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RESUMO

Os objetivos fundamentais da imunologia sdo descrawrganizacdo do sistema imune, as
relacdes entre seus componentes e delinear oedifmiterfaces e intersecoes) entre o sistema
imune e o organismo. A placenta equina ndao permiflassagem das imunoglobulinas,
portanto, o potro neonato possui uma baixa resisténenfermidades, e depende da mamada
do colostro, nas primeiras horas de vida, paraagu®tecao seja conferida. Diante disto, este
estudo foi realizado com o objetivo de identifidifierencas genéticas na imunoglobulina G
(IgG) de éguas das racas Campolina e Mangalargahsldor, que possam, futuramente, ser
relacionadas com producdo de IgG e usadas emapnagrde selecdo de animais. Foram
coletadas 40 amostras de sangue de animais, séhdte Zada raca, provenientes de
propriedades localizadas na Zona da Mata Norte sladé de Pernambuco. Amplificou-se
um fragmento conhecido do gene IGHG4, através aligceem cadeia da polimerase (PCR),
e o produto da amplificacéo foi submetido a digestézimatica (PCR — RFLP), utilizando-se
endonucleaseaval; Pmll; Tad e Pvdl e, posteriormente, o resultado foi avaliado eshdg
agarose a 1,5%. Com a utilizacdo da endonucl&adé foi possivel identificar trés alelos
diferentes: A (232pb), B (140 + 92 pb) e C (2002+B). Observou-se uma maior freqiéncia
do alelo A em relacdo aos alelos B e C em todosniais estudados. O alelo B foi
encontrado em maior proporcdo quando comparadtemoGna raca Campolina e em menor
propor¢do na raca Mangalarga. Foi observada untomiedncia do gendétipo AA nas duas
racas analisadas, no entanto, houve uma alta fiegiée individuos heterozigotos. A analise
das frequéncias demonstrou que as populacbes smtemo em equilibrio de Hardy
Weinberg. Conclui-se que o polimorfismo do gene G3Hesta presente em éguas de uma
mesma raca e também entre as racas Mangalarga goliandevendo-se investigar se este
fato esta relacionado com diferentes capacidadessgender ao estimulo imunolégico.

Palavras chave:Equinos; Reprodugédo Animal; Biologia Molecular; RERLP



IMMUNOGLOBULIN G GENOTYPING IN MANGALARGA MARCHADOR AND
CAMPOLINA MARES IN THE NORTHERN COASTAL ZONE OF THE STATE OF
PERNAMBUCO, BRAZIL.

ABSTRACT

The fundamental objectives of immunology are tocdbse the organization of the immune
system and the relationships between its componastsvell as outline the boundaries
(interfaces and intersections) between the immystes and body. As the equine placenta
does not allow the passage of immunoglobulin, #weborn foal has low resistance to disease
and depends on the ingestion of colostrum in the fiours of life in order to gain this
protection. The aim of the present study was tontile genetic differences in
immunoglobulin G (IgG) in mares of the Campolinal diangalarga Marchador breeds for
the future determination of differences in IgG protion and use this information in animal
selection programs. Blood samples were collectech 40 animals (20 of each breed) from
properties in the coastal zone of the state of &ebuco, Brazil. The known fragment of the
IGHG4 gene was amplified by polymerase chain reactPCR). The product was digested
by the endonuclease enzymi&sgd; Pmll, Pvul and Tag (PCR-RFLP) and the result was
evaluated in 1.5% agarose gel. The endonucl@sadedigested the fragment, leading to the
identification of three different alleles: A (23d) B (140 + 92 bp) and C (200 + 32 bp).
There was a higher frequency of allele A than a8 and C in all animals studied. Allele B
was found at a higher proportion than allele C he Campolina breed, but at a lesser
proportion in the Mangalarga breed. There was agbeace of the AA genotype in both
breeds studied. However, there was a high frequaicieterozygous individuals. The
analysis of frequencies revealed that the populatare in Hardy-Weinberg equilibrium. In
conclusion, polymorphism in the IGHG4 gene was tbimmares of the same breed as well
as between the breeds studied (Mangalarga and Qiaajp&tudies are needed to investigate

whether this is related to different capacitiesesiponding to immune stimulation.

Keywords: Equine; Animal Reproduction; Molecular Biology; RERFLP
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1 INTRODUCAO

Os anticorpos ou imunoglobulinas (lg) sdo proteiciassificadas em cinco grupos:

IgA, IgD, IgE, IgM e aquela de interesse neste grpento, a IgG.

As moléculas de 1gG sdo compostas de duas cddees e duas cadeias pesadas de
polipeptideo e apresentam dois sitios de ligacda patigenos especificos (LEFRANC,
2003). Existem quatro subclasses (em humanos):,Igg32, IgG3 e IgG4, cada uma
correspondendo a 70, 16, 10 e 4% do teor totalg@e tespectivamente, diferenciando-se
ainda, pela quantidade de pontes SS (dissulfijri¢a®m humanos, tem a capacidade de
atravessar a placenta. Pois, de acordo com H&f@@4), a passagem transplacentaria
depende do tipo de placenta, que no equino € iepiteial, impermeavel as IgGs (PRESTES
e ALVARENGA, 2006).

Entretanto, 0 neonato equino € extremamente dirselep infecgbes imediatamente
apos o0 nascimento, necessitando que lhe seja fdon@munoglobulinas (Igs) exdgenas
através do colostro materno para suprir a necessio@ Falha de Transferéncia de Imunidade
Passiva (FTIP), pois as Igs da circulacdo da fésgeatingem as glandulas mamaéarias na
dltima quinzena de gestacdo. As imunoglobulinasepotimbém ser fornecidas através da
utilizacdo de plasma, que requer grande quantidpde, via oral, administrando-se
imunoglobulina purificada (Lyphomune®) ou por viatravenosa, com resultados
satisfatorios (LOPES, 1999).

Primariamente, os estudos dos anticorpos basesgara-motilidade eletroforética das
moléculas. Entretanto, como o perfil da eletroferagresentava resultados distintos, buscou-
se novas formas para o estudo destas moléculasdaas@os principios da imunologia
molecular (HERBERT, 1972; LEFRANC, 2003).

A biologia molecular, através da utilizacdo demedias técnicas e o desenvolvimento
de novas tecnologias permite avaliar moléculas, dvarsidade, tamanho, constituicdo e
interacd0 nos processos biolégicos como, por exengpreacdo em cadeia da polimerase

(PCR) aliada ao estudo do polimorfismo do comprimele fragmentos de restricdo (RFLP).

O estudo do perfil genético da IgG, particularreemgene IGHG4, podera determinar

a fémea que seria mais efetiva na transmissao widdade passiva ao recém — nascido.
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Desta forma, o objetivo neste estudo foi avalilg@Gem éguas das racas Campolina e
Mangalarga Marchador através da genotipagem dol@h@4, utilizando a técnica de PCR-
RFLP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Raca

A distribuicdo dos equideos por raca até hoje éassunto ainda muito discutido.
Algumas se formaram a partir de uma imensa selegfigal, ja outras foram selecionadas
por suas caracteristicas proprias, como velocidadgamento tipico, pelagem ou tamanho
(COSTA et al., 2001).

A raca, geralmente, determina qual a atividadatmidades que aquele cavalo podera
realizar e as suas habilidades inatas, por isttundem-se muito o conceito de tipo com os
de raca (COSTA et al., 2001). Segundo Torres (19@@p € o conjunto de individuos da
mesma espécie que apresentam a mesma especiafizragiaoal.

2.1.1 A raca Campolina

Originada em Entre Rios de Minas, MG, a raga Camagossui como marco inicial
0 nascimento, em 1870, de um potro, filho de gatarda raca Andaluz. Do acasalamento
desse animal com éguas naturalizadas, descendkntasmais ibéricos das racas Andaluz,
Bérbere e Sorraia, trazidos pelos colonizadoresnda, a posterior utilizacdo de garanhdes
das racas Anglo-Normanda, Clydesdale, Holsteinererican Saddle Horse e Mangalarga,
originou-se a base de formagédo da raca. A partiEmkee Rios, desenvolveram-se novos
nacleos de criagdo da raca, destacando-se os dadesi mineiras de Passa Tempo,
Barbacena, Oliveira e Jequitinhonha, além de nactexs estados da Bahia e Pernambuco
(FONTES, 1957).

A raga Campolina esté representada em 22 estadBsadil, com maior concentracao
na regido Sudeste. Minas Gerais, com 41.493 ani(®&igl%), detém o maior efetivo,
seguido pelo Rio de Janeiro, com 12.822 (19,3%)jéB&om 4.935 (7,4%) e S&o Paulo, com
2.575 (3,9%) animais. A populacdo somada dessadassttorresponde a 93% do efetivo
nacional. Outros nacleos de criagdo estdo nosasstial Goids, que somados aos do Distrito
Federal totalizam 1.529 (2,3%) animais, e Pernambwom 1.136 animais (1,7%)
(PROCOPIO et al., 2003).

Segundo COSTA et al. (2001) a raca é originariaclesamentos de animais trazidos
por D. Jodo VI. Os animais importados pelo Rei edamracas Alter e Andaluz, e fundaram a
Coudelaria Real em Minas Gerais. Nesta regido,iad@r Cassiano Campolina, adquiriu

reprodutores da Coudelaria e 0os cruzou com suaasedunda houve, posteriormente, a
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introdugdo de animais das racas Puro Sangue Ing&sheron, American Saddle Horse,
Orloff e Oldenburgés.

S&o animais de grande sobriedade, resisténciaeddenento caracteristico, a marcha,
deve ser avante, batida ou picada. Ha preferépakes pelagens baia e castanha e suas
variedades. A altura pode variar dos 1,48m aténi,78ao animais de perfil retilineo a
subconvexo,orelhas tamanho médio, pescoco fortelado no bordo superior, peito amplo,
dorso e lombo médios, garupa levemente inclinaga saida de cauda ndo muito alta.Sao

ideais para passeios, enduro, tracéo ligeira eebdao gado bovino (COSTA et al., 2001).

2.1.2 A raca Mangalarga Marchador

As racas de equinos nacionais tiveram origem ar gl necessidades préprias das
regibes do pais, ou pela preferéncia de gruposiatoces amantes do cavalo. Assim, ocorreu
a formagao da ragca Mangalarga Marchador que tegenorno Sul de Minas Gerais, como
resultado do acasalamento de éguas crioulas canigses vindos da Coudelaria de Alter do
Chao, no Alentejo, Portugal (ROCHA, 1999).

No final dos anos 60 houve aumento progressivondmero de nascimentos,
ultrapassando 1.000 por ano, em 1974, e atinginohdximo em 1990 (16.803 ou 6,7% do
total). A partir de 1991, houve sensivel reducaommmero de registros. A raca Mangalarga
Marchador distribuiu-se em todo territorio nacigmaiceto Roraima e Amapa. Por ser o berco
da raca, Minas Gerais concentrou 39,1% do conttegeacional, representando 12,2% do
rebanho equino do Estado. Os estados de MinasG:&ia de Janeiro, Sdo Paulo e Bahia
detém 80,0% de todos os animais registrados. Apgsagrande numero de criadores e
proprietarios, a maioria deles é detentora de pexguplantéis (COSTA et al., 2004).

Segundo Costa et al. (2001) a raca é formada t& par descontentamento dos
mineiros com o0s padrdes estabelecidos pelos pasyligtincipalmente no andamento. A raca
também recebeu influéncia de animais das racaseAraig|és.

Apresentam-se rusticos, resistentes, doceis eipsipara longas cavalgadas. A altura
varia de 1,42m até 1,55m, e pesam de 370 até 45fulgdo adultos. Todas as pelagens séo
aceitas, mas predomina a preferéncia pelos toslildlo cabeca tem perfil retilineo ou
subcéncavo, orelhas médias, pescoco piramidal forigeiramente arredondado na linha
superior, cernelha bem definida, peito amplo, dagstombo curtos, garupa horizontal,
membros fortes. Os andamentos sdo a marcha picatatmla. S&o ideais para passeios,

cavalgadas, enduro, esportes e lida com o gadoT&@8al., 2001).
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2.2 Imunologia

A atividade imunoldgica surge quando linfocitosedédm a invasdo do corpo por
materiais (imunogénicos) que nao lhe pertencemc&@msequéncia desse carater “cognitivo”
atribuido ao sistema imune, sdo frequentes as giaaltracadas entre o sistema imune e o
sistema nervoso, O sistema cognitivo por excelénf@a objetivos fundamentais da
imunologia séo descrever a organizacdo do sistemad, ou seja, 0 conjunto de relacoes
entre componentes do sistema imune, ou seja, gontorde relacdes entre componentes que
o sistema mantém invariante e descrever os linfiikésrfaces e intersecdes) entre o sistema

imune e o organismo (LANG et al., 2007)

Os equinos sdo animais cuja resisténcia (defedeacemfermidades) no inicio da vida

esta na dependéncia da ingestédo do colostro apa@scomento (UNANIAN et al., 1994).

Segundo Lang (2006), o alto risco de infec¢cdes eamiferos neonatos € descrito e
reconhecido em todas as espécies. Em equinog ddiplacenta funciona como uma barreira
a passagem de anticorpos para os fetos durantstac@e, e a transferéncia de imunidade
passiva € dependente da ingestdo e absorcao ciroold fato de neonatos equinos, com
falha na transferéncia de imunidade passiva (FTPP)atha parcial na transferéncia de
imunidade passiva (FPTP), apresentarem maior membide mortalidade por doencas
infecciosas como diarréia, pneumonia, artrite dic@mia, torna a adocdo de meétodos para
determinacdo do estado imunoldgico importante paeaor retorno dos investimentos
realizados na criacdo da espécie. O parametro utikimdo para a verificagdo deste estado
imunolégico é a concentragdo da imunoglobulina g&)I (Figura 1) no soro do neonato.
Entretanto, é preciso que os testes utilizadosaptem resultados em pouco tempo, sejam de

facil realizacéo, confiaveis, e de baixo custo garaplicacdo em situacdes praticas.
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Figura 1. Estrutura espacial da Imunoglobulina G.

O periodo neonatal compreende fases importantededenvolvimento do sistema
organico animal, no qual ocorrem profundas altegacfisiologicas, como a adaptacdo ao
ambiente externo e o crescimento muito rapido; qudro lado, a adaptacdo bioquimica e
metabdlica nesses animais € lenta. Constituintesatoddgicos e bioquimicos variam
significativamente nos fluidos organicos dos animtesde o nascimento até atingirem idade
madura, principalmente ao longo do periodo neonAialnascimento, a concentracao das
proteinas plasmaticas é pequena, na maioria daciespanimais, aumentando apds a
ingestdo do colostro, devido a absor¢cdo de imubogltas. A maioria das proteinas
plasmaticas é sintetizada no figado, como a albayn@nalfa e a beta globulinas. A fracao
gamaglobulina, que inclui as imunoglobulinas, éetada pelo sistema imune (HOWARD et
al., 2008).

2.3 Producéo e absorgéo de imunoglobulinas pelooraato
2.3.1 Placenta

A placenta do tipo epiteliocorial difusa da égueeapnta seis camadas teciduais entre
a circulagdo sanguinea materna e fetal, comprednderendotélio capilar materno, tecido
conjuntivo uterino, epitélio uterino, epitélio a@mico, tecido conjuntivo fetal e endotélio
capilar fetal, que promovem uma barreira para feasé@scia transplacentaria de anticorpos.

Por esta razdo os potros nascem hipo ou agamagiémitos (LANG, 2006)
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Figura 2. Esquema de transferéncia da imunidade para aactégpiada de Jeffcott, 1974).

2.3.2 Colostro

Scotoni e Neto (1991) relataram que a secrecamldstm € de curta duracéo e cai a
niveis insignificantes em 24 horas apos o partpot@o geralmente mama o colostro durante
as 2 ou 3 primeiras horas de vida e, em 6 horg; g& pode ser encontrada no soro. O pico
de 1gG é atingido em 18 horas apds o0 nascimentmdypa concentracdo sérica é semelhante
a do soro materno. Os anticorpos passivos declgradualmente até estarem completamente
ausentes aos cinco meses. Bem antes disso o @ohasjra sinais de estar apto a se proteger;
lg (G + M + A + E) endogena é encontrada pela gremeez com duas semanas de idade,
embora o nivel que os animais adultos apresentanseja atingido, no filhote, antes que o

mesmo complete cinco meses.

Segundo Unanian et al.(1994), o colostro é o “primleite” (primeira secrecéo), que

se forma na glandula mamaria (Ubere). Apés o partmedida que progride a lactacéo, o
colostro é substituido pelo leite propriamente.ddaolostro pode aparecer tanto alguns dias
guanto algumas horas antes do parto; ocorre sévema a sua “saida” do Ubere antes do
parto pode reduzir a quantidade de imunoglobuliree®ssérias ao recém nascido. Seus mais
importantes componentes sdo as imunoglobulinasyticogpos, cujo principal papel esta na
protecdo contra doencas que podem ser provocaddsagigrias ou virus, que penetram na
circulacdo logo ap6s o nascimento, proliferandadeapente, uma vez que na fase de feto
(fase intrauterina) o equino ndo recebe protegaon(oglobulinas) através da placenta.
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Lang (2006) cita que as imunoglobulinas ativanascata de complemento pela via
classica, e se aderem a superficie de antigenadagocitose por macrofagos, granulocitos,
linfécitos ou células “Natural Killers”. Os antiquys presentes no colostro sdo absorvidos,
pelo processo de pinocitose, por células epitetlaisntestino delgado, principalmente no
jejuno e ileo, que sao substituidas em até 36 hestas macromoléculas sdo carreadas para o
tecido linféide local, sendo posteriormente dresagara a circulacao sistémica via ducto
toracico, garantindo imunidade inata. Dois fatanegortantes que determinam a quantidade
de IgG absorvida séo o tempo entre o parto e aepanmgestado do colostro e a concentracéo

dessa Ig no mesmo.

transferéncia seletiva de IgG

f SANGUE MATERNO \

o e imunoglobulinas do colostro ™ ...
IgA 1gM IgG IgA IgG IgM IpG 1gA TgM [gG, IgM IgA
........ . absorgo intestinal s BEG 5§ SRS B
muito fraca moderada, seletiva forte, seletiva forte, nfo seletiva
12 dias (ratos) 12-48 horas 12-48 horas

Figura 3. Transferéncia de imunidade passiva nas diferes@®cies (adaptada de
LEVIEUX, 1980).
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2.4 Transferéncia de imunidade passiva

A concentracdo minima de IgG, necesséria para&giotdo potro contra infeccoes,
depende de fatores inerentes aos patdgenos presenteeio ambiente, fatores relacionados
ao manejo e ao estresse. A incidéncia de falheanaferéncia de imunidade passiva tem sido
estimada em 2,9 a 25%, sendo dependente do demafigual o neonato esta exposto
(McGUIRE et al., 1977)

Segundo Tizard (2002), os niveis séricos de imobodnas em equinos adultos
higidos variam de 500 a 2.000 mg/dL de IgG.

Quando ocorre falha total na transferéncia de idage passiva, a concentracao sérica
de IgG ¢é inferior a 200 mg/dL, ja quando a fallmagcial, os valores podem variar entre 200
a 400 mg/dL, sendo considerado aceitavel, acim@08emg/dL. As causas mais comuns de
falha na transferéncia de imunidade passiva saoi&wefia na producao de colostro, lactagcéo
prematura, atraso na ingestdo de colostro, esteess® absor¢do intestinal, prematuridade e
inducéo do parto (LANG, 2006).

2.5 Concentragdo de imunoglobulina G: Métodos paravaliagdo

Um colostro de boa qualidade, ou seja, com altaserdracbes de imunoglobulinas
tem alta viscosidade e coloracdo mais amareladawa que o leite. Porém estes critérios
subjetivos podem induzir a erros durante a avaliagéqualidade do colostro, sendo indicado
0 exame de gravidade especifica ou 0 uso de té&cdiogtas como imunodifusdo radial ou
métodos imunoenzimaticos como o ELISA. Além da eotracdo de IgG no colostro é
importante determinar a concentracdo de IgG nosamguineo. Os métodos disponiveis para
avaliacdo dos niveis séricos de imunoglobulinasepoder indiretos (refratometria, turbidez
pelo sulfato de zinco, coagulacdo por glutaraldeidglutinacdo no latex) ou diretos
(eletroforese, imunodifusao radial simples, ELIPER-RFLP) (LANG, 2006).

2.6 Gene IGHG4

As imunoglobulinas apresentam em sua estruturarajuadeias peptidicas, sendo
duas com 60 kDa, chamadas de cadeias pesadas eotndb kDa, chamadas de cadeias
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leves. As cadeias leves sdo unidas as pesadasgi@a N terminal da cadeia, por ligacbes
dissulfidricas, ficando a molécula com uma formmaelbante a letra Y. A cadeia pesada das
imunoglobulinas tem uma porcéo altamente variavg),(que esta no dominio terminal N e o

restante da cadeia é constantg)(Cada tipo de cadeia pesada caracteriza a imoinagia,

a lgG possui cadeia pesada do @ 1ZARD, 2002).

A cadeia pesada da IgG apresenta trés dominicsacies, denominadosiG Gi2 e
Ch3, presentes em cada lado da cadeia de forma pat®addominios variaveis das cadeias
leve (V) e pesada (V) servem para fazer a ligagdo com os antigenoss jdominios
constantes da cadeia leve J@ o Gi1 estabilizam a ligacdo antigénica. Os dominig® C
pareados ativam a cascata do Complemento e contésitio de ligacdo ao Fc nas células
fagociticas. A cadeia pesada também é responsavekgular o transporte placentario de
lgG (TIZARD, 2002).

As imunoglobulinas da classe G (IgG) exercem inasefuncbes bioldgicas
importantes por interagirem com varios tipos ce@gdaA base desta interacdo é a ligacao dos
dominios Fc (Fragmento Cristalizavel) da IgG coceptores especificos (fR: Fcgamma
receptory presentes nas membranas de células do sistemze.inssim, os R&R séo
importantes mediadores da ligacdo entre as respostaine humoral e celular
(MARZOCCHI-MACHADO et al, 2005).

As interacbes da IgG com osyRcpodem ocorrer sob duas condi¢des principais: 0
FcyR de alta afinidade pode ligar-se a IgG monoméainies que esta tenha se ligado ao
antigeno, enquanto que osyRcde baixa afinidade ligam-se a IgG previamenteptexada
ao antigeno multivalente, ou seja, na forma de onamplexos (IC). A ligacdo da IgG aos
FcyR estimula uma variedade de respostas biologieggmtiendo do tipo celular, do tipo de
receptor Fg¢ e da natureza do complexo de IgG. Estas respostiisem processos
diretamente relacionados com a eliminacéo de armiggmis como: fagocitose, citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCGtibody — dependent cell — mediated cytotoXicity
geracdo de espécies reativas de oxigénio, libede@&mzimas lisossomadearancede IC e
regulacdo da producédo de anticorpos. Esta divesifiacional dos R também é atribuida
ao polimorfismo genético, que introduz variacoeseeos individuos, bem como a geracéo de
formas sollUveis de KR e ao sinergismo com outros receptores (MARZOCRIAEHADO
et al, 2005).
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Os FgR também participam da imunorregulagédo na patogéieseacdes alérgicas,
auto-imunes e inflamatorias. Desta forma, ha unmdgainteresse cientifico e clinico no
estudo da diversidade das respostas geradas ferkcao 1gG — receptores, na expectativa de
descobertas importantes sobre a suscetibilidadimeéscas, a fisiopatologia das mesmas e a
intervencao terapéutica. Exemplo disto € a imperdarerapéutica do conhecimento sobre 0s
FcyR para a identificagcdo de variantes polimorficagofaveis ao desenvolvimento de
doencas auto-imunes; o uso de formas solUveissdesteptores para bloquear a ativacao dos
FcyR na membrana de células efetoras; o uso de gamagigl intravenosa para o tratamento
de vérias doencas imunes, bem como a inibicdoseka ativacdo celular (MARZOCCHI-
MACHADO et al, 2005).

A possibilidade de inibir os efeitos fisiopatolégs da ativacédo celular mediada pelos
FcyR esta sendo considerada como uma nova estratagia @ tratamento de doencas
relacionadas com a imunoglobulina da classe G (MBRZHI-MACHADO et al, 2005).

Estas interacfes da proteina mediando a respuosi@ej dependem de uma regiao
constante da cadeia pesada da IgG, chamada de IghiC,apresenta varios subtipos
(WAGNER et al., 2002).

Os genes que determinam estes subtipos ja forardagl®s em diferentes espécies
(OVERESCH et al., 1998). O cavalo tem o maior nirt genes de 1gG do que qualquer
outra espécie de mamifero ja analisada e todast@sgbclasses codificadas de IgG parecem
ser expressas vivo (NICHOLAS, 1999). Os primeiros estudos descreveraroo subclasses
de 1gG equina nomeadas como IgGa, IgGb, IgGc, IHE (1gG (B). Apos a identificacdo da
IgG7 as subclasses de IgG foram renomeadas parh dglgG7. Destas subclasses IgGa
corresponde a IgG1, IgGb a IgG4 e IgG7, IgGc a 1g3§G(T) a IgG3 e IgG5. A IgG é a
classe de anticorpo predominante no colostro e equino e esta presente na superficie das
mucosas como trato urinério e trato respiratonmeoé o is6tipo mais abundante (DAVIS et
al., 2005)

Dentre as subclasses de IgG, as IgG 1 a 4 saweapapsuem as sequéncias de
aminoacidos mais conservadas, mas diferem nashambdades na ativacdo do sistema
complemento, durante a resposta imune (KABAT etl@P1). Também as alteracdes no

residuo N-terminal da proteina, séo criticas paativddade imunoldgica. Na 19G2, Sensel et
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al. (1997) demonstraram que mudancas nos amin@deekia regido provocaram diferentes

atividades da proteina.

No soro equino, a IgGb (IgG4 e IgG7) € encontrada maior proporcado que as
demais subclasses. As respostas sistémicas dosrpos IgG nas mucosas sado conhecidas
por desempenhar um papel importante na prote¢éoacadrios patdogenos, incluindo o virus
da gripe equinaStreptococcus equie pode limitar a severidade e a propagacao do
herpesvirus equino. O IgG4 e o IgG7 tem sido aplmstacomo 0S mais importantes
anticorpos equinos com resposta imune de protegiiana contra patdogenos intracelulares
(LEWIS et al., 2008).

2.7 Biologia Molecular e suas ferramentas

A biologia molecular tem criado ferramentas parsgpesa, tanto na medicina humana
como na medicina veterinaria. A reacdo em cadeipdimerase (PCR) possibilita testes
altamente sensiveis, cujas aplicagbes vao desdagaddtico clinico até a programas de
melhoramento animal. Contudo, tais procedimentpgnidem da habilidade de se obter DNA
em quantidade suficiente e de um extrato de bolkdgda. Ha varios métodos de purificacéo
do DNA genbmico, no entanto, ainda persistem proate como contaminacdo por DNA
estranho, inibidores de PCR e sensibilidade dacu@iéde DNA, que facilitam sua quebra
(COELHO et al., 2004). Segundo Barea e{2004) a PCR é uma técnica rapida que permite
amplificacdo de regides do genoma, a partir demagiquantidades de DNA, mesmo que

degradado.

Bueno (2004) relata que as técnicas de otimizalziextracdo de DNA para a
utilizagcdo na PCR tém permitido a investigacao iflerehtes amostras bioldgicas inclusive
guando o DNA esta presente em pequenas quantiddéaes segmentos da ciéncia sao
beneficiados com esse aperfeicoamento, como a madimrense, investigacbes criminais,
exclusdo de paternidade, a busca de marcadoresraismumu agentes infecciosos, e o
transplante de medula identificando a fixacdo daedn. Pontas de cigarro, saliva, esfregaco
bucal, soro, bulbos capilares, entre outros, pddenecer informagdes importantes desde que
analisados de forma adequada.



27

2.7.1 Extracao de DNA

Até pouco tempo, o ganho genético em animais dacoésatravés da selecdo para
caracteristicas quantitativas de interesse ecomrara feito utilizando-se apenas o fendtipo,
pois, pouco se conhecia do genoétipo dos individ@osivanco da genética molecular tem
contribuido para a area de melhoramento ao permitacesso direto ao genotipo dos
organismos em estudo, permitindo averiguacdo maeciga da estrutura genética
populacional e da variabilidade genética. O gragaleho fornecido por estas metodologias

foi a selecéo assistida por marcadores (MARQUEGS5R0

Uma etapa importante do processo de identificagagehotipo dos individuos é a
extracdo do DNA. Existem na literatura varios métode extracdo de DNA de mamiferos,
dentre eles, os métodos nao invasivos - como agédratraves de foliculo piloso — tem se
mostrado atrativos por apresentarem custo e digpé&tedtempo reduzidos, facil coleta e
estocagem das amostras. Entretanto a quantidab&deobtida por tais métodos pode ser
baixa, sendo a genotipagem possivel apenas pordaeimplificacdo por PCR. E também os
métodos invasivos — extracdo através de amostragiiseeas, técnica que apresenta uma
maior quantidade de DNA obtido apés extracdo. Qdodos de extracdo de DNA,
geralmente, sdo baseados em kits comerciais, tiessgatativamente elevados (LACORTE et
al., 2004). Neste trabalho foram utilizadas anasstte sangue provenientes de animais das

duas racas, considerados higidos, para realizacéeaddo em cadeia da polimerase.

2.7.2 PCR — Reacao em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase foi desenvolvmraKary Mullis e grupo de
cientistas da Cetus Corporation e tem sido cormildeuma das mais importantes técnicas
utilizada pela biologia molecular. A primeira pwal¢do foi realizada em 1985, na Science,
intitulada “Enzymatic amplification of B-globulinegpomic sequences and restriction site
analyses of sickle cell anemia” (ZANELLA, 2006).

Segundo Oliveira et al. (2007), a PCR apresenfdagama de aplicacoes em varios
ramos da pesquisa. Essa reacdo possibilita quentiedela regido do genoma, de qualquer
organismo, seja multiplicada em milhdes de comagpje facilita a analise genética e permite
o desenvolvimento de técnicas de diagnosticos rsaissiveis e especificas. A alta

sensibilidade, a especificidade, a facilidade decegdo e a analise de grande numero de
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amostras simultaneamente fazem dessa técnica ungdo optrativa para estudos

epidemioldgicos e para caracterizacao de microsgaws causadores de doencas.

Para que se possa amplificar determinado segntentbNA, € necessario que as
extremidades da sequéncia sejam conhecidas. O®rdlesnenvolvidos nessa reagdo sao
basicamente os mesmos componentes do processplidag& que ocorre nas células vivas.
A solucdo em que ocorre a reagdo — composta posteande DNA, nucleotideos, enzima
DNA-polimerase, cloreto de magnéspjmers ou iniciadores — é preparada em banho de

gelo e colocada em microtubos de plastico estadtiz (OLIVEIRA et al., 2007).

A PCR é considerada um processo de 3 passos, dbamda ciclos, os quais sao
repetidos varias vezes, quantas forem necess&igstimeira fase é conhecida como
desnaturacdo — esta é a fase na qual o DNA peeadesswtura de dupla hélice, por meio da
elevacéo da temperatura, para cerca de 94 a 958Esmaturacao permite quepanersse
liguem a regido complementar na sequéncia da amdstDNA. Desnaturacdo mais longa
(hot star) no primeiro ciclo pode ser utilizada com a fidalle de otimizar essa fase,
permitindo o melhor anelamento dasmers O DNA gendmico permanece desnaturado por
todos os ciclos subsequentes, porque as fitas eomepltares estdo em concentracbes muito
baixas, 0 que impede a sua reunidao.plsers por sua vez, estdo em concentracdes muito
altas, fato que facilita o encontro das regifes ptementares (OLIVEIRA et g2007). A
segunda fase, chamada de anelamento, consistengnuidia temperatura em torno de 40 a
65°C, dependendo do tipo gemer que esta sendo utilizado, para favorecer a ligdesdtes
coma sequéncia de DNA que esta sendo estudada. Ungugezprimersse anelem com a
sequéncia complementar de DNA, eleva-se a temparatd2°C (ZANELLA, 2006). Nesta
temperatura inicia a terceira fase, conhecida cextensao, quando a enzima DNA —
polimerase Tag — DNA — Polimerase) se posiciona junto gmsners que se anelaram
anteriormente e, com auxilio do magnésio, inicsnéese da nova fita. Esta sintese se inicia a
partir dosprimerspor meio da utilizacdo dos nucleotideos (ANTPg)fquam adicionados ao
tampao e que sdo sempre complementares a fita nisddsa maneira, sdo formadas novas
fitas de DNA de dupla hélice, correspondente aaregivo de amplificacdo (delimitada pelos
primerg (OLIVEIRA et al, 2007).

Este processo de desnaturacdo, anelamento e &xteesrespondem a um ciclo. Ao
final do primeiro ciclo, existem duas novas fitas [@NA, ambas idénticas a original. Cada

ciclo demora cerca de dois a trés minutos e po@emepetidos varias vezes. O crescimento a
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cada ciclo é exponencial e ao final dos ciclosterismilhbes de sequéncias idénticas a
inicial. Para obter melhor amplificacdo de uma whetieada regido do DNA sdo necessarios
30 a 40 ciclos (ZANELLA, 2006).

2.7.3 PCR - RFLP (Reacdo em cadeia da polimerase polimorfismo do

comprimento de fragmentos de restricao)

Segundo Watson et al. (2006) os cromossomos saeécuiat Unicas de DNA
extremamente longas, que podem conter milharesedesg Para estudar genes e sitios
individuais no DNA, as longas moléculas de DNA tzlulevem ser clivadas em fragmentos
menores que possam ser manipulados. Essa clivagesaligada pelas endonucleases de
restricdo, enzimas que clivam o DNA em sitios daeiemdos pelo reconhecimento de

sequéncias especificas.

As enzimas de restricdo utilizadas na biologiaemdar reconhecem, tipicamente,
pequenas sequéncias alvo (4 — 8 pb), normalmefitelfanicas, e clivam em uma posigéao
definida dentro dessas sequéncias. As enzimas diiecéie diferem ndo apenas em sua
especificidade e extensédo das sequéncias de redmem¢o, mas, também, na natureza das
extremidades do DNA que elas originam (WATSON kt2806). Segundo Scapin (2004), as
enzimas de restricdo tém sequéncias especificardehecimento no DNA, onde as mesmas
conseguem cortar (clivar) o DNA. Estas sequénd@aschamadas de sitios de restricdo (ou
seja, existéncia ou ndo de determinado sitio emafula sequéncia de DNA) que geram 0s
chamados polimorfismos de comprimento de fragmem¢osestricdo (RFLPs). As mudancas
no DNA gendmico levam a criacdo ou a eliminacdoddirminados sitios de clivagem,
alterando, assim, o tamanho de um ou mais fragmel®@®dNA. Os diferentes comprimentos
de fragmentos de restricdo constituem alelos cowtlomtes em untocusde DNA. Os RFLPs
podem surgir de delecdes ou insercdes de DNA aside acontecer através de mudancas de
nucleotideos unicos, modificando o tamanho do feagm de restricdo. Um polimorfismo
nesse nivel pode ser detectado independentemetéetcdo na sequéncia afetar ou ndo o
fendtipo. Provavelmente, poucos polimorfismos d®sside restricdo realmente afetam o
fendtipo (WATSON et al., 2006).

A coexisténcia de alelos multiplos em lonusé chamada de polimorfismo genético.

Qualquer sitio no qual existam alelos multiplos oacomponentes estaveis da populacao é,
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por definicdo, polimorfico. Para isso, o alelo degéar presente em uma frequéncia maior do
que 1% na populacdo. A base para o polimorfismee ed alelos sdo as diferentes mutacdes
que podem ocorrer na sequéncia de DNA. As altesaede umldcus incluem aquelas que
mudam a sequéncia de DNA, mas ndo mudam a sequinpiateina, aguelas que mudam a
sequéncia da proteina sem mudar a sua funcdo.aaqyet criam proteinas com diferentes
atividades e aquelas que criam proteinas mutanteango sao funcionais. Uma populacao
pode ter polimorfismo extensivo em nivel de germdtiMuitas variantes de sequéncias
diferentes podem existir em um determinddous algumas delas séo evidentes, porque

afetam o fendtipo, mas outras estédo ocultas, porgadém efeito visivel (SCAPIN, 2004).

A clivagem de DNA com enzimas de restricAo muitageg € utilizada como uma
técnica complementar no diagnostico molecular dendas infecciosas, bem como de
doencas genéticas. Os resultados de uma clivageaimgaite sdo analisados através da
técnica conhecida como Polimorfismo de TamanhoRtagmentos de Restricdo ou RFLP
(do inglésRestriction Fragment Lenght Polymorphisra qual se baseia na analise do perfil
de restricdo (tamanho dos fragmentos gerados agldsggem) de determinado fragmento de
DNA (WATSON et al., 2006).

Atualmente, a técnica de RFLP tem sido utilizaskoeiada a técnica de PCR (PCR —
RFLP). Nesta técnica, primeiramente é realizada BROR e, posteriormente, o amplicon &
clivado com uma ou mais enzimas de restricdo, ongerfil de restricdo € analisado em um
gel de agarose ou poliacrilamida (ROSSETTI e28i06).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 40 éguas, sendo 20 da raca Camapeli20 da raca Mangalarga
Marchador, das quais por puncéo da veia jugulaayriccolhidos cerca de 5 mL de sangue em
microtubos contendo citrato de sédio. Os microtdboam transportados em caixa isotérmica
contendo baterias de gelo até o Laboratério deolBga Animal Molecular Aplicada
(FAMA) do Departamento de Morfologia e Fisiologianimal da UFRPE, onde foram

realizadas as analises.

3.1. Extracdo de DNA gendmico

De cada amostra de 10 mL de sangue, foram obtsldsucocitos por centrifugagéo
(3000 rpm por 5 min) e lavagem com solucéo salx@% em NaCl), repetida por trés vezes
ou até as células (eritrécitos e leucocitos) estdrem lavadas. Em seguida, com auxilio de
uma pipeta, a camada das células brancas foi dapipara ser acondicionada em tubo

plastico de 200uL e armazenada a - 20°C.

O DNA gendmico foi extraido dos leucécitos, atrasiéastécnica fenol-cloroformio —
alcool isoamilico (modificado de SAMBROOK et al98B). Analisou-se o DNA extraido em
gel de agarose a 0,8%, corado com Blue Green Lgabiye (0,2 puL por amostra),

visualizado em luz ultravioleta e fotografado.

3.2. Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo da sequéncia referente ao IGH@4desenhado um par de
oligonucleotideos iniciadoresprfmery a partir da sequéncia conhecida de cDNA
(AY445518), através dos programas Primer3 (ROZENKAIETSKY, 2000) e Operon
(http://'www.operon.com/technical/toolkit.aspx?).pa@r deprimers escolhidos amplifica um
fragmento de 232 pb.

Oligonucleotideos iniciadores utilizados (Bioneer®)
IGHG4 — Forward: 5’CCCAACTGACATTGACATCG
IGHG4 — Reverse: 5TCATTTACCGGGAGACTTGG
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Apés a extragdo do DNA, as reac6es de amplificém@on realizadas em um volume
final de 25ul. Através da adicdo de 10 mM de Tris-HCI pH 80,mM de KCI, 2 a 3mM de
MgCl,, 100mM ou 100ng de cada um dos desoxirribonuceos, 0,4 mM de cada
oligonucleotideo iniciador, 2 U da enzima Taq DNélimerase (Fermentas®) e 30 ng de
DNA.

Figura 4. Reacdo em Cadeia da Polimerase realizada emdiefatmr.

As reacdes foram efetuadas em um termocicladocy8ier) (Figura 4). Os ciclos de
temperatura foram adequados para cada reacdo,asemhbs analises prévias de temperatura
de anelamento para o par de oligonucleotideos (WAIGHEL al., 2004): desnaturacao inicial a
95°C por 6 minutos; 8 ciclos consecutivos — desaafio a 94°C por 207, anelamento a 60°C
por 30” e extensdo a 72°C por 2 minutos; 35 cictossecutivos — 94°C por 207, 54°C por
30" e 72°C por 2 minutos; e por fim, a extensadC7@6r 5 minutos, 8°C < . O produto
obtido pela amplificacdo foi conferido por eletn@f®se em gel de agarose 1,5%. O tamanho
dos fragmentos amplificados foi estimado utilizaisséomarcador de DNA para 50 pb (DNA
Ladder — Invitrogen) e em seguida fotodocument&agu(a 5).
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3.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo do @primento de
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP)

A partir da sequéncia conhecida foram determinadagimas de restricdo
(endonucleases) para utilizagcdo na analise por REIER: Aval (Eco47l); Pmll (Eco72l);
Tad e Pvull (Fermentas®).

A reacao de corte do DNA amplificado com as enzidesestricao foi realizada de
acordo com a especificacdo do fabricante para esmdama utilizada. Apdés a digestao
enzimatica, analisou-se o DNA digerido em gel darege a 1,5%, com marcador de peso
molecular definido (DNA Ladder — 50 pb), corado c@&iue Green Loading Dye (LGC
Biotecnologia®), visualizado em transluminador etoflocumentado (Figura 5), para

verificacdo e determinacéo dos alelos.

Figura 5Visualizagéo do gel de agarose a 1,5%, no transador.

3.4. Analise dos dados

Os dados foram tratados de forma descritiva, cahcld a freqliéncia das bandas
alélicas encontradas, na forma de percentual (&® pe estabelecer a ocorréncia dos alelos
encontrados em cada raca envolvida no estudo. Asdangue existe um estado ideal de
equilibrio Hardy-Weinberg (EHW), o mesmo foi verddo utilizando o teste exato de
Fischer, através do programa GENEPOP (versdo %eh)do o nivel de significancia
padronizado para 0,05% (RAYMOND et al., 1995)



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA gendmico foi extraido através da técnica e®ol-cloroformio, de todas as
amostras, porém somente foi possivel amplificagcuéncia do gene IGHG4 em 5 amostras

da raca Mangalarga e 10 amostras da raca Campajmesentando o mesmo padréo de

amplificacdo com 232pb.

Utilizou-se o produto da PCR para o teste de REbRy as endonucleases escolhidas,
no entanto apenas a endonucleadsell foi eficiente na detecgdo de polimorfismos.
Observou-se que 9 das 15 amostras da raca Margatard) das 10 amostras da raca

Campolina apresentaram corte do DNA amplificado atiizacdo da endonucleaseal.

I.M o
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Figura 6. Fragmento de DNA amplificado (232 pb), contende@do do gene IGHG4 da

imunoglobulina G equina, em éguas das racas Camagp@fL) e Mangalarga Marchador

(MG). M: Marcador DNA-Ladder 50 bp.
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O resultado da digestdo enzimética (endonucl@askd) demonstrou a presenca, na
populacdo estudada, de trés padrdes de fragmeapossentados pelos alelos A (232 pb), B
(140 + 92 pb) e C (200 + 32 pb) (Figura 6).

232 pb _ |
200 pb —
140 pb —

Figura 7. Padréo eletroforético obtido por digestdo com andizaseAvdl da regido do
DNA que contém o gene IGHG4 em éguas da raca Camp(CL). M: Marcador DNA-
Ladder 50 pb.

Na tabela 1, encontram-se as frequéncias al@iggmotipicas do loco estudado, onde
observou-se uma maior frequéncia do alelo A emcé@ielaaos alelos B e C em todas as
populacdes estudadas. O alelo B foi encontrado amrrpropor¢cdo quando comparado ao
alelo C na raca Campolina e em menor propor¢caace Mangalarga. Foi observada uma

predominancia do genétipo AA (homozigose) em t@dagopulacdes analisadas.

by

Em relacdo a heterozigosidade observou-se uma fiadtpiéncia de individuos
heterozigotos em todas as populacbes. A analisefrégsiéncias demonstrou que as

populagdes se encontravam em equilibrio de Hardyhégy (Tabela 1).
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Tabela 1.Frequéncias alélica e genotipica, heterozigosidhdervada (Ho) e esperada (He)
e o equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) do loco d8HG4, nas racas Campolina e

Mangalarga Marchador da Zona da Mata Norte do BsladPernambuco — Brasil

Alelos Genotipos Heterozigosidade
Racas EWH*
A B C AA |AB |AC BC Ho He

CL | 0,700, 0,2 01| 0,15| 0,05 0 0,05 0,99 0,720 | 0,377

MG | 0,533]| 0,166| 0,300| 0,15 0 0,1 | 0,125 0,99 0,731 0,618

CL = Campolina; MG = Mangalarga Marchador; Ho= Hez@yose observada; He= heterozigose esperada

*populacdes em equilibrio de Hardy Weinberg

No presente estudo, apesar de serem encontradoseaor frequéncia, os alelos B
(0,2 € 0,166) e C (0,1 e 0,3) apresentaram freg@sgnificativas nas populacdes estudadas
de Campolina e Mangalarga, respectivamente.

A presenca de polimorfismo nos animais estudaddg per significados bioldgicos,
seja na determinacdo de distancias genéticas popndacoes, seja para conferir diferentes
capacidades fisiologicas do ponto de vista imuriotbg. ewis et al. (2008) demonstraram
que diferengas na constituicdo peptidica da cqoada da IgG, especialmente nos dominios
constantes (2 e G43), das diferentes isoformas desta imunoglobuhesylta em diferentes
capacidades de se ligar a proteina A ou G, poisdifitacdo de um Unico aminoacido altera

o sitio de ligac&o as proteinas.

A homologia entre as isoformas de IGHG4 é bastaatiével, Wagner et al. (2002)
observaram que entre IGHG4 e IGHG6 existe uma hogrlde 96% dos nucleotideos da
regido Gi1, e na regido 2, a homologia é de 88% entre IGHG4 e IGHGS5. A &eage
PCR-RFLP realizada neste estudo, utilizando conumrauclease #@val, demonstrou que
existem diferencas na sequéncia de nucleotideosnguificaram os sitios de restricdo da
enzima. No alelo A o sitio esta ausente, considierge ndo houve corte pela enzima e nos
alelos B e C o corte foi realizado em sitios difégs, resultando em fragmentos de diferentes
tamanhos. Wagner et al. (2004) caracterizaramtasisg#ormas de IgG utilizando a enzima

BanHI e os fragmentos gerados pela técnica PCR-RFLP.

Pode-se questionar se os polimorfismos observastasiam alterando a constituicdo

de aminoacidos desta isoforma de imunoglobulinaoatg de alterar sua capacidade
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imunoldgica. Sendo a IgG4, umas das principai®rsads de Ig equina, estudos relacionados

a estes achados com a composicdo imunolégica dstamdas éguas devem ser realizados.

Encontros internacionais tém destacado a necessladovas investigacdes sobre o
papel funcional das subclasses de IgG equina esendelvimento de ferramentas para

avaliacao das imunoglobulinas equinas (LUNN et1£198).
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5 CONCLUSAO

Apesar de ser considerado a isoforma mais cord®rda IgG, o gene IGHG4
apresentou polimorfismos entre os animais estudasigja da mesma raca ou de racas

diferentes, o que demonstra a existéncia de difasegenéticas que podem influenciar na

funcdo desta imunoglobulina.

Estudos mais aprofundados podem vir a estabetecelacdo entre estas diferencas
genéticas e a producdo de imunoglobulina, ou sogafuna imunidade passiva dos potros

recém-nascidos, através do colostro.
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