do gene Gene
Alternativo) relagao ao gene (em pb)
mais proximo
8 AlIC Hapmap38856-BTA-81842 Intrdnica - DOCK5
8 CIT ARS-BFGL-NGS-2653 Intrénica - TNFSF8
8 CIG BTB-01953376 Intergénica - NA
8 CIT BTB-01972512 Intergénica - NA
8 GIT ARS-BFGL-NGS-104059 Intergénica - NA
8 CIT Hapmap48909-BTA-82799 Intergénica - NA
9 AIG BTB-01073083 Intergénica - NA
9 CIT BTB-01716044 Intergénica - NA
11 CIT ARS-BFGL-NGS-15820 Intrdnica - CDKL4
11 CIT BTB-00464022 Codificadora - CDKL4
11 CIT BTB-00464022 Posterior 2186 MAP4K3
11 AIG UA-IFASA-4213 Intrénica - MAP4K3
11 CIT BTA-87499-no-rs Intrénica - MAP4K3
11 CIT ARS-BFGL-NGS-26022 Intrénica - MAP4K3
11 AIG ARS-BFGL-BAC-11047 Intrdnica - MAP4K3
11 GIT BTB-00466422 Intergénica - NA
11 CIT BTB-01903909 Intergénica - NA
11 CIT ARS-BFGL-NGS-19268 Posterior 3902 NA
11 AIG ARS-BFGL-NGS-83732 Intergénica - NA
11 CIT ARS-BFGL-NGS-119320 Intergénica - NA
11 AlG Hapmap31385-BTA-126644 Intergénica - NA
12 CIT ARS-BFGL-NGS-42277 Intergénica - NA
12 AIG ARS-BFGL-NGS-60085 Intergénica - NA
13 AIG ARS-BFGL-NGS-28054 Intergénica - NA
13 GIT BTB-01390173 Intergénica - NA
14 CIT Hapmap42994-BTA-60216 Intrénica - CSMD3
14 AIC BTA-90428-no-rs Intergénica - NA
14 CIT BTB-00488528 Intergénica - NA
14 AIG ARS-BFGL-NGS-86714 Intergénica - NA
15 CIT UA-IFASA-5855 Intergénica - NA
15 AIG BTB-01640924 Intergénica - NA
15 AIC ARS-BFGL-NGS-36604 Intergénica - NA
15 CIT BTB-00592582 Intergénica - NA
16 CIT ARS-BFGL-NGS-100673 Intergénica - NA
19 CIT ARS-BFGL-NGS-105337 Intrénica - FLCN
19 CIT ARS-BFGL-NGS-83644 Intrénica - MPRIP
19 GIT ARS-BFGL-NGS-86600 Intergénica - NA
19 CIT UA-IFASA-8237 Intrénica - TNFRSF13B
19 CIT ARS-BFGL-NGS-25445 Intrénica - UsSP22
19 AIG ARS-BFGL-NGS-42120 Intergénica - NA
19 AIG Hapmap42945-BTA-45128 Intergénica - NA
19 CIT ARS-BFGL-NGS-28386 Intergénica - NA
19 CIT Hapmap48343-BTA-45133 Intergénica - NA
19 AlIG Hapmap41268-BTA-45136 Posterior 2065 KCNJ12
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Continuacéo

Localizagdo do

Crom SUbStiEUiQ.gIO polimorfismo em Distancia
«~  (Referéncia/ SNP x do gene Gene
Alternativo) relagao ao gene (em pb)
mais proximo
19 CIT BTA-121181-no-rs Intergénica - NA
19 CIT BTB-00749083 Intrénica - UTP18
19 AIG Hapmap43271-BTA-46356 Intergénica - NA
19 GIT BTB-00765879 Intergénica - NA
19 AlG Hapmap40994-BTA-46361 Intergénica - NA
19 AIG UA-IFASA-8183 Intrénica - MAP2K6
19 AIG ARS-BFGL-NGS-112885 Intrdnica - MAP2K6
20 CIT BTA-49967-no-rs Intergénica - NA
20 AIG Hapmap50008-BTA-50183 Intergénica - NA
21 CIT BTA-52957-no-rs Intergénica - NA
21 AIG Hapmap35472 Intrénica - SETD3
21 GIT ARS-BFGL-NGS-17977 Intergénica - NA
21 CIT ARS-BFGL-NGS-9612 Intrdnica - CCDC85C
21 AIG ARS-BFGL-NGS-13743 Anterior 4948 CCDC85C
21 CIT ARS-BFGL-NGS-24407 Intrdnica - HHIPL1
21 CIT ARS-BFGL-NGS-90719 Intrénica - CYP46A1
21 AIG ARS-BFGL-NGS-94839 Intrdnica - EMAPL
22 CIT Hapmap30347-BTA-54117 Intrénica - FOXP1
22 CIT Hapmap46953-BTA-121345 Intrénica - FOXP1
22 CIT Hapmap50289-BTA-24348 Intergénica - NA
22 GIT ARS-BFGL-NGS-108422 Intergénica - NA
23 CIT Hapmap58169-rs29027007 Intergénica - NA
23 CIT ARS-BFGL-NGS-118921 Intrénica - RNF8
23 AIG ARS-BFGL-NGS-35220 Intergénica - NA
23 AIG ARS-BFGL-BAC-30052 Intergénica - NA
23 CIT ARS-BFGL-NGS-116395 Intrénica - MDGA1
23 CIT ARS-BFGL-NGS-36754 Intrénica - MDGA1
23 A/C Hapmap39546-BTA-121390 Intergénica - NA
23 CIT ARS-BFGL-NGS-18676 Intergénica - NA
23 AIG ARS-BFGL-NGS-68466 Intergénica - NA
23 CIT Hapmap26666-BTA-137044 Intrénica - ZFAND3
23 CIT ARS-BFGL-NGS-61941 Intergénica - NA
23 CIT ARS-BFGL-NGS-105087 Intergénica - NA
23 CIT ARS-BFGL-NGS-118763 Intergénica - NA
23 GIT ARS-BFGL-NGS-59308 Intergénica - NA
24 CIT BTA-17380-no-rs Intergénica - NA
24 AlG BTB-01635208 Intrénica - OSBPL1A
25 CIT ARS-BFGL-NGS-26313 Intergénica - NA
25 AIG ARS-BFGL-NGS-41995 Intergénica - NA
25 AIG ARS-BFGL-NGS-89168 Intergénica - NA
25 A/C Hapmap39682-BTA-74189 Intergénica - NA
25 GIT ARS-BFGL-NGS-84660 Intergénica - NA
25 AIG ARS-BFGL-NGS-42918 Intergénica - NA
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Conclusdo
Crom Substityig_&o plafi(r:r?g:ﬁgrioo%?n Distancia
«~  (Referéncia/ SNP x do gene Gene
Alternativo) relagao ao gene (em pb)
mais proximo
26 AIG ARS-BFGL-NGS-4670 Intrdnica - PTEN
26 CIT BTB-00923512 Intergénica - NA

Crom*: Cromossomo; NA: regido ndo anotada

Dentre os polimorfismos analisados no presente estudo, a maioria estd em regides
intergénicas (99) e intrénicas (54), poucos se localizam anteriormente (11) ou posteriormente
(13) a um gene ou em regides codificadoras (4), e um marcador se localiza em sitio de
splicing. A distribuicdo dos SNPs conforme a localizag&o pode ser visualizada na Figura 12.

Figura 12 - Localizac&o dos polimorfismos analisados com a ferramenta Variant Effect Predictor (VEP).

A figura apresenta a porcentagem de marcadores distribuidos nas diferentes regides do genoma.

. Variantes mtergénicas: 53 % (99)

@ Variantes intronicas: 29 % (54)
Wariantes posteriores ao gene: 7 %0 (13)
Variantes anteriores ao gene: 6 % (11)
Variantes em regides codificadoras: 4 % (7}

Wariante em regido de splicing: 1 %o (1)

Fonte: modificado de Variant Effect Predictor.

De acordo com a anotagdo mais recente do Ensembl, os marcadores intergénicos ndo
apresentam fungédo definida, por se localizarem em uma regido ndo anotada. Entretanto,
segundo Tabor et al (2002), essas variantes podem apresentar funcdo importante quando
afetam a expressdo de um gene por meio de um potencializador (enhancer), que tem a
capacidade de aumentar a taxa de transcri¢do de um gene alvo.

Outra grande parcela dos SNPs esté localizada em introns. Sabe-se que a transcri¢éo
de um gene é um processo complexo e regulado pelos fatores de transcricdo (ALBERTS et
al., 1994). Polimorfismos em regido intrdnica podem exercer importante funcdo reguladora
por alterarem o sitio de ligacdo do fator de transcri¢cdo de um gene (YUAN et al., 2006). Para
um SNP localizado em regido ndo codificante, se ele esta posicionado posteriormente a um

gene, provavelmente ndo apresentara efeito funcional, mas pode estar relacionado com micro
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RNAs e interferir em modificacbes pds traducionais. J& os polimorfismos localizados
anteriormente a um gene podem alterar o sitio de ligacdo do fator de transcricdo na regido do
promotor e, dessa maneira, regular os niveis de expressao desse gene (YUAN et al., 2006).

Sete marcadores estdo em regides codificadoras e todos sdo sindnimos, ou seja, Nao
alteram a composicdo de aminodcido na proteina. Entretanto, esses polimorfismos podem
alterar a estrutura e estabilidade do RNA mensageiro e, desta forma, influenciar na quantidade
de proteina produzida por determinado gene (GUIMARAES; COSTA, 2002).

Um SNP esté localizado em uma regido de splicing no gene RAD23A (envolvido na
resposta celular ao estresse e ao dano no DNA (MASUTANI et al., 1994) e pode levar ao
splicing alternativo, ou seja, alteracdes na escolha do sitio de splicing. Este processo
determina a formacdo de isoformas proteicas que diferem nas sequéncias peptidicas e nas
atividades biologicas (GRABOWSKI; BLACK, 2001). Além disso, este polimorfismo pode
romper a sequéncia nesse sitio e causar a perda de fungdo deste gene (KURMANGALIYEV
et al., 2013). O processo de splicing alternativo é um importante mecanismo responsavel pelo
aumento da diversidade apresentada pelos animais eucariéticos (NILSEN; GRAVELEY,
2010).

5.2.4 Classificacdo funcional dos genes prospectados

A classificacdo funcional dos genes prospectados, realizada no KEGG, mostrou que
eles se distribuiram em 86 vias metabolicas diferentes e, portanto, observa-se que existem
poucos genes em cada via. Esta analise ndo considerou a posi¢cdo dos genes, mas sim as
funcBes apresentadas pelos mesmos, e alguns deles, que ndo estdo localizados nas regifes
mais significativas no GWAS (cromossomos 7, 21 e 23), também estdo inseridos em vias que
podem influenciar na resisténcia a carrapatos. Além disso, observou-se que alguns genes,
como o PTPRC (Receptor-Type Tyrosine-protein Phosphatase C), CSF1 (Macrophage
Colony-Stimulating Factor 1) e TNFRSF13B (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily
Member 13B) foram classificados em mais de uma via metabdlica, mostrando que as
proteinas codificadas por eles estdo envolvidas em varios processos bioldgicos diferentes.

Os genes ALCAM (Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule) e PTPRC, este
ultimo também conhecido como antigeno CDA45, codificam diferentes moléculas de adesao.

Moleculas de adesdo sdo glicoproteinas presentes na superficie celular que participam da
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resposta imunoldgica e inflamatdria. Essas proteinas permitem que haja uma comunicagdo
eficiente entre as células, por exemplo, essencial durante o processo de reconhecimento de
antigenos na resposta imunologica (SALMON et al., 1994). O gene ALCAM é expresso em
diversos tecidos e células (epitélio, fibroblasto, hepatdcitos e células apresentadoras de
antigenos) e medeia interacdes heterofilicas célula-célula com o ligante CD6 presente na
membrana das células T, durante processo de apresentacdo de antigenos (SWART, 2002), que
levard a ativacdo dos linfocitos T (MONTOYA et al.,, 2002). O PTPRC é uma tirosina
fosfatase expressa em células T, que desfosforila o residuo de tirosina presente na proteina
quinase Lck, potencializando a sinalizacdo do receptor de antigenos das células T (TCR) (van
VLIET et al., 2006). Além disso, devido processo ao de splicing alternativo, a CD45 pode
apresentar cinco diferentes isoformas com variados graus de glicosilacdo (FURUKAWA et
al., 1998) durante a ativacdo e diferenciacdo de células T (GARCIA et al., 2005), e pode
influenciar em varias cascatas de repostas imunes, dentre elas a sinalizagdo de citocinas (van
VLIET et al., 2006).

Os genes CSF1, LEP (Leptin), TNFRSF13B, TNFSF15 (Tumor Necrosis Factor
Ligand Superfamily Member 15) e TNFSF8 (Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily
Member 8) codificam receptores e ligantes que estdo presentes na via metabolica de interacdo
entre receptores e citocinas. As citocinas sao proteinas sollveis que regulam a resposta imune
do hospedeiro, seja ela inata ou adquirida. Sdo liberadas por varios tipos celulares, em
resposta a algum estimulo, e induzem respostas através da sua ligacdo aos receptores
especificos presentes na superficie da célula alvo (THOMSON; LOTZE, 2003). O gene CSF1
codifica uma citocina polipeptidica pertencente a familia PDGF (Platelet Derived Growth
Factor), a qual controla diversos processos, tais como crescimento, diferenciacdo e ativacdo
de varios tipos celulares (DEUEL, 1987), e participa da reparacdo dos tecidos moles, 0sseo e
epitelial (PIERCE et al., 1991). A leptina é uma hematopoietina que esta associada a familia
JAK de tirosinas quinases e ativa fatores de transcricdo STAT (ABBAS; LICHTMAN, 2003),
imprescindiveis para a ativacdo de genes presentes na via de sinalizacdo JAK STAT,
responsavel pelo desenvolvimento do sistema imune e sinalizacdo de diversas citocinas
envolvidas nos processos inflamatérios (RAWLINGS et al., 2004). O gene TNFRSF13B
codifica um receptor e os TNFSF15 e TNFSF8 codificam ligantes pertencentes a familia da
citocina TNF. Esta € uma das citocinas liberadas na epiderme apds a lesdo causada pela
fixacdo do carrapato, que induz a resposta imunologica do hospedeiro (BAUD; KARIN,
2001), direcionando células e proteinas inflamatdrias para o local da lesdo, com o objetivo de
recuperar o tecido lesionado (SALMON et al., 1994). De acordo com Wikel (1999), a
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resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro as infestacfes podem ser parcialmente explicadas
pela modulacdo da rede de interagdo entre as citocinas induzidas e liberadas durante a
infestacdo por carrapatos. Além das funcBes descritas anteriormente, os receptores PTPRC e
TNFRSF13B também estdo envolvidos na via metabdlica da imunodeficiéncia primaria ou
congénita. Esta deficiéncia influencia nas imunidades celular e humoral, provocando um
aumento da susceptibilidade as doencas e infec¢gdes. Na maioria dos casos, esta relacionada
com defeitos genéticos que afetam o processo de maturacdo ou as funcdes celulares (ABBAS;
LICHTMAN, 2003). Isso foi verificado a partir de alguns estudos em que humanos e
camundongos deficientes em CD45 desenvolveram imunodeficiéncia severa combinada e
apresentaram disfuncdo na sinalizagdo dos receptores das células T (TCR), j& que essas
células ndo responderam ao estimulo antigénico (KISHIHARA et al., 1993; KUNG et al.,
2000).

A Imunodeficiéncia Comum Varidvel (do inglés, Common Variable Immune
Deficiency-CVID) é um grupo de doencas que provoca deficiéncia de anticorpos,
susceptibilidade a infeccdes e autoimunidade (AL-HERZ et al., 2011), e esta relacionada com
desordens nas células B (SANFORD et al., 1954). A proteina TACI (Transmembrane
Activator and CAML Interactor), codificada pelo TNFRSF13B, esta expressa em células B e
se liga ao receptor dessas células (KNIGHT et al., 2007). Estudos mostraram que uma
mutacao nesta proteina foi encontrada em varios pacientes com CVID (SALZER et al., 2005).
A maioria desses pacientes apresentaram baixos niveis de imunoglobulinas IgA e 1gG,
provavelmente devido a desordens ocorridas nas células B (SALZER et al., 2009). Portanto,
mutacdes nos genes PTPRC e TNFRSF13B dos hospedeiros poderiam interferir na expresséo
das proteinas codificadas por eles e, consequentemente, supBe-se que poderia haver uma
resposta imunoldgica ineficiente.

Os genes MAP2K3 (Mitogen Activated Protein Kinase 3) e MAP2K6 (Mitogen
Activated Protein Kinase 6) pertencem as familias das MAP quinases, proteinas que
convertem estimulos extracelulares em varias respostas celulares, tais como regulacdo da
expressdo génica, mitose, mobilidade, sobrevivéncia, diferenciagdo e apoptose (morte celular
programada) (CARGNELLO; ROUX, 2011). Estas proteinas participam da via de sinalizacéo
do complexo FceRI, o qual € um receptor de superficie celular expresso em mastdcitos e
basofilos, que apresenta alta afinidade para a imunoglobulina E (IgE). A imunoglobulina E
regula positivamente a expressdo do complexo FceRI na superficie celular dos mastocitos e
basofilos, fornecendo um mecanismo para ampliacdo das funcgdes efetoras das respostas

imunes e da hipersensibilidade imediata mediadas pela IgE nas infeccbes parasitarias e
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doencas alérgicas (ABBAS; LICHTMAN, 2003). A ativacdo desses tipos celulares se d& pela
ligagdo de moléculas de IgE associadas a antigenos aos receptores FceRI (ABBAS;
LICHTMAN, 2003). Esta ativacdo induz multiplas vias de sinalizacdo, tais como a secre¢do
de mediadores alérgicos (heparina e a histamina) e a transcri¢do de genes de citocinas (como
0 TNF-a e algumas interleucinas)(ABBAS; LICHTMAN, 2003). A concentrac¢ao de histamina
aumenta no local da fixacdo do carrapato e provoca prurido, 0 que induz a ativagdo de
mecanismos de autolimpeza (grooming) no hospedeiro, provocando o desprendimento das
larvas (MORAES, 1992). Além disso, essa substancia estimula as células endoteliais a
sintetizarem relaxantes das células dos musculos lisos vasculares, tais como a prostaciclina e
0 Oxido nitrico, que promovem vasodilatacdo e, consequentemente, aumento do fluxo
sanguineo cutaneo (ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Interessantemente, infeccBes parasitarias estdo associadas com aumento dos niveis
séricos de IgE e, portanto, com maior expressdo do complexo FceRI em basofilos e
mastécitos (GALLI, 2000). O FceRIl é, por conseguinte, essencial para a inducdo e
manutencdo de uma resposta alérgica eficiente (WILLIAMS; GALLI, 2000), fornecendo
protecdo fisioldgica contra infeccdes parasitarias. Desta maneira, supde-se que a expressao
desse receptor possa influenciar nas respostas dos bovinos as infestacdes causadas pelo
carrapato Rhipicephalus microplus.

O gene CSF1 também esta envolvido na via metabdlica do fosfatidilinositol 3
quinase (PI3K) (presente na membrana de muitos tipos celulares), assim como o PTEN
(Phosphatase and Tensin Homolog). Em resposta a estimulos extracelulares, o PI3K é
fosforilado e os produtos dessa fosforilagdo, designados fosfatidilinositol monofosfato,
bifosfato e trifosfato, funcionam como mensageiros secundarios que regulam muitos eventos
celulares fundamentais, como a transcri¢cdo, traducdo, proliferacdo, crescimento,
sobrevivéncia, remodelacdo do citoesqueleto e trafico de organelas intracelulares (KATSO et
al., 2001; WYMANN; PIROLA, 1998). O CSF1 codifica um fator de crescimento que se liga
ao receptor tirosina quinase presente na membrana celular desencadeando um processo de
dimerizacdo, que resulta na fosforilacdo do dominio intracelular. Essa fosforilagdo inicia uma
cascata de reacOes citoplasmaticas que ocorrem através de reacdes enzimaticas sequenciais,
constituindo a via de sinalizacdo dos fatores de crescimento, que envolvem o PI3K, levando
ao processo de proliferacdo celular, crescimento e reparo do tecido epitelial (LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010). No sistema imunoldgico, membros distintos da familia de PI3K sdo
ativados dependendo do tipo celular ou do receptor (WYMANN; PIROLA, 1998). A classe Ia
de PI3K é ativada, por exemplo, por interferons, moléculas de adesdo e por citocinas, em
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células do sistema imunoldgico (como as dendriticas e células T). J& a classe Ig de PI3K atua
na migracdo de neutrdfilos para locais infeccionados (SASAKI et al., 2000). Além disso, 0
PI3K também esta envolvido na formacdo do fagossomo, muito importante na resposta imune
inata (VIEIRA et al., 2001). Por participar de importantes processos celulares, principalmente
de Vérios tipos respostas imunes, o PI3K pode estar relacionado com a resisténcia dos bovinos
as infestacBes dos carrapatos. A proteina codificada pelo PTEN é importante reguladora dos
niveis de fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (P1(3,4,5)P3) nas células imunes (WYMANN;
PIROLA, 1998). A partir da remoc¢do do grupo 3-fosfato do PI(3,4,5)P3, a atividade deste
gene contraria a funcdo realizada pelo PI3K. Por isso, a deficiéncia na expressao do PTEN
provoca uma hiperativagdo do PI3K, que resulta em diversas transformagdes celulares
(CANTLEY; NEEL, 1999). Em céluas B e T, essa deficiéncia leva a hiperproliferacdo e
hiperativacdo dessas células em resposta a alguns estimulos, levando a autoimunidade,
indicando que um equilibrio entre os niveis de PI3K e PTEN é essencial para a manutengo
da resposta imune nas células (ANZELON et al., 2003; SUZUKI et al., 2001).

O gene ARHGEF12 (Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor 12) codifica a
proteina RhoGEF, que esta presente nas células da musculatura lisa vascular e participa do
processo de vasoconstri¢do, regulando o fluxo sanguineo e a pressédo arterial (OWENS et al.,
2004). A vasoconstricdo que ocorre onde houve lesdo de vaso sanguineo é muito importante
para que haja uma eficiente hemostase (mecanismos utilizados para cessar uma hemorragia)
(MACFARLANE, 1976). Além disso, a RhoGEF também participa da via metabdlica
responsavel pela ativacdo plaquetéria, constituida por uma sequéncia de alteracfes
morfolégicas e funcionais nas plaquetas, tais como a formacéo de pseudopode e centralizacdo
dos granulos, que é acompanhada pela secrecdo de varias substancias (MASON; SABA,
1978). Quando os vasos sanguineos sdo lesionados, 0 sangue entra em contato com o
colageno presente na estrutura subendotelial, e as plaquetas se deslocam para formacdo do
tampdo plaquetario, com consequente obstrucdo do vaso lesionado. Além disso, 0 ADP induz
a agregacdo das plaquetas, e a serotonina desencadeia a constricdo do vaso sanguineo
lesionado, facilitando o processo de coagulagéo e, consequentemente, de reparacdo da leséo
(RIBEIRO, 1987). Em contrapartida, a saliva dos carrapatos contém algumas substancias
anticoagulantes e antihemostaticas, tais como a prostaglandina, que é vasodilatadora e
promove o aumento do fluxo sanguineo no local da fixacdo da fixacdo, para que 0s
ectoparasitas possam se alimentar continuamente durante a fase parasitaria (BINNINGTON;
KEMP, 1980); e a apirase, enzima que hidrolisa ATP e ADP e impede a fun¢do do ADP
como mediador da agregacao plaquetaria (RIBEIRO, 1987). Dessa forma, existe um balanco
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entre as respostas imunes impostas pelos hospedeiros e a maneira como o carrapato neutraliza

0s mecanismos de hemostase e inflamagao.
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6. CONCLUSOES

Do presente trabalho, conclui-se que:

As regides do genoma mais significativas para a resisténcia ao carrapato
Rhipicephalus microplus estdo nos cromossomos 7, 21 e 23. Entretanto,
genes localizados nos demais cromossomos também estdo envolvidos em
processos bioldgicos importantes para a resisténcia (trata-se de uma

caracteristica complexa);

A anotacdo funcional permitiu verificar que os 11 genes candidatos
participam de processos importantes em vias metabolicas ja relacionadas com
a resisténcia a carrapatos (apresentacdo de antigenos, transporte e secrecao

intracelular e diferenciacdo da epiderme);

A maioria dos polimorfismos relacionados com a caracteristica esta
localizada em regides sem fungbes determinadas. Sendo assim, estes
marcadores podem constituir mutagfes ndo causais que se encontram em DL
com mutacdes funcionais. Portanto, os efeitos destes SNPs devem variar
conforme a racga e a populacdo, uma vez que serdo dependentes da extensdo

do DL em cada caso (para cada populacdo estudada);

Devido a ineficacia dos outros métodos de controle do ectoparasito, o
melhoramento genético apresenta-se Como 0 mais promissor para aumentar a
resisténcia dos animais e, consequentemente, diminuir as perdas produtivas

causadas pelas infestacoes.
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ANEXO 1

Anexo 1 - Posi¢do, nome e efeito dos SNPs considerados significativos. Foram considerados
significativos todos os polimorfismos que apresentaram efeitos iguais ou maiores do que 6 desvios
padrfes em relacdo a variancia apresentada pela caracteristica.

Continua
Cromossomo  Posicao SNP Efeito estimado
1 22662759 BTB-01437861 7,7735
1 22823600 BTB-01438016 7,3152
1 22863734 ARS-BFGL-NGS-46591 6,9259
1 22630942 BTB-02025707 6,8972
1 135580651 ARS-BFGL-NGS-30809 6,8083
1 135660399 BTB-01355011 6,3027
1 50410352 BTB-00022097 6,2273
1 18437724 Hapmap32384-BTA-160993 6,0286
2 120073875 ARS-BFGL-NGS-101306 10,9842
2 120037582 BTA-20378 9,4022
2 120008794 ARS-BFGL-NGS-118696 9,0167
2 120111418 ARS-BFGL-NGS-61938 8,4837
2 120174934 ARS-BFGL-NGS-27277 8,1702
2 120148776 ARS-BFGL-NGS-66771 7,5645
3 33813669 BTA-67303 8,8271
3 33741850 ARS-BFGL-NGS-86767 8,6940
3 33691011 ARS-BFGL-NGS-119309 8,6688
3 33926048 ARS-BFGL-NGS-43118 7,7398
3 33895762 ARS-BFGL-NGS-115128 7,6990
3 33948546 Hapmap42629-BTA-67307 7,5330
3 15818013 ARS-BFGL-NGS-54121 6,6160
3 33975389 BTA-67308 6,5892
3 15904420 ARS-BFGL-NGS-18525 6,0765
4 93058106 ARS-BFGL-NGS-30397 10,9069
4 112164314 Hapmap31474-BTA-152740 10,3942
4 93164307 BTA-22421 9,6934
4 30688131 BTB-01482585 9,0629
4 73597885 BTA-71361 8,4365
4 73669041 BTB-00196827 7,9498
4 112257305 ARS-BFGL-NGS-24470 7,8447
4 112231752 BTB-01162852 7,7488
4 73635712 BTB-00196774 7,5162
4 73699663 BTB-00196932 7,4610
4 112206671 ARS-BFGL-NGS-42786 6,8275
4 93016725 Hapmap41207-BTA-22424 6,7636
4 93211337 ARS-BFGL-NGS-101028 6,4638
4 114640077 ARS-BFGL-NGS-16030 6,3507
4 31051832 ARS-BFGL-NGS-79133 6,3484
4 30890614 Hapmap25788-BTA-123085 6,3299
4 73531264 ARS-BFGL-NGS-21842 6,3080
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Cromossomo  Posicao SNP Efeito estimado
4 73564171 BTA-71353 6,2492
4 112317788 BTB-01755781 6,1967
4 30801053 ARS-BFGL-NGS-51663 6,1459
4 114603252 Hapmap38123-BTA-72477 6,0670
4 104577143 ARS-BFGL-NGS-32907 6,0021
5 112328104 BTA-75110 10,5611
5 112374372 Hapmap23876-BTA-143610 10,0646
5 112472630 ARS-BFGL-NGS-21778 8,6206
5 112119760 ARS-BFGL-NGS-105727 8,3555
5 112521878 ARS-BFGL-NGS-45453 7,0328
6 48776662 ARS-BFGL-NGS-41037 9,0318
6 72603637 BTB-00263118 8,5077
6 48913327 ARS-BFGL-NGS-78057 7,5607
6 72678030 BTB-00263073 7,5372
6 48815917 Hapmap60756-rs29010402 6,9311
6 110080591 Hapmap60689-rs29012203 6,8731
6 48925313 BTB-01402075 6,7966
6 110037191 BTB-00286847 6,6934
6 45300844 Hapmap32217-BTC-039812 6,4215
6 45253378 Hapmap26267-BTC-039886 6,3643
6 110265558 ARS-BFGL-NGS-10777 6,2640
7 13912342 ARS-BFGL-NGS-16584 15,0569
7 13823591 ARS-BFGL-NGS-3372 14,5285
7 14039322 BTA-80703 14,3877
7 13934893 Hapmap57279-5s46526160 14,3599
7 13745889 ARS-BFGL-NGS-37497 14,2146
7 14060098 BTA-80694 12,5065
7 13686977 ARS-BFGL-NGS-110780 11,8454
7 13725243 Hapmap38043-BTA-80713 11,7187
7 14304280 UA-IFASA-8194 9,6081
7 13663743 ARS-BFGL-NGS-28374 8,8070
7 14142752 ARS-BFGL-NGS-54629 8,7424
7 11486814 BTA-28930 8,6150
7 64605680 ARS-BFGL-NGS-81508 8,5637
7 64560605 ARS-BFGL-NGS-14706 8,1890
7 12234576 ARS-BFGL-NGS-111321 8,0738
7 10835967 ARS-BFGL-NGS-20506 7,8550
7 64512119 UA-IFASA-7224 7,7872
7 8999721 ARS-BFGL-NGS-28362 7,2267
7 9170772 ARS-BFGL-NGS-19382 6,8698
7 10907840 BTB-01568825 6,8461
7 8860921 Hapmap50113-BTA-80661 6,8196
7 14372254 Hapmap55135-rs29021864 6,7926
7 64728155 Hapmap48570-BTA-104179 6,6216
7 13632174 ARS-BFGL-NGS-119066 6,5890
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Cromossomo  Posicao SNP Efeito estimado
7 25987797 Hapmap59434-rs29012267 6,4434
7 14402009 Hapmap48895-BTA-79049 6,0174
8 114063990 Hapmap48909-BTA-82799 7,7515
8 105937356 BTB-01953376 7,2798
8 105946838 BTB-01972512 7,1721
8 73482124 BTB-00357945 7,1537
8 73435613 BTA-81848 6,4794
8 73522112 Hapmap38856-BTA-81842 6,3696
8 105846031 ARS-BFGL-NGS-2653 6,3029
8 113301368 ARS-BFGL-NGS-104059 6,0890
9 24782825 BTB-01073083 6,2943
9 24875114 BTB-01716044 6,2857

11 21581503 UA-IFASA-4213 10,6655
11 21556940 BTB-00464022 8,9881
11 21652185 ARS-BFGL-NGS-26022 8,9122
11 21622629 BTA-87499 8,5350
11 64223964 ARS-BFGL-NGS-83732 7,7916
11 23051506 BTB-01903909 7,5485
11 21681893 ARS-BFGL-BAC-11047 7,3358
11 63939950 ARS-BFGL-NGS-19268 7,0491
11 64269224 ARS-BFGL-NGS-119320 6,6464
11 64392003 Hapmap31385-BTA-126644 6,4638
11 22936341 BTB-00466422 6,3709
11 21535801 ARS-BFGL-NGS-15820 6,0083
12 29422204 ARS-BFGL-NGS-60085 6,2853
12 29372191 ARS-BFGL-NGS-42277 6,1679
13 84147825 BTB-01390173 6,3196
13 72120569 ARS-BFGL-NGS-28054 6,1589
14 54501131 BTA-90428 7,0356
14 54586619 BTB-00488528 6,5382
14 54707270 ARS-BFGL-NGS-86714 6,4850
14 54428180 Hapmap42994-BTA-60216 6,0209
15 31873933 ARS-BFGL-NGS-36604 7,1304
15 31908207 BTB-00592582 6,7635
15 31742880 ARS-BFGL-NGS-119665 6,7265
15 19117037 UA-IFASA-5855 6,1262
15 31714380 BTB-01640924 6,1151
16 79484939 ARS-BFGL-NGS-100673 6,1246
19 35886262 Hapmap42945-BTA-45128 11,3064
19 35920605 ARS-BFGL-NGS-28386 11,2819
19 35528889 ARS-BFGL-NGS-105337 11,1894
19 35755815 ARS-BFGL-NGS-42120 10,7899
19 35585081 ARS-BFGL-NGS-83644 9,7467
19 61630610 Hapmap40994-BTA-46361 9,3978
19 35685507 ARS-BFGL-NGS-86600 8,9798
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Cromossomo  Posicao SNP Efeito estimado
19 36058250 BTA-121181 8,9722
19 61585054 BTB-00765879 8,5679
19 61503930 Hapmap43271-BTA-46356 7,6947
19 61709390 UA-IFASA-8183 7,3564
19 35735450 ARS-BFGL-NGS-25445 7,3171
19 36089458 BTB-00749083 6,9258
19 61806709 ARS-BFGL-NGS-112885 6,7607
19 36030793 Hapmap41268-BTA-45136 6,5559
19 36004097 Hapmap48343-BTA-45133 6,5009
19 35714202 UA-IFASA-8237 6,1229
20 28299434 Hapmap50008-BTA-50183 6,5384
20 18099389 BTA-49967 6,3879
21 66148635 ARS-BFGL-NGS-17977 12,0243
21 66220013 ARS-BFGL-NGS-9612 10,3269
21 66107076 Hapmap35472 9,5922
21 65970967 BTA-52957 7,6020
21 66380363 ARS-BFGL-NGS-94839 7,3214
21 66258467 ARS-BFGL-NGS-13743 7,1654
21 66287283 ARS-BFGL-NGS-24407 6,7852
21 66344554 ARS-BFGL-NGS-90719 6,6659
22 30769143 Hapmap46953-BTA-121345 8,0644
22 30894155 ARS-BFGL-NGS-108422 7,6402
22 30863595 Hapmap50289-BTA-24348 7,2864
22 30518549 Hapmap30347-BTA-54117 6,6125
23 11599932 Hapmap39546-BTA-121390 14,3326
23 11589692 ARS-BFGL-NGS-36754 12,8562
23 11543048 ARS-BFGL-NGS-116395 11,2718
23 11631005 ARS-BFGL-NGS-18676 11,0771
23 11477969 ARS-BFGL-BAC-30052 10,3630
23 14394214 ARS-BFGL-NGS-59308 9,3716
23 11438802 ARS-BFGL-NGS-35220 8,7107
23 14101481 ARS-BFGL-NGS-61941 7,8084
23 14123921 ARS-BFGL-NGS-105087 7,7991
23 14170863 ARS-BFGL-NGS-118763 7,5704
23 11692615 ARS-BFGL-NGS-68466 7,0160
23 11818761 Hapmap26666-BTA-137044 6,8615
23 11251946 ARS-BFGL-NGS-118921 6,3480
23 11067172 Hapmap58169-rs29027007 6,0348
24 32593321 BTA-17380 8,8298
24 32778094 BTB-01635208 6,6961
25 15423763 ARS-BFGL-NGS-42918 9,1481
25 15365566 ARS-BFGL-NGS-84660 7,6371
25 15098389 ARS-BFGL-NGS-89168 6,9222
25 15006757 ARS-BFGL-NGS-26313 6,7911
25 15035075 ARS-BFGL-NGS-41995 6,2188
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Conclusdo
Cromossomo  Posicao SNP Efeito estimado
25 15151658 Hapmap39682-BTA-74189 6,0549
26 9550462 ARS-BFGL-NGS-4670 7,6791
26 9753195 BTB-00923512 7,0699
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