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Calundu? Pos era um zebu daquela idade.
[...] Cor de céu que vem chuva.

[...] E até a lua comecgou a alumiar o Calundu
mais do que as outras coisas,

por respeito...”

Joao Guimaraes Rosa

“The gene does not lead,
it follows.”

Mary Jane West-Eberhard



RESUMO
A perspectiva de aumentar a produtividade do gado bovino a partir da aplicagao de
melhoramento genético do rebanho é cada vez mais estudada. Dentre as regifes
gendmicas mais estudadas e promissoras tém-se o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), j& que este reltne genes importantes na resposta
imunoldgica do animal, sendo possivel selecionar marcadores nesta regido para maior
resisténcia a enfermidades e, portanto, maior producdo pecuaria. A diversidade do
MHC bovino, conhecido como BoLA (Bovine Leukocyte Antigens), foi estudada
inicialmente investigando seus genes isoladamente. A maioria dos bovinos sao
heterozigotos em BoOLA e apenas em ocasides especiais (animais homozigotos ou que
possuam informacéo de pedigree) seu haplétipo pode ser caracterizado. Portanto,
este trabalho objetivou desenvolver uma nova abordagem para descrever haplotipos
de BoLA de vacas heterozigotas, utilizando células do trofoblasto de embrides
partenogenéticos bovinos. Dois métodos para validacdo desta abordagem foram
utilizados: um painel de 445 SNPs em BoLA foi informativo acerca do efeito que a
recombinacdo meidtica apresenta na zigose da regido; e a comparacao de alelos de
BoLA-DRB3 entre a fémea bovina e sua célula trofoblastica partenogenética (CTP)
demonstrou ser um método confiavel e pratico para a investigagdo de homozigose em
BoLA. A partir de ambos os métodos, a metodologia desenvolvida aqui foi validada, ja
gue CTPs homozigotas em BoLA foram derivadas de vacas heterozigotas, permitindo
a descricdo de haplétipos de BoLA. A analise detalhada da regido de Classe lla de
BoLA-DRB3-DQA-DQB revelou a presenca de 18 hapldtipos distintos, sendo 16
destes nunca antes descritos. Além disso, dois alelos de DQA e um de DQB presentes
nestes haplétipos sdo novos. O méetodo descrito aqui foi mais eficiente do que a
investigacao por fémeas homozigotas ou inferir a composi¢ao haplotipica baseada em
informacdo de pedigree, além de evitar ambiguidades nos resultados. Novas
pesquisas buscando a otimizacdo deste método podem aumentar a sua eficiéncia e
torna-lo mais facilmente aplicavel a uma variedade de estudos genéticos, usando

espécies diferentes e com finalidades distintas.

Palavras-chave: Embrides partenogenéticos. MHC. Haplétipos de BoLA. Regido de

Classe lla.



ABSTRACT

The prospect of increasing the productivity of cattle by means of genetic improvement
is increasingly investigated. Among the most studied and and promising genomic
regions is the Major Histocompatibility Complex (MHC), since it includes key genes of
the immune response of the animals, being able to select makers in this region for
increased disease resistance and therefore greater production. The diversity of the
cattle MHC, known as BoLA (Bovine Leukocyte Antigens), has been primarily studied
using variants of serological specificities or sequencing some of its genes. Most cattle
are heterozygous at BoLA and only in special occasions (homozygous animals or
animals for which pedigree information is available) can the haplotypes be
characterized. Therefore, this study aims to develop a novel approach to describe
BoLA haplotypes from heterozygous cows, using trophoblast cells from
parthenogenetic bovine embryos derived from slaughterhouse ovaries. Two methods
for validating this approach were used: a panel of 445 SNPs spanning BoLA region
was informative on the effect of meiotic recombination on the region zigosity; and the
comparison of BoOLA-DRB3 alleles between the dam and its parthenogenetic embryo
derived trophoblast cells (PEDTC) proved to be a reliable and practical method for
investigating BoLA homozigosity. Using both methods, the approach presented here
was validated, since BoLA homozygous PEDTC were derived from heterozygous
cows, allowing the description of BOLA haplotypes. Detailed analysis of the BoLA Class
Ila region identified 18 different BoLA-DRB3-DQA-DQB haplotypes, including 16 novel
haplotypes. Furthermore, two DQA and one DQB alleles included in these haplotypes
were novel. This method was more efficient than to look for homozygous cows or infer
haplotype composition based on pedigree information, in addition to avoid ambiguities
on the results. New researches aiming for the improvement of this method can increase
its efficiency and make it more easily applicable for a variety of genetic studies, using

different species and for other purposes.

Keywords: Parthenogenetic embryos. MHC. BoLA haplotypes. Class lla subregion.
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1. INTRODUCAO

O Brasil encontra-se em uma posi¢ao privilegiada no que diz respeito a
producdo pecuaria mundial — com destaque ao gado bovino. Em 2006, tornou-
se 0 maior exportador de carne bovina no mundo e vem se mantendo entre 0s
principais produtores/exportadores deste produto desde entdo (USDA, 2014).
Entre 1990 e 2011, o rebanho bovino brasileiro aumentou cerca de 45%, tendo
a regido Norte despontado nesse crescimento, representando, em 2011, 20,3%
deste efetivo (IBGE, 2011).

Para manter-se nessa posicéo de destaque, ha uma grande preocupacao
com o controle e prevencgdo de doencas. Além disso, uma série de enfermidades
capazes de afetar os bovinos podem causar impactos sociais (baixa qualidade
dos alimentos e transmisséo de doencgas zoonoticas) e econdémicos (TEODORO
et al., 2004; MAGALHAES et al., 2004; LEITE, 2012). Dessa forma, pesquisas
tém enfocado os aspectos bioldgicos das respostas dos organismos aos
patdogenos, buscando-se avaliar loci génicos diretamente relacionados a
resposta imunologica a essas enfermidades e valida-los como marcadores
genéticos. Dentre estes, destaca-se 0 MHC (Major Histocompatibility Complex —
Complexo Principal de Histocompatibilidade, em portugués).

O MHC é uma regido cromossémica com elevada densidade génica. E
dividido em trés regides, sendo que regides de Classe | e Il possuem genes que
atuam diretamente no reconhecimento de patdégenos pelas células de defesa do
organismo (HUGHES, 2008). Em bovinos, a denominagéo utilizada para este
complexo de genes é BoOLA (Bovine Leukocyte Antigens — Antigenos
leucocitarios bovinos, em portugués). Diversos estudos relatam a associacdo de
genes de Classe | e Il de BoLA com a susceptibilidade ou resisténcia a virus,
bactérias e parasitas, além de relacdo com a producéo animal (MEJDELL et al.,
1994; MAILLARD et al., 2003; MACHADO et al., 2005; MARTINEZ et al., 2005;
UNTALAN; PRUETT; STEELMAN, 2007; SHU et al., 2011).

Genes localizados em um mesmo cromossomo podem estar em ligacao,
formando haploétipos (regides do genoma onde ha baixa frequéncia de
recombinacdo durante a meiose e, portanto, sdo herdadas em “blocos”). Devido
ao alto polimofismo alélico dos loci génicos de BoLA (todos muito proximos no

cromossomo), ha uma grande diversidade de haplétipos mantidos em uma
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populacao (FRITZ, 2009). Maillard et al. (2003) demonstraram uma importante
associacao entre um haplétipo de BoLA e a dermatofilose, utilizando o mesmo
como marcador genético para identificar animais susceptiveis a doenca. Assim,
a avaliacdo do haplétipo de BoLA pode representar uma ferramenta para sele¢éao
e reproducédo de individuos que apresentem resisténcia elevada a doencas e,
portanto, maior qualidade genética.

Uma barreira a utilizacdo em larga escala de andlises dos haplétipos de
BoLA é o fato da maioria dos individuos ser heterozigota para os loci, levando a
presenca de dois haplétipos diferentes (um em cada cromossomo 23, onde se
localiza a regido). Isso dificulta a definicdo de quais alelos especificamente
compdem cada haplétipo, ja& que normalmente cada gene é identificado
separadamente. No caso de individuos heterozigotos em mais de um locus, a
combinacéo alélica dos loci de interesse em cada haplotipo é perdida. Alguns
loci duplicados (variacdo no numero de copias) também n&o conseguiriam ser
determinados facilmente em cada haplétipo de um individuo heterozigoto.
Pesquisas que descrevem haplétipos de BoLA necessitam utilizar animais
homozigotos para ter certeza de seus resultados ou inferéncias a partir da
andlise da linhagem, comparando os progenitores e a prole.

A frequéncia de animais homozigotos para MHC é baixa devido a alta
diversidade genética em bovinos, restringindo a abrangéncia de pesquisas com
haploétipos de BoLA do gado regional do Para. Assim, uma abordagem pratica
para 0 estudo dessa regido gendmica deve ser capaz de avaliar animais
heterozigotos sem a necessidade de informacéo de linhagem. A investigacao
dos haplétipos de BoLA pode representar importantes ganhos em melhoria
genética de rebanhos bovinos ao se selecionar variantes resistentes a
enfermidades e possibilitando melhor avaliacdo da associacdo com essas
patologias. Porém, as abordagens utilizadas na descricdo de haplotipos
dificultam sua aplicacdo em larga escala nos rebanhos regionais. Portanto, este
trabalho propde a utilizacdo de células homozigotas derivadas de gametas para
0 estudo do BoLA. Para tal, serd necesséria a producdo de embribes

partenogenéticos produzidos in vitro e expanséao das células do trofoblasto.
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1.1. HIPOTESE

A utilizacdo de células de trofoblasto de embrides bovinos

partenogenéticos é uma alternativa para o estudo de haplétipos de BoLA.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Validar uma nova abordagem para a descricdo de haplotipos de BoLA

Classe lla utilizando células de trofoblasto de embribes partenogenéticos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar e expandir células trofoblasticas partenogenéticas para

isolamento de DNA;

e Validar a homozigose de fémeas bovinas e de células trofoblasticas

partenogenéticas para o BoLA Classe lla;

e Descrever haplétipos de BoLA de Classe lla DRB3-DQA-DQB de células

trofoblasticas partenogenéticas bovinas.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. PECUARIA BOVINA NO BRASIL E NO ESTADO DO PARA

O rebanho bovino representa a maior parcela da pecuaria no Brasil. Em
2011, totalizavam aproximadamente 212,8 milhdes de cabecas (IBGE, 2011),
sendo o segundo maior rebanho bovino do mundo (USDA, 2013). Na primeira
posicdo, o rebanho da india caracteriza-se como um misto de bovinos e
bubalinos, além de n&o ser um rebanho comercial na sua totalidade. Portanto, o
Brasil pode ser o detentor do maior rebanho bovino comercial do mundo (IBGE,
2011). Assim, o Brasil desponta como poténcia na producao pecuéaria mundial,
com destaque para a regiao Norte por possuir 20,3% do efetivo nacional, sendo
a segunda maior regido em termos de numero de cabecas (IBGE, 2011).

O estado do Para é o principal responsavel por esse crescimento regional,
possuindo 42% do gado bovino (8,6% de participagcédo do total nacional). Esse
boom na pecuaria pode ser evidenciado tomando-se como referéncia o
municipio de Sao Felix do Xingu (PA), que detém 1% do efetivo nacional, e ao
fato de Altamira (PA) ter subido 16 posi¢cdes no ranking de cidades com maiores
rebanhos, alcancando a 122 colocagdo em apenas um ano (IBGE, 2011).

Apesar disso, uma crescente preocupacdo com o aumento dos rebanhos
nacionais tem surgido, visto que ele esta localizado predominantemente na
Amazoénia Legal (80% do aumento do rebanho bovino; BARRETO, 2008). De
fato, em dezembro de 2007, a comunidade internacional aprovou o Plano de
Acao de Bali com a meta de reduzir as emissdes de gases de efeito estufa, com
destaque aos provenientes de desmatamento florestal (UNITED NATIONS,
2007). Nesse escopo, 0 Brasil tem a responsabilidade de promover seu
desenvolvimento agropecuario de forma sustentavel, sem maior abertura de
pastagens.

Com a demanda crescente por carne bovina, uma alternativa ao aumento
da producdo sem aumentar o desmatamento € o investimento em melhorar a
produtividade do rebanho brasileiro, que ainda esta muito aquém do ideal. Para
ilustrar essa situagdo, os Estados Unidos da América, com o quarto maior
rebanho bovino do mundo, apresentam a maior producao de carne bovina, sendo

reflexo da eficiéncia produtiva deste pais (IBGE, 2011).
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Dentre as causas da reducdo da produtividade de um rebanho e sua
rentabilidade esta a incidéncia de enfermidades. Toma-se como exemplo a
necessidade do controle da febre aftosa para expansao da exportacao de carne
bovina e conquista de novos mercados. Além desta, diversas outras
enfermidades sdo responsaveis por queda de produtividade, condenacéo de

carcacas e mortes dos animais.

3.2. PERDAS EM DECORRENCIA DE ENFERMIDADES

Diferentes doencas podem ser importantes fatores que levam a reducéo
de produtividade. Deve ser entendido que os impactos econdmicos a atividade
pecuaria sdo decorrentes desde a reducao da qualidade de produto até a perda
de animal produtivo. Assim, a sanidade animal representa uma ampla
perspectiva de crescimento em producéo.

Uma das principais causas que afetam a producdo de gado em paises
tropicais € a infestacdo por ectoparasitas (JONSSON, 2006; BIANCHIN et al.,
2007). Dentre estes, a acdo do carrapato Boophilus microplus € responsavel pela
perda de 2 bilhdes de ddlares por ano na pecuaria brasileira (JACINTO et al.,
2012). Este € responsavel pela diminuicdo da qualidade intrinseca do couro via
lesionamento da pele durante o repasto sanguineo e modificagdes estruturais no
tecido, tornando o couro menos resistente a tracao.

Além disso, animais infectados por esse carrapato apresentam reducao
no ganho de peso e producéo de leite, diminuicao de fertilidade, maior ocorréncia
de doencas e morte (TEODORO et al., 2004). Entre as explicacdes para as
perdas estdo o aumento do desconforto do animal (afetando a taxa de conversao
diaria), a espoliagdo do sangue e a transmissédo de patdgenos, responsaveis pelo
desenvolvimento da “tristeza parasitaria bovina” — babesiose e anaplasmose,
ambas causadas por protozoarios cujo principal vetor € o carrapato (FURLONG,
1993; TRINDADE; ALMEIDA; FREITAS, 2011). Portanto, a incidéncia de
ectoparasitas impacta toda atividade pecuaria, seja para gado de corte ou gado
de leite.

Como exemplo de doencga prépria de gado leiteiro tem-se a mastite,
caracterizada por uma reacdo inflamatoria na glandula mamaria. Esta

enfermindade pode ser causada por diversos microorganismos (desde bactérias
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e fungos a virus e algas), sendo a principal causa de perdas econémicas na
cadeia produtiva do leite, seja na forma clinica ou subclinica (SIMOES;
OLIVEIRA, 2012). Como revisado por estes autores, as perdas econdémicas
acarretadas pela mastite no gado bovino sdo amplamente estudadas. A reducéo
na producéo leiteira pode alcancar 64% em alguns rebanhos, onde a valoracao
da perda por vaca acometida por mastite pode chegar a US$ 200,00 ao ano.
Esta enfermidade afeta o préprio valor de descarte do animal (quando o animal
€ destinado ao abate), podendo ocorrer uma desvalorizacdo de 67% do mesmo
(SIMOES; OLIVEIRA, 2012).

Diversas outras doengas que acometem o gado afetam a rentabilidade da
pecuaria, como a dermatofilose (MAILLARD et al., 2003), a leucose viral bovina
(TOSTES, 2005), a brucelose e a tuberculose (BRASIL, 2006). De forma a
atenuar as perdas econdmicas, busca-se a utilizacao de técnicas sanitarias mais
adequadas, bem como o tratamento com farmacos (antibiéticos e acaricidas, por
exemplo) e a vacinacdo do gado. Em contraponto, a utilizacdo de antibiéticos e
acaricidas eleva o custo de manutencédo do rebanho, além de potencialmente
selecionar linhagens de patégenos e parasitas gradativamente mais resistentes
aos tratamentos (FRAGA et al., 2003; IBELLI et al., 2011). Pensando em longo
prazo, deve-se tomar precaucao quanto a administragcédo de tais produtos.

Como alternativa, a vacinacao do gado é uma pratica bem estabelecida
na bovinocultura brasileira, onde diversas vacinas séo utilizadas para controlar
enfermidades como a febre aftosa, brucelose e clostridiose. A ampliacédo de
programas de vacinagdo para outras enfermidades é limitada pela inexisténcia
de vacinas eficazes ou por complexidade da enfermidade, como € o caso de
mastite (TIWARI et al., 2013), leucemia bovina viral (GUTIERREZ et al., 2014),
anaplasmose e babesiose (SUAREZ; NOH, 2011). Nao obstante, uma série de
mecanismos governamentais sdo implementados para redugéo ou erradicacdo
de algumas enfermidades, como brucelose, tuberculose, raiva e encefalopatias
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2009), implementando tecnologias e normatizacdes de
controle, prevencao e gestao voltadas a sanidade animal.

Outra forma de controlar a incidéncia de doencas é a sele¢do de animais
mais resistentes (ou eliminacdo dos mais susceptiveis). Conta-se, portanto, com
o fator genético para melhorar a resisténcia do rebanho a algumas doencas

endémicas de cada regido. Por exemplo, no geral os touros zebuinos
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apresentam maior resisténcia a carrapatos que as racas taurinas (ALENCAR;
FRAGA; DA SILVA, 2005). Assim, gado zebuino pode ser utilizado
preferencialmente em areas tropicais, onde a incidéncia de carrapatos € mais
elevada.

Além disso, mesmo rebanhos de racas puras apresentam variacao
individual na resposta as enfermidades, onde alguns animais sé&o
fenotipicamente mais resistentes. Esses individuos s&o verdadeiros
reservatorios genéticos de caracteristicas de interesse agropecuario. Dessa
forma, € possivel utilizar-se de técnicas de biologia molecular para revelar quais
regibes do genoma do animal estdo conferindo essa resisténcia natural as
doencas, utilizando marcadores genéticos que ajudardo na selecao dos animais
de interesse zootécnico.

As bases genéticas para a resisténcia a doencas estdo continuamente
sendo investigadas, levando ao desenvolvimento do campo da genética animal,
imunologia e imunogenética. Dentre as regides que merecem destague nesse
contexto, o MHC relne genes importantes para a imunidade adaptativa do
organismo e a propria resposta a programas de vacinacao (FRITZ, 2009; BEHL
et al., 2012). A composicao genética e diversidade Unicas desta regidao séo
responsaveis pela grande atencdo dada a ela, visto que acredita-se ser moldada
pela interacdo patdégeno-hospedeiro, em um processo coevolutivo (BORGHANS;
BELTMAN; DE BOER, 2004; ZHANG; HE, 2013).

3.3. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)

O MHC, presente em todos os vertebrados com mandibula (OKAMURA
et al.,, 1997; FLAJINIK; KASAHARA, 2001; HUGHES, 2008), apresenta uma
importante ferramenta imunoldgica na protecdo do organismo. Como o préprio
nome sugere, sua descoberta esta associada ao estudo de como o0 organismo
reconhece o que € proprio e 0 que ndo é (na rejeicdo de tecidos e Orgaos
implantados; GORER, 1936; SNELL, 1948; SNELL; HIGGINS, 1951; VAN
ROOD et al., 1968). Portanto, algumas de suas proteinas atuam na distin¢do das
moléculas do corpo e moléculas invasoras, armando uma resposta imunoldgica

para combaté-las.
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E uma regido Unica ao se levar em consideracéo a alta densidade génica
e sua evolucdo. Porém, para melhor entender o contexto no qual se insere dentro
da defesa do organismo, € preciso entender como suas proteinas diferem nos

seus alvos e se complementam na resposta imunoldgica.

3.3.1. Organizacdo do MHC

O estudo do MHC foi desenvolvido inicialmente em humanos e
camundongos. Nestes, os genes de MHC estdo reunidos em trés regioes,
conhecidas como regiao (ou sub-regido) de Classe I, Il e lll (MHC SEQUENCING
CONSORTIUM, 1999). As regibes de Classe | e Il retnem 0s genes que
codificam as proteinas apresentadoras de antigenos (denominadas antigenos
leucocitarios humanos — HLA — nesta espécie), enquanto que a Classe Il
reune genes com diversas fungdes, incluindo algumas relacionadas ao sistema
imune (por exemplo proteinas do sistema complemento e fator de necrose
tumoral; MHC SEQUENCING CONSORTIUM, 1999).

As moléculas de HLA apresentam dominios com evidéncias de homologia
com a familia das imunoglobulinas (HUGHES, 2008). Apesar disso, ainda é
desconhecido como este loci se formou, evento que provavelmente ocorreu
concomitante a evolugdo do sistema imune adaptativo dos vertebrados. Ao
estudar a homologia das regides do MHC em diferentes espécies, € possivel
inferir que a estrutura da regido de Classe Il é relativamente estavel em
mamiferos placentérios, organizacdo tal que deve ter se formado antes da
irradiacdo das ordens de mamiferos (HUGHES, 2008). Ja a regido de Classe |
sofreu grandes modificagbes na historia evolutiva, mesmo comparando-se
ordens de mamiferos, por processos de duplicacdes e dele¢cdes (HUGHES; NEI,
1989).

A regido de Classe Il é a regido mais conservada do MHC, apresentando
genes que sdo compartilhados até mesmo com ourico do mar, mosca-da-fruta e
Caenorhabditis elegans (SMITH; SHIH; DACHENHAUSEN, 1998;
TRACHTULEC; FOREJT, 2001; DANCHIN, et al, 2003). A partir do
desenvolvimento do sistema imune adaptativo e evolucao das regides de Classe

I e Il, é possivel que os loci de Classe Ill sejam a regiéao original que se ligou por
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acaso, na evolucdo do sistema adaptativo, aos demais loci de MHC (FRITZ,
2009).

Em termos gerais, podemos entender a acdo das proteinas do MHC de
Classe | e Il como glicoproteinas apresentadoras de antigenos (ZINKERNAGEL;
DOHERTY, 1974). Estudos realizados com cristalografia de raios-X revelaram a
estrutura tridimensional dessas proteinas, ajudando a elucidar como atuam na
apresentacao antigénica (BJORKMAN et al., 1987; BROWN et al., 1993). Tanto
as de Classe | quanto as de Classe Il apresentam sitios de ligacdes de antigenos
e interacdo com linfocitos T (Figura 1). As caracteristicas moleculares que
distinguem essas duas classes proteicas sao importantes para o entendimento
da sua acao tanto no contexto da resposta imune, seja no combate a patégenos
ou no controle de células cancerigenas (BEHL et al., 2012).

3.3.2. Estrutura dos Genes de Classe l e ll

Os éxons dos genes de Classe | e |l estdo ilustrados na Figura 1. E
possivel observar que as sequéncias codificadoras da regido de ligacdo ao
antigeno nestas proteinas encontram-se nos éxons 2 e 3 para as moléculas de
Classe | e no éxon 2 para as moléculas de Classe Il (KUBY, 1997). Estas
proteinas sdo altamente polimorficas e as diferencas alélicas se concentram
principalmente nesses exons, devido a sua importancia na ligacao aos antigenos
(SENA, 2003; RADWAN; BIEDRZYCKA; BABIK, 2010).

A proporcao de substituicdes nucleotidicas ndo-sinénimas (que levam a
modificacdo de aminoacidos), € elevada em comparacdo com a proporcao de
substituicbes nucleotidicas sinbnimas (que nao levam a substituicdo de
aminoacidos) na regido de ligacdo ao antigeno, demonstrando estar sofrendo
um processo evolutivo que favorece a diversificagdo da proteina (selegéo
positiva), enquanto que nos outros dominios ocorre o oposto (NEI; HUGHES,
1991). O elevado polimorfismo também evidencia a manutencao das variantes

alélicas nas populacdes naturais.
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Figura 1 — Estrutura das proteinas do MHC de Classe | e |l
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A, é possivel observar a conformacdo das proteinas, com destaque aos dominios
extracelulares. B, a estrutura dos genes, onde destacam-se quais éxons contribuem
para cada parte estrutural da proteina e exemplos de genes do MHC bovino para cada
Classe. A regido de ligagédo aos antigenos esta destacada, sendo o sitio onde pequenos
peptideos de origem enddgena (Classe |) ou exdgena (Classe Il) se ligam para serem
apresentadas as células T citotoxicas (Classe |) ou as células T auxiliares (Classe Il). E
possivel perceber que a proteina de Classe Il é codificada em dois genes distintos,
responsaveis pela cadeia a e B, respectivamente, que juntas formaram uma molécula
de MHC Classe Il funcional. Boxes indicam éxons e linhas indicam introns. Modificado
de Kuby (1997).

No contexto da apresentacdo de antigenos, a diversidade representa a
possibilidade de reconhecer um maior nimero de peptideos dos agentes
patogénicos. Ja que esta regido ira de fato reconhecer os antigenos exégenos,
uma maior variabilidade genética na populacdo pode torna-la mais resistente a

pressao exercida pelos patdgenos.
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3.4. A APRESENTACAO DE ANTIGENOS

No contexto fisiolégico do animal, a apresentacdo de antigenos por
moléculas de MHC regula o funcionamento da resposta imunolégica e atua no
controle da homeostase do organismo. Em dltima analise, as moléculas de MHC
serdo importantes para desencadear mecanismos de defesa especificos contra
o agente infectante. De forma simplificada, estas proteinas tém entre suas
funcdes deflagrar se ha infecgcdo no organismo, identificar o agente infectante e
gue grau de resposta necessario para combaté-lo (JANEWAY et al., 2007;
SOMPAYRAC, 2012).

As moléculas de Classes | e Il diferem em seus alvos. Resumidamente,
antigenos endogenos (sejam eles préprios ou provenientes de patégenos
intracelulares) serdo ligados a moléculas de Classe I, enquanto antigenos
exogenos (sejam eles proprios ou provenientes de patdgenos extracelulares)
serdo ligados a moléculas de Classe Il. Ambas as moléculas sdo altamente
expressas em células apresentadoras de antigeno (APC, antigen presenting
cells), sendo componente essencial para a ativacdo dos linfécitos T, que séo
células responsaveis pela resposta imune celular adaptativa.

Entretanto, as moléculas de Classe | também sdo expressas em quase
todas as células nucleadas do organismo. Essa caracteristica € importante, pois
entende-se que patdgenos intracelulares poderiam infectar qualquer tipo de
célula e, assim, evitar o sistema imunoldgico, escapando da eliminagdo
(JANEWAY et al., 2007; SOMPAYRAC, 2012).

Na Figura 2 € possivel observar, de forma resumida, como o0 sistema
imunologico identifica essas ameacas. Apos a infeccdo por virus e outros
patdgenos intracelulares, a célula passa a ser hospedeira responsavel pela
replicacdo e sintese de muitas de suas moléculas. Como parte do mecanismo
endogeno de degradacao proteica, uma parcela de todas as proteinas presentes
na célula é degradada em peptideos menores, sendo transportados ao reticulo
endoplasmatico. Nesse momento, entram em contato com moléculas de Classe
I. O sitio de ligacdo ao antigeno ird se complexar as cadeias peptidicas que
apresentarem afinidade quimica com o mesmo, englobando tanto proteinas

proprias da célula quanto proteinas do parasita.
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Figura 2 — Modelo esquematico da apresentacdo de antigenos pelas moléculas de Classe I.
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Da esquerda para a direita, observa-se a infec¢do por um virus, clivagem das proteinas virais nos proteassomas, interacdo das mesmas e moléculas
de MHC de Classe I, no reticulo endoplasmaético, exocitose do complexo proteina de MHC-antigeno e interacdo com linfocitos T citotoxicos. TCR,
receptor de célula T; BoLA-A é um exemplo de proteina de MHC de Classe | bovino; CD8, cluster of differentiation 8 (co-receptor de célula T citotdxica).
Baseado em Sompayrac (2012).
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Ao ser exportado para a superficie da membrana plasmatica, proteinas de
Classe | ligadas a peptideos do patdgeno podem ser reconhecidas por linfocitos
T citotdxicos através de seus receptores de células T (TCR) e co-receptor CD8.
Visto que as moléculas de TCR sdo selecionadas para nédo reconhecerem
peptideos do nosso organismo, os linfocitos T citotdéxicos, ao reconhecerem que
a célula esta infectada, iniciam uma sinalizagdo em cadeia que culminara na
apoptose da mesma. Assim, o organismo é capaz de eliminar as células
hospedeiras e impedir uma maior proliferacdo do patégeno (JANEWAY et al.,
2007; SOMPAYRAC, 2012).

As moléculas de Classe Il estdo presentes apenas em APCs e linfécitos
B e séo reconhecidas por linfocitos T helper CD4 (auxiliares) no combate as
infeccbes. Patdgenos no organismo sao fagocitados por macréfagos ou suas
moléculas captadas por células dendriticas, onde seréo digeridos em peptideos
menores nos endossomos. Nesse sitio as moléculas de Classe Il sdo capazes
de se complexar a esses antigenos exdgenos, sendo externalizadas a partir da
exocitose (JANEWAY et al.,, 2007). Na superficie celular serdo capazes de
interagir com as moléculas de TCR dos linfécitos T helper e, caso sejam
reconhecidas pelas mesmas, iniciardo uma cadeia de liberagéo de citocinas para
hiperativagdo de outras células do sistema imune, como macrofagos e
neutrofilos (Figura 3).

Assim, as moléculas de Classe Il sdo importantes para o controle do
estado de infecgdo local. A liberacdo de citocinas servird como sinalizador para
o recrutamento de células do sistema imune para o combate aos patdgenos,
além de sinalizarem a hiperativacdo das mesmas, tornando-as mais eficazes na
funcdo de eliminar os agentes infectantes (JANEWAY et al., 2007,
SOMPAYRAC, 2012).

Devido a diversidade destas moléculas nas populacdes, individuos
diferentes reconheceréo peptideos distintos de um mesmo patdgeno, montando
uma resposta de acordo com a interacéo entre suas moléculas de MHC e esses
peptideos exdgenos. Portanto, é possivel perceber o papel que tais moléculas
apresentam no contexto da sanidade animal e, portanto, tornaram-se alvos para
a selecdo de marcadores genéticos para resisténcia a doencas em animais

domésticos, como 0s bovinos.
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Figura 3 — Modelo esquematico da apresentacédo de antigenos pelas moléculas de Classe Il.

Interagcao com
Linfocito T helper

Apresentacao DRA DRB \
do antigeno

DQA DQB

Patégeno

&
—/L’f
@ Digestao
@ " Ligagdo ao antigeno

MHC de Classe Il

Da esquerda para a direita, observa-se a infecgdo por patdgenos extracelulares, fagocitose pela célula apresentadora de antigeno, digestao e
clivagem dos peptideos do patdégeno, interacdo de moléculas de MHC de Classe Il com peptideos do patégeno, exocitose do complexo molécula
de MHC e antigeno, apresentacao antigénica e interacdo com linfocito T helper (auxiliar). TCR, receptor de célula T; CD4, cluster of differentiation
4 (co-receptor de linfécitos T helper); DRA, DRB, DQA e DQB, exemplos de polipeptideos que comp&em o MHC de Classe Il bovino, sendo a
molécula DQ funcional formada por DQA e DQB, e a molécula DR por DRA e DRB. Baseado em Sompayrac (2012).
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3.5. BoLA — BOVINE LEUKOCYTE ANTIGENS

O MHC bovino, denominado BoLA, esta localizado no cromossomo 23
(AMILLS et al., 1998). No inicio dos estudos desta regido, percebeu-se que sua
organizacao difere dos outros mamiferos. Agregando informacdes de outras
espécies préoximas (bubalinos, caprinos e ovinos, por exemplo), chegou-se a
conclusdo de que em ruminantes aconteceu um evento de inverséo
cromossOmica, levando a separacao dos loci de Classe 1l em duas (sub)regides:
regido lla e regido llb (VAN EIJK et al., 1995; CHILDERS et al., 2006; Figura 4).

Figura 4. Mapa genético do cromossomo 23 bovino, com destaque as sub-

regides do MHC bovino (Classe 1ll/1, lla e lIb).

E\E.EMB

38 53 06 24 4.2cM
| | | |—I |
F13A PL1 BF DRB3 DYA
PRL BOLA-A ——— LMP2
PRP@ C4
cyp21 DQA2 DYB
HSP70-1 DQB1 DOA
DQB2 DOB
HSP70-2
" DRA TCP1
DRB1 DMA
BoLA-B  DRB2
| 11 | | |
1 lla llb

Na figura € possivel observar os principais genes em cada regido de BoLA, bem como
a distancia entre estas em cM. Imagem retirada de Takeshima & Aida (2006).

A Classe lIb se encontra separada por aproximadamente 20 cM do
restante do BoLA (CHILDERS et al., 2006; BRINKMEYER-LANGFORD et al.,
2009). Esta regido apresenta em torno de 450 kb, onde se localizam alguns
genes que codificam moléculas apresentadoras de antigenos (ex. DMA, DMB,
DYA e DYB; BALLINGALL et al., 2004) e outros de funcdes diversas (ex. DNA e
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DOB com fung¢éo reguladora, LMP2 e LMP7 atuando no proteassoma). Também
estad presente um gene de histona (H2B) e um gene de transporte TAP2.1
(AMILLS et al., 1998; BALLINGALL et al., 2004; CHILDERS et al., 2006).

O segundo “bloco” de BoLA, reune continuamente as regides de Classe
lla, Il e I. Como em muitos mamiferos, a regido de Classe lll se interpde entre
as de Classe | e Il (BRINKMEYER-LANGFORD et al., 2009). Com o restante dos
genes de Classe Il, encontram-se na Classe lla os genes altamente polimérficos
DQA, DOQB e DRB3 (61, 78 e 130 alelos descritos, respectivamente; IPD-MHC,
2014). A duplicacao de loci também é uma caracteristica marcante do MHC
(BONTROP, 2006; HUGHES, 2008). Em bovinos, por exemplo, 0S cromossomos
podem apresentar uma ou duas coépias de DQB (ja foram descritas cinco
variantes nao alélicas deste gene); até trés copias de DQA (do total de cinco loci
distintos; PARK et al., 2004; MIYASAKA et al., 2012); e trés copias de DRB,
sendo o DRB3 o mais polimérfico, DRB1 um pseudogene e DRB2 um gene
monomorfico (FRITZ, 2009; BEHL et al., 2012).

Os demais loci com atuacéo na apresentacédo de antigenos localizam-se
na regido de Classe |. Esta regido apresenta pelo menos seis genes expressos
por cromossomo. No total, j& foram descritos 96 alelos para os genes classicos
(ubiguamente expressos) de BoLA Classe |, além de 18 alelos nos loci ndo
classicos (de expresséao restrita; BIRCH et al., 2006; IPD-MHC, 2014).

Considerados em conjunto, (i) o alto polimorfismo dos genes, (i) a
variacdo em termos de numero de loci entre individuos, e (iii) a presenca de duas
regides de BoLA em cada organismo (uma em cada cromossomo 23), € possivel
perceber que a diversidade de MHC na populacéo é elevada. Porém, esses loci
estdo ligados no cromossomo. No caso de BoLA, devido a proximidade dos loci,
as regioes de Classe lla-1ll-I estdo em desequilibrio de ligagdo (FRITZ, 2009).
Portanto, os genes adjacentes sdo herdados em blocos (haplétipos), onde as
combinacgdes desses alelos sdo mantidas em ligacdo no decorrer das geracdes
(Figura 5). Esse desequilibrio de ligacdo também engloba genes no entorno do
BoLA.

A manutencdo de algumas combinacfes de loci e alelos nos haplotipos
pode ter importancia evolutiva, visto que essa configuracdo altamente
polimorfica provavelmente foi selecionada frente a pressdo exercida por

patogenos, de forma altamente dinamica. De forma simplificada, a variacdo
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genética individual e populacional impede que parasitas sejam capazes de levar
uma espécie a extincdo e, ao que tudo indica, esse € o principal motor da
diversidade de MHC (RADWAN; BIEDRZYCKA; BABIK, 2010). Ademais, estas
caracteristicas tornam essa regido o principal alvo de estudos relacionando o
background genético de um individuo com a incidéncia de doencas, tanto em
humanos (STEWART et al., 2004; BASCHAL et al., 2009) quanto em bovinos.

Figura 5 — Representacéo grafica do desequilibrio de ligacdo na regido de BoLA.

BoLA

./u\

Acima o gendétipo parental e abaixo as possiveis combinagdes de alelos na formacéo do
gameta. Cada barra colorida representa um alelo de um determinado locus. E possivel
perceber que ndo ha recombinacado entre os alelos de BoLA, enquanto que em outros

loci a recombinacao ocorre, demostrando, assim, a manutencéo de alelos ligados na
regido de BoLA.

3.5.1. Associacdo de BoLA com Doencas

Desde 1982, pesquisadores buscam associagdes entre a diversidade de
BoLA e doencas (SOLBU; SPOONER; LIE, 1982 apud LIE et al., 1986). O
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advento de novas técnicas de biologia molecular e reducdo dos custos
possibilitaram a realizagdo em maior escala de tais estudos. Hoje, é abundante
a quantidade de pesquisas nesta area, utilizando diferentes técnicas, enfocando
a relacdo entre alelos de BoLA e uma série de enfermidades que acometem os
animais, dentre elas mastite, leucemia bovina viral, dermatofilose, quetose e
ectoparasitoses (Tabela 1).

Tais pesquisas foram bem sucedidas em identificar alelos que se
relacionam com a susceptibilidade ou resisténcia as enfermidades. Para mastite,
estudos tém enfocado os genes de Classe Il, com destaque ao DRB3 (para
referéncias, ver Tabela 1). Sharif et al. (1998a) e Sharif, Mallard e Sargeant
(2000) trouxeram importantes contribuicbes nesse campo, onde foram capazes
de identificar alelos associados com a susceptibilidade a mastite clinica severa
e posicOes de aminoacidos importantes nesta susceptibilidade.

Apesar disso, existem resultados contraditorios entre estudos no que diz
respeito ao efeito de alguns alelos especificos (DIETZ et al., 1997; KELM et al.,
1997; SHARIF et al., 1998a; STARKENBURG et al., 1997; MACHADO et al.,
2005). Tais contradicdes podem ser decorrentes do tamanho amostral e modelo
estatistico, diferentes ambientes e patdgenos responsaveis pela enfermidade e
do proprio haplotipo de BoLA dos animais estudados. Esse ultimo se deve ao
fato de que estudos utilizando marcadores moleculares ndo necessariamente
revelam efeito causal do alelo estudado, podendo representar indiretamente o
efeito de regides proximas mantidas em ligacdo (como acontece em estudos
utilizando associacdo ampla do genoma; BUSH; MOORE, 2012). Portanto,
diferentes populacdes, apesar de terem 0 mesmo alelo para um gene de BoLA,
podem ter este ligado a variantes distintas de outros genes responsaveis pelo
fendtipo resistente ou suscetivel observado. Estudos com quadros clinicos
provocados por diversos agentes tornam a identificagdo de associagcdes com
BoLA mais elusiva e complexa.

Enfermidades causadas por apenas um agente etiologico também foram
avaliadas. Como exemplo disso, tem-se 0 virus da leucemia bovina (Tabela 1).
Juliarena et al. (2008) identificaram alelos associados tanto a resisténcia quanto
a susceptibilidade a perfis de infeccédo pelo virus. O alelo que conferia maior
susceptibilidade a enfermidade ja foi correlacionado em outros estudos com

susceptibilidade a mastite e contagem de células somaticas (KELM et al., 1997).
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Esses resultados podem indicar a possibilidade de selecdo de animais
resistentes a multiplas enfermidades.

Uma vez que essas doengas, como discutido anteriormente, afetam a
producdo do animal, é possivel relacionar alelos de BoLA com tais parametros
(Apéndice A). Tais associacbes mostram o efeito indireto dos loci de MHC sobre
o desempenho do sistema imune, podendo ser reflexo de resisténcia e
susceptibilidade as condicbes ambientais que o rebanho enfrenta. Mejdell et al.
(1994) demonstraram associacao de alelos de BoLA de Classe | com a
fertilidade, sendo que os individuos com os alelos A2 e A11 eram, no geral, mais
férteis pela avaliagdo de taxa de ndo-retorno ao estro apos 60 dias de
inseminacao. Mais recentemente, Machado et al. (2005) encontraram alelos de
DRB3 associados a maior producédo de leite em rebanhos da raga Gir do Estado
de Minas Gerais. Percebe-se assim a importancia de BoLA nos aspectos
produtivos da pecuéria.

Em populacdes naturais da ave Chapim-real (Parus major), foi observado
associacdo do MHC com o fitness do organismo, com impacto tanto na
sobrevivéncia quanto no sucesso reprodutivo (SEPIL; LACHISH; SHELDON,
2013). A associagao de MHC com aspectos da vida de animais silvestres e
domésticos, como a quantidade de prole durante a vida, tempo de vida produtiva
e tamanho da prole, apresentam-se como um interessante campo de estudos
em genética animal e ganho genético.

Ressalta-se, assim, a importancia destes estudos para o manejo do
rebanho bovino. Pesquisas com este objetivo devem preocupar-se
principalmente com o numero de animais avaliados, o(s) agente(s) etioldgico(s)
presente(s) no quadro clinico e os loci estudados. A avaliacdo do haplotipo de
genes de Classe |, Il e/ou lll pode ajudar a solucionar inconsisténcias entre
estudos, bem como a real relagéo da resisténcia e susceptibilidade de alguns

animais a doencas.



Tabela 1 — Associagéo de alelos de BoLA-DRB3 com doencas.
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Doencat Raca Alelo? Associacaos Técnica*
Ectoparasitoses
Martinez et al. 2005 Crioulo e Brahman *2701, *2801 Resisténcia PCR-RFLP
Martinez et al. 2006 Raca mista *18, *20, *27 Resisténcia PCR-RFLP
Untalan et al. 2007 Raca mista *4401 Resisténcia PCR-RFLP, Clonagem
. . . *2,*3, *16, *20 Susceptibilidade
Duangjinda et al. 2013 Sahiwal, Raca Mista *14, *10, *41, *51 Resisténcia PCR-RFLP
Brucelose
Martinez et al. 2005 Crioulo e Brahman *0601 Susceptibilidade PCR-RFLP
Mastite
, *23,%24 Resisténcia PCR-RFLP
Kelm etal. 1997 Holstein *16 Susceptibilidade PCR-RFLP
. -
Starkenburg et al. 1997 Holstein *zg S”;Z‘;?Stt'g'r:'gizde PCR-RFLP
.. . *15, *22, *51 Resisténcia
Duangjinda et al. 2008 Holstein x Zebu *] *52 Susceptibilidade PCR-RFLP
: *3 Resisténcia
Rupp et al. 2007 Holstein *g Susceptibilidade PCR-RFLP
Sharif et al. 1998a Holstein *23 Susceptibilidade PCR-RFLP
Hameed et al. 2008 Holstein *23 Susceptibilidade MPT-PCR
. *11, *18, *24 Resisténcia
Kulberg et al. 2007 Nowergian Red 22 %26 Susceptibilidade PCR-RFLP
. . *0101, *1501 Susceptibilidade
Yoshida et al. 2009 Holstein %1101, *1201 Resisténcia PCR-SBT
. . *1201, *1501 Susceptibilidade
Yoshida et al. 2012 Holstein %0101, ¥1101, *2703 Resisténcia PCR-SBT
Cetose
Sharif et al 1998a Holstein Sem associacao
Ovdério cistico
Sharif et al. 1998a Holstein *16, *22 Resisténcia PCR-RFLP
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Tabela 1 — Continuagéo

Infeccéo por BLV e PL

* * 1 A i
Juliarena et al. 2008 Holstein 1111612 Sulzgzlpsttigir:ig:de PCR-RFLP, PCR-SSO
* * 1 A i
Juliarena et al. 2009 Holstein *1111’121302 222:2:223: PCR-RFLP, PCR-SSO
* * 1 A i
Miyasaka et al. 2013 Japanese Black 098&01101 Sulzsslpsttisir:ig: de PCR-SBT
*23, *25, *28, *40 Resisténcia
Painei et al. 2009 Holando-Argentino — PCR-RFLP
%22, %24 Susceptibilidade
Febre Aftosa
* * * 1 A 1
Garcia-Briones et al. 2001 Hereford *11’2 3*’187 SuZ(cazlpSttiEirl]i((:jIZde PCR-RFLP
* * * 1 A 1
Gowane et al. 2013 Raca mista 0201, *(1)281 1501 SuZ(cezlpSttiEirl]i((:jIZ de PCR-SBT
* * 1 A 1
Baxter et al. 2010 Holstein x Charolais *(1)281 *;ggi SuZ(cezlpSttiEirl]i((:jIZ de PCR-SBT

Retencéo de placenta
Sharif et al. 1998a Holstein *3 Resisténcia PCR-RFLP

Paratuberculose

Holstein x Slovak Val53Glu, Val53Leu, Asp57His, Arg84Glu Susceptibilidade

Ratislav & Mangesh 2012 spoted Asp57Asn, Phe60Tyr Resisténcia PCR-SSCP
Pancitopenia neonatal bovina
Ballingal et al. 2011 Holstein Sem associagao
Infeccao por Neospora caninum
Schwab et al. 2009 Holstein Sem associagao

1Trabalhos que relatam associagdo de alelos RFLP utilizando apenas 1-2 enzimas foram omitidos. BLV, bovine leukemia virus; PL, persistente lymphocitosis;

2A nomenclatura utilizada para o alelo varia dependendo da técnica utilizada para determina-lo;

3A forma de diagndstico da enfermidade e modelo estatistico variaram entre cada estudo;

4PCR-RFLP, polymerase chain reaction (PCR) using restriction fragment length polymorphism; MPT-PCR, multi-primer target PCR; PCR-SBT, PCR using sequence
based typing; PCR-SSO, PCR using sequence-specific oligonucleotides; PCR-SSCP, PCR using single stranded conformation polymorphism.
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3.5.2. Importéancia de se Avaliar Haplotipos

E necessario ressaltar que Maillard et al. (2003) estudaram a associag&o
entre alelos de DRB3 e DQB com a susceptibiidade a dermatofilose,
descrevendo a melhor associacdo com o haplétipo DRB3-DQB, sendo validada
em diversos rebanhos bovinos (MAILLARD et al., 2003). Esse trabalho permitiu
a visualizagao da importancia que a combinacao de dois alelos tem na incidéncia
da patologia nos individuos. A correlacdo entre este haplotipo e a dermatofilose
€ tdo elevada que permitiu aos pesquisadores aplicarem uma selecéo eugénica,
removendo do rebanho todos os animais que apresentavam tal haplotipo. O
resultado, como relatado por Maillard et al. (2003), foi a reducéo da prevaléncia
da doenca de 70% para 2% em 5 anos de selecéao.

Seguindo esta linha de estudo, Park et al. (2004) relataram associag&o
significativa entre um haplétipo de Classe lla, englobando alelos de DRB3-DQA-
DQB, e mastite em rebanho Holstein. O préprio nimero de copias de genes DQA
pareceram relacionar-se com a susceptibilidade a doenca, onde animais com
poucos alelos eram mais prevalentes no grupo de individuos susceptiveis a
mastite (PARK et al., 2004).

E possivel perceber que a combinacdo entre os alelos de BoLA pode ter
importancia na etiologia das enfermidades, sendo necessarias avaliacbes mais
detalhadas desses loci nos estudos que abordam o assunto. A propria variacdo
no namero de copias de alguns loci de BoLA pode ser importante ao avaliar a
relagdo com caracteristicas de interesse zootécnico. Além disso, &€ possivel
utilizar haplotipos como marcadores genéticos, da mesma forma que Maillard et
al. (2003), e a aplica-los a producao pecuéaria.

O desequilibrio de ligagdo que mantém a composicdo do haplotipo
também mantém unidos outros genes ndo relacionados com a apresentacao
antigénica. Como exemplos disso, tem-se o fator de necrose tumoral (TNF), na
regido de Classe lll, cujo polimorfismo na regido promotora relaciona-se com a
susceptibilidade a uma série de doencas em humanos (QIDWAY; KHAN, 2011).
Variantes deste gene também foram identificados em bovinos (AGABA et al.,
1996; BOJAROJC-NOSOWICZ et al., 2011) bem como a associa¢do entre seus
alelos com a leucemia viral bovina (KONNAI et al., 2006). Na literatura é possivel

identificar outros exemplos de polimorfismos em genes na regido de Classe lll
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gue se associam a aspectos produtivos ou imunoldgicos dos individuos, como
os genes C4 e da prolactina (PRL) bovina (afetando a producéo de leite; HE et
al., 2006; BOLECKOVA et al., 2012; YANG et al., 2012) e o gene HSP70 (como
perspectiva de selecdo de animais termotolerantes; BASIRICO et al. 2011,
MAROTIS-AGOTIS et al., 2011).

A ligacao entre esses genes e outros da regido de BoLA torna complexa
a identificacdo do real marcador genético para alguma caracteristica de
interesse. Apesar disso, em teoria, também permite a selecdo de animais com
haplétipos com mudltiplas qualidades (termotolerancia, resisténcia a mastite e
producéo de leite, por exemplo). A ampliacdo de estudos para a descricao de
haplétipos de BoLA pode contribuir para o melhoramento dos rebanhos. Porém,
o alto polimorfismo encontrado na regiao de BoLA imp6e algumas limitagdes ao
estudo dos haplétipos bovinos. Essa distingdo nem sempre € possivel ao se

utilizar técnicas de biologia molecular comumente utilizadas em laboratério.

3.6. TECNICAS UTILIZADAS NO ESTUDO DE BoLA

Como foi possivel observar na Tabela 1, diversas técnicas sao
empregadas no estudo de BoLA, dentre as quais a PCR-RFLP € a mais utilizada.
RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism) denota a utilizac&o de enzimas
de restricdo na discriminacdo entre alelos. Assim, na técnica de PCR-RFLP,
primers amplificam o gene de interesse (no caso, DRB3, DQA ou DQB) durante
a PCR (Polymerase Chain Reaction — reacdo em cadeia da polymerase), cujo
produto € clivado por trés enzimas de restricdo separadamente. Como resultado,
cada alelo apresentara um padrdo de bandas de acordo com os sitios de
clivagem para cada enzima de restricdo, sendo possivel assim descrever quais
alelos cada individuo apresenta para determinado gene (VAN EIJK; STEWART-
HAYNES; LEWIN, 1992).

Como essa técnica se baseia em diferencas na sequéncia de DNA
afetando os sitios de clivagem para cada enzima, nem sempre é possivel
discriminar todos os alelos existentes, principalmente se a diferenca entre os
mesmos for menor que quatro aminoacidos. Assim, diversos alelos apresentam

0s mesmos padrées de bandeamento. Portanto, a técnica de PCR-RFLP, apesar
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de barata e pratica, possui baixa resolucdo, sendo incapaz de descrever todos
os alelos de BoLA e gerando ambiguidade nos resultados.

Como alternativa, foram desenvolvidas técnicas baseadas no
sequenciamento do gene. Enquanto muitos trabalhos utilizavam varios primers
para englobar toda diversidade de DRB3, Miltiadou, Law e Russel (2003)
desenvolveram um ensaio robusto e de alta resolugcdo, baseado no
sequenciamento do segundo éxon do gene DRB3, permitindo assim uma maior
capacidade de distincao entre alelos de diversos rebanhos. Para distin¢do entre
alelos, conta-se com a utilizacao de softwares capazes de distinguir entre alelos
de animais heterozigotos ou clonagem.

Com a utilizacdo de ambas as técnicas é possivel descrever quais alelos
cada animal apresenta para cada um dos loci de BoLA de Classe Il. Porém, para
a descricédo de haplotipos € preciso conhecer quais alelos estéo ligados entre si,
compondo uma das moléculas de DNA do cromossomo 23. Para tal, outras
abordagens séo utilizadas.

3.6.1. Dificuldades no Estudo de Haplotipos

No estudo de haplétipos é comumente empregada a avaliacdo de animais
homozigotos para a regido do MHC. Assim, ao determinar que o individuo &
homozigoto (a partir da analise de SNPs ou microssatélites), basta sequenciar
cada loci para compor um haplétipo. A partir da descricdo dos principais
haplétipos que comp8em uma populacdo, é possivel realizar inferéncias para
determinar os haplétipos de indivuos heterozigotos a partir dos alelos que eles
possuem (FRITZ, 2009; MIYASAKA et al., 2012).

Outras abordagens para descricdo da composicao e estrutura do MHC
utilizam a comparacao dos alelos parentais com o da prole para inferir quais
estdo ligados em cada haplotipo (MAILLARD; MARTINEZ; BENSAID, 1996;
MIYASAKA et al., 2012). Na Figura 6, hipoteticamente, um touro com os alelos
la e 1b para um locus, e 2a e 2b para o segundo locus, apresenta quatro
possiveis haplétipos para esta regido. Se sua prole invariavelmente apresentar
a combinagéo la e 2a ou 1b e 2b, sabemos assim quais alelos estdo ligados em

cada haplétipo.
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Figura 6 — Descricdo de haplétipos de BoLA utilizando comparacfes entre

alelos parentais e de sua prole.

Locus 1: 1c; 1b

Locus 2: 2d ; 2b

P1

Locus 1:1a; 1g

Locus 2: 2a; 2h

Locus 1: 1c; 1a
Locus 2: 2h ; 2a
Locus 1: 1a; 1b

Locus 2: 2a;2b
Locus 1: 1b ; 1f

Locus 2: 2b ; 2a

A 4

RRD

Possiveis Haplétipos Provaveis Haplétipos
1a - 2a 1a-2a
1a-2b 1b-2b
1b - 2a
1b - 2b

Na esquerda, observa-se os alelos em dois loci hipotéticos de BoLA no individuo P1. O
animal é heterozigoto para ambos os loci, apresentando portanto quatro possiblidades
de haplotipos a partir da combinagéo entre os alelos. Sua prole (F1) apresenta metade
de seus alelos provenientes de cada progenitor. Avaliando os alelos de cada individuo,
nota-se que os alelos parentais 1a e 2a e os alelos 1b e 2b sempre encontram-se juntos
na prole, sendo inferido que os mesmos estdo em desequilibrio de ligacdo. Assim, 0s
provaveis haplo6tipos parentais sdo la-2a e 1b-2b. Necessario ressaltar que andlises
mais profundas sao usadas para determinar com precisao os haplétipos, incluindo a
heranca familiar de até trés geracdes (F3).
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Acredita-se que a diversidade de BoLA seja mantida por sobredominancia
ou selecdo dependente de frequéncia, de forma que hd a manutencdo de
elevados niveis de diversidade genética e animais heterozigotos [para melhor
entendimento das teorias acerca da evolucdo do MHC, ver PIERTNEY; OLIVER
(2006)]. Assim, a porcentagem de animais homozigotos para o MHC nas
populacdes é baixa (MILTIADOU; LAW; RUSSEL, 2003; TAKESHIMA et al.,
2003), restringindo a possibilidade de estudos mais amplos.

Por outro lado, a comparacao dos alelos parentais e da prole so é possivel
em rebanhos onde é realizado o registro dos cruzamentos e reproducéo
controlada dos individuos. Rebanhos criados em sistemas menos intensivos,
particularmente em que os animais sejam criados livres e nao haja controle da
reproducdo, impossibilitariam a utilizacdo dessa abordagem. Nesse ambito, a
composicao de haplétipos de grande parte dos rebanhos no estado do Para seria
dificil de se obter.

Novas metodologias que sejam capazes de avaliar o haplétipo de animais
heterozigotos ou sem registro da reproducdo poderiam tornar mais viavel a
disseminagédo de estudos com o BoLA, com destaque para sua aplicacdo em
racas regionais, visto que a maior parte das pesquisas publicadas com BoLA foi
realizada em outros paises e os relatos de haplétipos de gado zebuino sdo

€SCassos.

3.7. BIOTECNOLOGIA DA REPRODUCAO COMO ALTERNATIVA AO
ESTUDO DE BoLA

Haja vista a necessidade de animais homozigotos para uma determinacao
haplotipica mais eficaz, a utilizacdo de células haploides de individuos
heterozigotos poderia suprir essa necessidade. Sabe-se que, em mamiferos,
durante a meiose, uma célula diploide origina um (6vulo) ou quatro
espermatozoides com metade do seu componente genético, que sdo portanto
haploides e apresentam apenas uma coOpia de cada cromossomo materno ou
paterno, respectivamente. Assim, naturalmente € possivel obter-se célula com
apenas um haplétipo de MHC a partir de individuos heterozigotos.

Com técnicas como a Ovum pick-up e puncédo de ovarios obtidos de

abatedouros, é possivel se obter o gameta feminino (o0cito) e utilizar seu
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genoma haploide para o estudo de BoLA. Tal abordagem ja foi utilizada para
definir a posicdo relativa de trés genes de BoLA, a partir da taxa de
recombinacdo entre estes, no cromossomo 23 bovino (JARREL et al., 1995).
Uma barreira para a utilizacdo destas células para o estudo do haplotipo de
animais heterozigotos seria a recombinacao que ocorre durante a meiose. Apos
a meiose |, 0s cromossomos possuem cromatides irmas unidas pelo centrébmero.
Caso estas tenham sofrido recombinacdo com as crométides do cromossomo
homologo, cada cromatide-irméa pode apresentar alelos diferentes em loci para
0 quais a mée fosse heterozigota (Figura 7).

No entanto, a porcentagem de recombinacdo dentro de BoLA € baixa,
exceto entre as Classes Ilb e lla/lll/l (FRITZ, 2012). Além disso, teoricamente
espera-se que alguma porcentagem dos gametas ndo sofra recombinacéo
upstream a essa regido. Portanto alguns destes gametas teriam cromatides
irmas com o mesmo haplotipo de BoLA, sendo virtualmente homozigotas nesta
regido. Apesar disso, se a utilizacdo de células gaméticas pode ser uma
alternativa viavel para o estudo dos haplétipos de BoLA ainda precisa ser
elucidada.

A utilizacdo de odcitos apresenta o problema da quantidade de DNA
presente em cada gameta. Um Unico ndcleo torna andlises de sequenciamento
desafiadoras. Para tal, € possivel realizar a ativacédo partenogenética de oocitos
para a producdo de embrides néo fertilizados (PAFFONI et al., 2008), sendo
necessario mimetizar as sinalizagdes intracelulares que ocorrem no o00cito
durante a fecundag&o. E possivel alcancgar tal resultado utilizando um ionéforo
de célcio combinado com inibidor de proteinas quinase ou de sintese protéica
(ALEXANDER; FRAGA; DA SILVA, 2006), entre diversas outras metodologias
possiveis de serem utilizadas para ativacdo deste gameta (KARCHE & BIRADE,
2013). Assim, inicia-se 0 desenvolvimento embrionario com apenas o

complemento genético do odcito.
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Figura 7 — Representacao simplificada da Meiose I, ilustrando um cromossomo

que sofreu recombinacdo e um que nao sofreu.

Recombinagao Sem Recombinagao

2 Haplotipos 1 Haplétipo

Durante a maturacgdo in vitro, o primeiro corpusculo polar € extruido no final da Meiose
I. ApOs a ativagdo partenogenética, o embrido apresenta um estado diploide, resultando
em perfil genbmico homozigoto ou heterozigose associada aos eventos de
recombinacdo (PAFFONI et al., 2008).
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Dessa forma, partindo de uma Unica célula € possivel alcancar um
embrido com em torno de cem células. Utilizando protocolos de isolamento e
cultivo de células de trofoblasto (DOUGLAS et al, 2009; GOLDINIG, 2012), é
possivel expandir as células da camada mais superficial do embrido. Assim,
hipoteticamente, a combinacao de ativacao partenogenética com a expansao de
células trofoblasticas pode ser utilizada para elevar o numero de copias do
genoma do odcito e permitir analisar os haplotipos de BoLA. No Brasil, onde as
biotecnologias da reproducao estdo se disseminando cada vez mais (visto que
€ 0 pais que mais produz embrides in vitro no planeta, representando 86% da
producdo mundial; IETS, 2012), esta abordagem pode ser mais viavel que outros
métodos para descricdo de haplotipos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

De forma a validar a utilizacao de células trofoblasticas partenogenéticas
na descricdo de hapldétipos de BoLA, pares de ovarios de fémeas bovinas foram
obtidos em abatedouro frigorifico que foram submetidos a puncéo folicular para
recuperacdo dos complexos cumulus-oophorus (CCOs). Todas as etapas
experimentais foram realizadas de forma a ndo misturar o material biologico de
cada fémea. Paralelamente, uma biépsia ovariana de cada fémea foi retirada
para extracdo de DNA. Apds maturacao in vitro dos odcitos, estes foram ativados
partenogeneticamente e cultivados até o décimo terceiro dia de cultivo. Todos
os embrides eclodidos obtidos foram plagueados em placa de 24 pocos para
isolamento e expansdo das células trofoblasticas partenogenéticas (CTPSs).
Estas, apOs proliferacdo, foram estocadas e tiveram seu DNA extraido para
validagéo da sua homozigose em BoLA. Por fim, todas as CTPs consideradas
homozigotas em BoLA tiveram seu hapl6tipo de BoLA-DRB3-DQA-DQB descrito
(Figura 8).
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Figura 8 — Esquema geral do experimento, ilustrando as etapas desde a obtencédo dos odcitos até o sequenciamento dos alelos e descri¢cao
dos haploétipos.

@ SO
— - @89

Punc¢ao ovariana MIV de oécitos Ativacao Partenogenética Producao de Embrides Cultivo de CTPs

v

PiE A E
DRB3 _m_A_ « DRB3*0101-DQA*0102-DQB*0103
Extracdo de DNA Extracédo de DNA S b I e—
DA MO0\ > . pres-2104.00A*1202.008+0303
TG AC « DRB3*3402-DQA*1402-DQB*0801
DQB m :
Descrigdo de Haplotipos
Sequenciamento

Validagdo de Homozigose

MIV, maturacéo in vitro; CTP, célula trofoblastica partenogenética.
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4.2. PRODUCAO DE EMBRIOES PARTENOGENETICOS

4.2.1. Coleta de Ovérios

Os ovarios bovinos foram obtidos do matadouro frigorifico da Sociedade
Cooperativa dos Pecuaristas - SOCIPE, em Belém (PA). O gado abatido é na
sua maioria zebu mestico, com forte influéncia da raca Nelore. Apds a coleta, 0s
ovarios foram lavados e transportados em solucdo salina, dentro de recipiente
térmico, em um periodo maximo de trés horas. Todas as etapas de puncao
folicular, ativacdo partenogenética, cultivo in vitro e expansao das células foram
realizadas no Laboratorio de Fertilizacdo In Vitro, da Universidade Federal do
Para (Belem/PA).

Para descrever os haplétipos das fémeas, a coleta foi realizada de forma
a isolar os pares de ovérios de cada fémea, desde o0 momento da coleta e
transporte, tendo as etapas da puncéo e rastreio, bem como todo o cultivo
subsequente, sido realizada isolando o material biolégico de cada fémea. Uma
bidpsia do ovario foi realizada utilizando l1amina de bisturi, estocando-a em 96%
de etanol a -20 °C. As fémeas foram selecionadas baseado na maior quantidade
de foliculos de 2 a 8 mm. Em laboratério, foi feita a pungéo dos foliculos utilizando

agulha 40 x 12, estocando-se o liquido folicular em tubos de 1,5 ml.

4.2.2. Rastreio e Maturacdao In Vitro (MIV) de Odcitos

Apos sedimentacao do liquido folicular, o sobrenadante foi descartado e
0 pellet colocado em placas de 60 mm para rastreio dos complexos cumulus
oophorus (CCOs) com auxilio do estereomicroscopio, em fluxo laminar. Foram
selecionados todos os CCOs que apresentaram pelo menos uma camada de
células do cumulus. Esta metodologia foi utilizada visto que a puncédo de apenas
dois ovarios resulta numa populacéo reduzida de odcitos, onde poucos teriam
boa qualidade morfologica.

Para a maturacéo in vitro, até 15 CCOs foram incubados em gotas de 100
pl de meio de maturacao por 24 horas, consistindo de TCM 199 suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 5 pug/ml de FSH, 50 IU/ml de LH, 100 pg/ml de

gentamicina, 50 uM B-mercaptoetanol. As gotas foram cobertas de 6leo mineral
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e a incubacao realizada em estufa de CO2 a 5%, com 38,5 °C de temperatura e

atmosfera imida.

4.2.3. Ativacao Partenogenética

A ativacao partenogenética foi feita de acordo com Miranda et al. (2009).
Apods 24 horas de MIV, os odcitos foram desnudados através de pipetagens em
0,5 pg/mL de hialuronidase. Com 26 horas a partir do inicio da maturacao, foram
submetidos a ativacdo partenogenética, que consistiu em trés etapas: exposicao
a ionomicina, lavagem em meio saturado de BSA e incubagédo em 6-DMAP.

A ativagao foi iniciada em meio TCM 199 contendo 5 pM de ionomicina e
1 mg/mL de BSA, por um periodo de 5 minutos, depois do qual os od0citos eram
lavados e incubados em gotas de meio saturado com BSA (TCM 199 com 30
mg/mL de BSA) por mais 5 minutos e entdo incubados por 3 horas em 6-DMAP
(SOF - Synthetic Oviductal Fluid - suplementado com 2 mM 6-DMAP). Terminado

o periodo de incubacao, 0s 00citos prosseguiram para o cultivo embrionario.

4.2.4. Cultivo In Vitro de Embrides

O cultivo dos embrides partenogenéticos foi realizado em gotas de 100 pl
de meio SOF suplementado com 10% de SFB, piruvato, BSA e gentamicina,
durante sete dias nas mesmas condi¢cdes da maturacao in vitro. Nao foi utilizado
sistema de cocultivo para evitar contaminacdo com células da granulosa no
momento do isolamento de células trofoblasticas partenogenéticas (CTPs). No
segundo dia (D2) foi observado a taxa de clivagem e no oitavo dia (D8) a taxa

de producdo embrionaria.

4.3. CULTIVO DE CELULAS TROFOBLASTICAS PARTENOGENETICAS
(CTPs)

O procotolo descrito a seguir € uma modificagdo dos protocolos de
isolamento e cultivo de células-tronco trofoblasticas de Hashizume et al. (2006);
Vandevoort, Thirkill e Douglas (2007); e Golding (2012). E necessario a utilizacio

de monocamada de fibroblastos fetais de camundongo ou meio condicionado
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por esse tipo celular e/ou fatores de crescimento para cultivo de células-tronco
trofoblasticas. Visto que a utilizacdo de fibroblastos fetais poderia representar
contaminacao de células diploides ao cultivo, os mesmos néo foram utilizados.
Os fatores de crescimento sdo necessarios para manter a pluripoténcia das
linhagens, portanto ndo foram utilizados ja que ndo é o objetivo deste trabalho
obter células pluripotentes. O meio descrito a seguir foi denominado meio de
cultivo de CTPs.

Embrides partenogenéticos eclodidos foram recolhidos do oitavo dia (D8)
ao 13° dia de cultivo (D10+). Os mesmos foram plaqueados individualmente na
placa de 24 pogos em meio de cultivo de CTPs, composto de Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM; Life Technologies) com 15% de soro fetal bovino,
1% de MEM, 10 yg/ml de Gentamicina, 100 uM de B -mercaptoetanol e 1ug/ml
de heparina e o meio trocado de 1-2 dias. As CTPs eram mantidas em cultivo
até atingirem a confluéncia e, por fim, estocadas para a extracdo de DNA. Para
tal, apOs sucessivas lavagens em PBS, as células eram removidas da placa a
partir de pipetagens e as células estocadas em 200 pL de PBS a -20°C até o

momento da extracgao.

4.4. EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA das CTPs e das biopsias ovarianas foi realizada
utilizando o QIAmp DNA Blood mini kit (Qiagen), seguindo as especificagbes do
fabricante. A extracdo de DNA foi feita no Laboratério de Genética Humana e
Médica da UFPA.

4.5. VALIDACAO DA HOMOZIGOSE

Para validar a abordagem da utilizacdo de células de trofoblasto de
embrides partenogenéticos na descricdo de haplotipos de BoLA, se faz
necessario confirmar que a amostra € homozigota e que foi possivel descrever
haplétipos de animais heterozigotos. Portanto, foi realizado a validacdo da
homozigose, comparando o genoma da fémea (a partir das bidépsias dos ovarios)

com o genoma das linhagens CTPs que foram obtidas a partir de seus odcitos.
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Para tal, duas abordagens foram utilizadas. Inicialmente, em parceria com
o prof. Dr. Loren C. Skow da Texas A&M University, 15 amostras de CTPs e a
fémea da qual cada uma destas foi derivada foram submetidas a analise de
SNPs (Single-Nucleotide Polymorphism) usando um ensaio customizado de
genotipagem GoldenGate, utilizando SNPs do chip Illlumina BovineHD. Estas
amostras eram provenientes de fémeas diversas, onde a ativagao nao foi feita
isoladamente para cada fémea. Portanto, ndo se sabia a origem de cada CTP
(excetuando-se uma, cujo DNA da fémea também foi genotipado). Estas 15
amostras CTPs e uma fémea bovina foram obitdas durante as repeticdes piloto
gue deram origem ao presente trabalho.

O ensaio incluia 445 SNPs na regido de BoLA (BTA 23, coordenadas
26,101,031-29,483,933; Apéndice B). Os SNPs foram distribuidos nas regides
de Classe | (172 SNPs), Classe | estendida (Classe I-ex; 42 SNPs), Classe lla
(98 SNPs) e Classe Ill (133 SNPs). A genotipagem foi realizada na Texas A&M
Agrilife Genomics and Bioinformatics Services Facility, onde as leituras dos
genatipos foram fornecidas para analise no presente trabalho.

A segunda abordagem foi a comparagéo entre os alelos do gene DRB3
entre a fmea e as CTPs derivadas da mesma. Para esta andlise, utilizou-se
outras 41 linhagens de CTPs produzidas durante as repeticdes experimentais do
presente trabalho. Para tal, o gene DRB3 das fémeas e amostras CTPs foram
submetidos a PCR (Polymerase Chain Reaction) e sequenciadas, de acordo

com o protocolo descrito na proxima secao.

3.6. DESCRICAO DE HAPLOTIPOS DE BoLA CLASSE lla

A descricao dos haplotipos de BoLA de Classe lla foi realizada através do
sequenciamento do éxon 2 dos genes DRB3, DQA e DQB. Para tal, as CTPs
homozigotas foram submetidas a PCR utilizando pares de primers para cada
gene (Tabela 2). A reacédo de PCR para os genes difere apenas na temperatura
de anelamento, conforme mostra a Tabela 3. As mesmas foram realizadas em
um volume final de 25 pL, utilizando tampéao de reagéo (10x), 0,2 mM de DNTPs,
1,5 mM de MgClz, 5 pmoles de cada primer e 0,5 IU de Taq Polymerase. A

quantidade de DNA foi otimizada individualmente para cada amostra. Tais



48

rotinas de amplificacdo foram realizadas no Laboratério de Genética Humana e
Médica da UFPA.

O produto de PCR foi confirmado em gel de agarose a 1% e corado com
brometo de etidio. Os produtos foram entdo purificados por Illustra ExoProStar
1-Step e utilizados para a reacdo de sequenciamento no equipamento 3130
Genetic Analyzer. As sequéncias foram lidas nas duas dire¢bes e pelo menos
duas reacdes de sequenciamento foram feitas para confirmar o alelo de cada
amostra. Os sequenciamentos foram realizados no Laboratorio de Polimorfismo
do DNA da UFPA. A partir das sequéncias para cada gene, os haplétipos foram

anotados manualmente.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados na PCR e sequenciamento dos
genes BoLA-DRB3, -DQA, -DQB.

Gene Primer Sequéncia 5’-3’
DRB3! F - LA-31 GATGGATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCT
R - LA-32 CTTGAATTCGCGCTCACCTCGCCGCTG
DOA? F CGACTCAGCTGACCACATTG
R TGGGGACACATACTGTTGGTAG
DOB? F - LA-40 ACTGGATCCCCCGCAGAGGATTTCGT
R - LA-41 ATAGAATTCACCT(A/IT) GCCGCTGCCAGG

1 Sigurdardéttir et al. (1991); 2 Baseado em sequéncias parciais dos primers AG3 e AG4 descrito
por Gelhaus et al. (1995); ® R — LA-41 utilizado foi baseado em Sigurdardéttir et al. (1992) porém
teve a Ultima base da extremidade 3’ removida devido ao polimorfismo A/T presentes nos alelos

deste gene.

Tabela 3 — Condi¢6es de termociclagem para os genes DRB3, DQA e DQB.

Desnaturacéo . . o
Desnaturacdo Anelamento Extenséo Extenséao Final

Gene Inicial

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
DRB3 94°C, 5 min 94°C,30seg 60°C,30seg 72°C, 30 seg 72°C, 10 min
DQA 94°C, 5 min 94°C, 30seg  55°C,30seg 72°C, 30 seg 72°C, 10 min
DQOB 94°C, 5 min 94°C, 30seg  55°C,30seg 72°C, 30 seg 72°C, 10 min
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3.7. ANALISE DE DADOS

As médias e porcentagens utilizadas neste trabalho foram calculados nos
softwares Microsoft Excel 2013 e SigmaPlot 11.0. As genotipagens de SNPs
foram analisadas utilizano o software Microsoft Excel 2013. Para comparacao
entre proliferacdo até extracdo e dia do plaqueamento do embrido (em relagédo
ao dia do matadouro), foi realizado o teste de Chi-Quadrado. Para comparagéo
entre quantidade de SNPs heterozigotos entre amostras heterozigotas e
homozigotas, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. A diferenca entre auséncia
de genotipagem entre amostras homozigotas e heterozigotas foi avaliada por
Teste T. Em todos os testes foi adotado nivel de significAncia de 5% e a avaliacao

foi feita no software SigmaPlot 11.0.
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5. RESULTADOS

5.1. PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES, CULTIVO E EXPANSAO DE CELULAS
TROFOBLASTICAS PARTENOGENETICAS

Um total de 60 fémeas bovinas foram selecionadas para a ativagao
partenogenética de seus odcitos, divididas em quatro repeticdes. O niumero de odcitos
por fémea foi variavel, tendo em média 9,1+5,6. Destas, 56 possuiam o0citos viaveis.
As taxas de clivagem e blastocistos para cada fémea estdo resumidas na Tabela 4.
Apds o plagueamento para isolamento das CTPs, os embrides eclodidos exibiam
diferentes morfologias durante o cultivo. Alguns regrediam e sofriam necrose apos 1
ou 2 semanas. Os demais exibiam aspectos morfolégicos similares aos descritos para
células tronco trofoblasticas: formag¢do de uma camada de células fortemente unidas,
com a emissdo de vesiculas similares ao trofectoderma de embriées (HASHIZUME et
al., 2006; VANDEVOORT; THIRKILL; DOUGLAS, 2007; GOLDING, 2012; Figura 9).

A grande adesao que as células mantinham entre si, sendo similar a um tecido,
impediam a observacdo da morfologia individual de cada célula e dificultaram a
estimativa da quantidade de células em cada cultivo. Essa unidade ndo era rompida
mesmo por tratamentos prolongados (>1 hora) em tripsina a 0,25%. Entretanto, isto
nao dificultava a recuperacao para extracdo de DNA, pois leves pipetagens eram o
suficiente para remover este tecido da placa e retirad-lo por completo da superficie de
cultivo. Da mesma forma, durante as trocas diarias de meio, era necesséria cautela
para que este tecido nao fosse retirado indevidamente. N&o obstante, a proliferacao
das células na placa de 24 pocos permitia realizar estes procedimentos a olho nu.

As CTPs foram cultivadas de forma a permitir maxima expansao na placa de
24 pocos. Todavia, nenhuma foi capaz de expandir até ocupar toda area de cultivo.
N&o obstante, as que alcancaram pelo menos 50% de confluéncia e estacionaram no
crescimento também foram recuperadas para a extracdo. Apesar de a troca do meio
de cultivo ser feita diariamente, era comum observar uma sensivel alteracdo no pH do

meio. Portanto, o método de cultivo empregado ainda pode ser otimizado.
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Tabela 4 — Resumo dos dados de producdo de embrides partenogenéticos e plagueamento de células trofoblasticas

partenogenéticas (CTPs) para cada fémea usada neste estudo.

Fémeas N Qe Clivados Tgxa de Blastocistos Taxa Qe DS/D2 N de Embrides N de C;TPS
1 Odcitos (D2) Clivagem (D8) Blastocistos Plagueados Extraidas
10v01 19 16 84,21% 10 52,63% 62,50% 8 5
10v02 7 6 85,71% 4 57,14% 66,67% 2 1
10v03 15 13 86,67% 11 73,33% 84,62% 8 4
10v04 3 2 66,67% 0 0,00% 0,00% 0 0
10v05 4 3 75,00% 1 25,00% 33,33% 1 0
10v06 6 4 66,67% 1 16,67% 25,00% 0 0
10v07 12 9 75,00% 3 25,00% 33,33% 3 1
10v09 15 12 80,00% 1 6,67% 8,33% 0 0
10v10 10 8 80,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
10v11 5 3 60,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
10v12 9 8 88,89% 5 55,56% 62,50% 3 0
10v13 3 1 33,33% 0 0,00% 0,00% 0 0
10v14 2 2 100,00% 1 50,00% 50,00% 1 1
10v15 2 2 100,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
10v16 1 1 100,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
20v01 7 5 71,43% 4 57,14% 80,00% 4 3
20v02 9 7 77,78% 2 22,22% 28,57% 1 0
20v03 1 0 0,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
20v04 6 4 66,67% 0 0,00% 0,00% 0 0
20v05 5 5 100,00% 1 20,00% 20,00% 1 1
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Femeas N (_je Clivados Tgxa de Blastocistos Taxa _de DS/D2 N de Embrides N de (;TPS
Odcitos (D2) Clivagem (D8) Blastocistos Plaqueados Extraidas
20v07 12 9 75,00% 7 58,33% 77,78% 7 7
20v08 5 5 100,00% 1 20,00% 20,00% 1 1
20v09 2 0 0,00% 1 50,00% 0,00% 1 1
20v10 2 2 100,00% 1 50,00% 50,00% 1 1
20v11 4 3 75,00% 0 0,00% 0,00% 1 1
20v12 12 12 100,00% 3 25,00% 25,00% 3 1
20v13 11 6 54,55% 2 18,18% 33,33% 2 0
20v14 3 2 66,67% 0 0,00% 0,00% 0 0
20v15 8 3 37,50% 1 12,50% 33,33% 1 0
20v16 12 4 33,33% 0 0,00% 0,00% 0 0
20v17 5 1 20,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
20v18 16 1 6,25% 2 12,50% 200,0% 2 0
20v19 8 6 75,00% 2 25,00% 33,33% 2 0
20v20 11 6 54,55% 2 18,18% 33,33% 2 0
30v01 15 11 73,33% 3 20,00% 27,27% 2 0
30v02 8 4 50,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
30v03 11 7 63,64% 3 27,27% 42,86% 2 1
30v04 12 10 83,33% 6 50,00% 60,00% 6 0
30v05 8 3 37,50% 0 0,00% 0,00% 0 0
30v06 30 9 30,00% 1 3,33% 11,11% 0 0
30v08 14 11 78,57% 7 50,00% 63,64% 5 1
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Tabela 4 — Continuagao.

Fémeas N (_1e Clivados Tgxa de Blastocistos Taxa _de DS/D2 N de Embrides N de (;TPS
Odcitos (D2) Clivagem (D8) Blastocistos Plaqueados Extraidas
30v09 15 11 73,33% 4 26,67% 36,36% 3 2
30v10 9 9 100,00% 7 77,78% 77,78% 5 1
30v1l 4 2 50,00% 1 25,00% 50,00% 1 0
30v12 5 3 60,00% 0 0,00% 0,00% 0 0
30v13 3 1 33,33% 2 66,67% 200,0% 2 0
30vl4 7 5 71,43% 4 57,14% 80,00% 1 0
30v15 9 6 66,67% 6 66,67% 100,0% 5 3
30v16 9 8 88,89% 2 22,22% 25,00% 2 0
40v01 17 15 88,24% 4 23,53% 26,67% 2 0
40v02 22 14 63,64% 8 36,36% 57,14% 7 1
40v04 16 12 75,00% 5 31,25% 41,67% 6 2
40v05 13 13 100,00% 7 53,85% 53,85% 3 1
40v06 10 8 80,00% 2 20,00% 25,00% 2 0
40v07 9 8 88,89% 3 33,33% 37,50% 1 0
40v08 12 11 91,67% 4 33,33% 36,36% 3 1
Média 9,11 6,29 68,63% 2,59 26,35% 37,74% 2,01 0,73
Total 510 352 - 145 - - 113 41

1Cada fémea esta representada por uma linha. A nomenclatura utilizada segue a seguinte regra: XOvYY, onde “X" representa a em qual repeticdo esta fémea
foi selecionada (de 1 a 4); “Ov” diz respeito ao fato de ser DNA ovariano; e YY refere-se ao niumero da fémea dentro da repeticédo (01 referindo-se a primeira
fémea e assim por diante). Esta nomenclatura foi utilizada de forma a individualizar cada fémea durante os experimentos, bem como correlacionar com a
nomenclatura utilizada para cada amostra CTP (de forma a saber de que fémea cada CTP era proveniente).



54

Figura 9 — Células trofoblasticas partenogenéticas (CTPs) em cultivo na placa de 24
POGOS.

As imagens foram capturadas de forma manual, na tentativa de observar toda a area do pogo
de 24 pocos (21,4 mm de didmetro). Em cada imagem € possivel observar cada cultivo em
dois contrastes distintos. A-B, CTPs com pouca formagéao de vesiculas similares a camada de
trofoectoderma de blastocistos (vesiculas encontram-se indicadas por asteriscos vermelhos);
C, CTP com grande emissao de vesiculas; D, CTP que ndo aderiu a superficie de cultivo,
porém continuou crescendo em forma de vesiculas; E; apds alcancar expansao maxima, CTP
apresentava grande liberacdo de restos celulares, formando espacos vacuolizados e sem
células; F, ap6s a emissdo de vesiculas, estas esporadicamente se aderiam a placa e
comecavam a formar uma nova camada de células. A primeira coluna (A, C e E) séo imagens
de CTPs logo antes da recuperacao para extragdo de DNA.
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Foram feitas tentativas de expansao das CTPs para aumentar a quantidade de
células para extracdo. Pipetagens sucessivas para rompimento de parcela do tecido
e plagueamento dos fragmentos resultantes em dois pocos diferentes ndo demonstrou
bom resultado, pois as células perdiam viabilidade. Da mesma forma, a ruptura do
tecido utilizando uma ponta afiada (pipeta de vidro ou bisturi) também resultava em
perda de viabilidade, pois eram necessarias pipetagens para sua remoc¢ao da placa e
expansdo. A melhor forma de expandir as CTPs foi o plagueamento das vesiculas
similares a células do trofoectoderma, emitidas espontaneamente durante cultivo.
Estas, no geral, eram capazes de plaquear e proliferar em um novo poco.

Apenas 8% dos odcitos cultivados produziram CTPs viaveis para a extracao
(Tabela 5). Apesar disso, 36,2% dos embrides que foram plaqueados foram capazes
de proliferar até uma confluéncia razoavel e foram extraidos. O dia do plagueamento
do embrido (plagueado em D8, D9 ou D10+) ndo afetou a capacidade proliferativa da
CTP para extracéo (P = 0,104).

Tabela 5 — Resumo da eficiéncia da utilizacdo de ativagéo partenogenética de o6citos
bovinos para producdo de células trofoblasticas partenogenéticas
(CTPs) para extracao de DNA.

o _ Blastocistos N de Embrides CTPs

Od6citos  Clivados ]
D8 Plagueados Extraidas

N 510 352 145 113 41

100,00%  69,02% 28,43% 22,15% 8,03%

o4t 100,00% 41,19% 32,10% 11,65%

0
100,00% 77,93% 28,28%
100,00% 36,28%

1 Porcentagem do total de fémea utilizadas em cada etapa.

5.2. EXTRACAO DE DNA E PCR DOS GENES ALVOS

Quarenta e uma CTPs foram extraidas neste estudo, num total de 114
cultivadas (Tabela 5). A eficiéncia de expansao para extracao foi de 36,2%. Devido a
maior quantidade de embrides produzidos por algumas fémeas e CTPs de maior
capacidade proliferativa, a quantidade de cultivos por fémea foi variavel (Tabela 4).

Ainda assim, 44% das fémeas neste estudo produziram CTPs que foram analisadas.
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Apbs a extracdo, a quantidade de DNA recuperado das CTPs variou entre 1-4
Hg. Apesar da baixa concentracdo, o protocolo utilizado permitiu amplificacdo e
sequenciamento de todos os genes. Os produtos de PCR geraram uma uUnica banda

que foi submetida ao sequenciamento.

5.3. VALIDACAO DE HOMOZIGOSE

5.3.1. Primeira Abordagem: Genotipagem de SNPs

Durante os experimentos pilotos deste trabalho foram produzidas 15 CTPs.
Estas foram genotipadas para 445 SNPs distribuidos ao longo de BoLA, dessa forma,
esperavamos observar diferencas entre possiveis amostras homozigotas e
heterozigotas avaliando toda a regido de BoLA. Para esta analise, foi incluido o DNA
de uma fémea que derivou uma destas CTPs.
A andlise do genoma da fémea revelou que esta era heterozigota para
144/445 SNPs analisados (Figura 10) e para o gene DRB3. Porém uma de suas CTPs
era heterozigota para apenas 8/445 SNPs (Figura 10), e apresentava um unico alelo
para 0 gene DRB3. Apds analise das demais CTPs, foi possivel observar que os
embrides se agruparam em dois grupos distintos: um com alta contagem de SNPs
heterozigotos (>120 SNPs), que também eram heterozigotos para o gene DRBS3; e
outro com baixa contagem de SNPs heterozigotos (<30 SNPs) e homozigotos para
DRB3 (P < 0,001), permitindo assim a descricdo de seus haplotipos de BoLA (Figura
10). Além disso, o numero de auséncia de genotipagem (quando o0 equipamento nao
consegue observar leitura de um genotipo para um dado SNP) entre as amostras
também foi diferente entre amostras homozigotas e heterozigotas, sendo mais
elevadas nas primeiras (P < 0,05).
Uma andlise mais profunda de todas as amostras permitiu observar o perfil dos
SNPs das amostras (Apéndice C), e assim localizar os pontos no genoma que séo
homozigotos, heterozigotos e com auséncia de genotipagem dentro de BoLA. A Figura
11 possibilita visualizar os genotipos da fémea e CTP, bem como demais amostras
heterozigotas e homozigotas, para cada ponto analisado. Nesta, é possivel
novamente perceber o perfil homozigoto da CTP em comparacdo com o perfil
heterozigoto da fémea bovina. Duas amostras tiveram elevada quantidade de erros

durante a genotipagem, possivelmente devido a baixa qualidade do DNA extraido.
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Levando em consideracdo os SNPs da fémea e sua CTP, percebe-se que
92,13% dos pontos analisados eram compativeis, onde a CTP apresentava pelo
menos um dos alelos da fémea (Tabela 6). Os demais foram divididos entre pontos
nao compativeis, quando a auséncia de genotipagem afetava apenas uma das duas
amostras para aquele SNP, e auséncia de genotipagem compartilhada, quando
ambas as amostras apresentavam erros na mesma posi¢cdo. No geral, ndo houve
incompatibilidade causada por CTP apresentando alelos que ndo estavam presentes
na fémea. Estes resultados estdo resumidos na Tabela 6. Apesar disso, € possivel
perceber que a genotipagem provavelmente apresentou algumas falhas, como por
exemplo pontos em que a fémea era homozigota e a sua CTP heterozigota (Tabela
7), apesar de que em baixa frequéncia. O padrdo de correspondéncias de SNPs
heterozigotos, homozigotos e auséncia de genotipagem entre fémea e sua CTP estao

resumidos na Tabela 7.

Figura 10 — Perfil de SNPs de BoLA de uma fémea bovina e 15 linhagens de células

trofoblasticas partenogenéticas (CTPS).
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O gréfico apresenta a proporcdo de SNPs heterozigotos, incluindo dentro de cada barra o
namero absoluto de SNPs heterozigotos para cada amostra. A primeira amostra de DNA é
proveniente de uma fémea bovina e a segunda amostra € uma de suas CTPs.
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Figura 11 — Genotipos de SNPs de BoLA em células trofoblasticas partenogenéticas (CTP) e uma fémea bovina.
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Em cada coluna é possivel observar o genétipo completo de cada amostra para 445 SNPs avaliados, sendo o primeiro par de amostras a fémea
e a CTP derivada de seu embrido partenogenético; as demais CTPs de outras fémeas. As cores denotam o genotipo para aquela posi¢éo, sendo
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o nucleotideo A representado em verde, T em rosa, C em azul, G em cinza e auséncia de genotipagem em vermelho. E possivel perceber que as
amostras homozigotas e a CTP da fémea apresentam a maioria dos seus SNPs idénticos em cada posicéo (portanto, apenas uma cor), enquanto
as heterozigotas e a fémea tem maior quantidade de pontos heterozigotos (cores diferentes). Note também que a auséncia de genotipagem muitas
vezes ocorre na mesma posicdo em diferentes amostras, com maior incidéncia nas regioes de Classe lla e |, com certa correspondéncia com as
posicdes onde ocorrem genes de BoLA. A esquerda, representacéio da localizacédo de cada Classe de BoLA na genotipagem, incluindo genes de
BoLA Classe Il (DRB3, DQA1, DQA2 e DQB) e genes classicos de Classe | (representados genericamente como “BoLA-I"). A direita uma amostra
heterozigota (He) e homozigota (Ho) com grande incidéncia de auséncia de genotipagem, possivelmente devido a baixa qualidade do DNA.
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Tabela 6 — Porcentagem de genoétipos de SNPs compativeis entre fémea bovina e
sua célula trofoblastica partenogenética (CTP) em cada Classe de BoLA.

Compatibilidade Classe de BoLA
BoLA
Fémea-CTP lla 11l I [-ex
Sim? 87,76% 93,98% 92,44% 95,24% 92,13%
N&o?2 6,12% 5,26% 4,07% 2,38% 4,72%
AGCs3 6,12% 0,75% 3,49% 2,38% 3,15%
Total 100,00%  100,00%  100,00%  100,00% 100,00%

1Sim, compatibilidade entre os alelos da CTP com pelo menos um alelo da fémea para um dado SNP;
2N&o, auséncia de genotipagem em apenas uma das duas amostras para um dado SNP;
3AGC, auséncia de genotipagem compartilhada, afetando fémea e CTP para o mesmo SNP.

Tabela 7 — Correspondéncia de gendtipos de 445 SNPs entre fémea bovina e sua
célula trofoblastica partenogenética (CTP) em BoLA.

SNPs da Fémea

Heterozigoto Homozigoto AG? Total
SNPs da Heteroz'igoto 6 2 0 8
CTP Homozigoto 135 267 1 403
AG? 3 17 14 34
Total 144 286 15 445

1Auséncia de genotipagem.

5.3.2. Segunda Abordagem: Comparacéao de alelos DRB3

A segunda abordagem para confirmagdo da homozigose se baseou na
comparacao entre os alelos de DRB3 entre CTPs e a fémea que os originou. Se uma
fémea for heterozigota e sua CTPs for homozigota, isso confirma a homozigose da
amostra e permite assim a descricdo de haplotipos de BoLA. Neste estudo, todas as
fémeas avaliadas eram heterozigotas. Apesar disso, foi possivel observar a producéo
de CTPs homozigotas para DRB3, portanto, validando esta abordagem.

Do total de 41 CTPs extraidas, 15 (36,5%) amostras foram consideradas
homozigotas, enquanto 26 (63,4%) eram heterozigotas para DRB3. Estas 15 amostras
representavam material genético de 13 fémeas distintas. A eficiéncia desta
abordagem para descricdo de haplotipos de BoLA de fémeas bovinas esta resumida
na Tabela 8. E possivel perceber cerca de 22% das fémeas utilizadas neste estudo

tiveram seus haplotipos analisados.
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Tabela 8 — Resumo da eficiéncia de utilizar-se de células trofoblasticas
partenogenéticas (CTPs) para obtencdo de material genético
homozigoto de fémeas bovinas heterozigotas para descricdo de
haplétipos de BoLA.

Fémeas  Total (,Jo_m Com CTPs Com (;TPS Com (_:TPS
Odcitos Plagueadas Extraidas Homozigotas
N 60 56 40 22 13
100,00%  93,33% 66,67% 36,67% 21,67%
04t 100,00% 71,43% 39,29% 23,21%
100,00% 55,00% 32,50%
100,00% 59,09%

1 Porcentagem do total de fémeas utilizadas em cada etapa.

5.4. DESCRICAO DE HAPLOTIPOS E NOVOS ALELOS

A partir das duas abordagens empregadas neste estudo (sendo um total de 23
amostras, das quais 8 CTPs homozigotas foram provenientes da 12 abordagem e 15
CTPs homozigotas da 22 abordagem), foi possivel descrever 10 haplétipos diferentes
de BoLA Classe lla DRB3-DQA-DQB, dentre eles, oito ainda ndo descritos na
literatura (Tabela 9). Estavam presentes dois novos alelos do gene DQA [DQA*0207
(nimero de acesso KM245153) e DQA*0208 (KM245154)] e um novo alelo do gene
DQB [DQB*18042 (KM245155)]. Suas sequéncias ja foram submetidas ao banco de
dados especializado de BoLA (IPD-MHC BoLA Database, disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/BoLA/), onde foi confirmado que as mesmas se tratam de
novos alelos, sendo sua adicdo ao banco de dados programada para ocorrer na
proxima atualizacdo do website (Shirlley Ellis, comunicacao pessoal). A sequéncia de
nucleotideos e de aminoacidos dos novos alelos encontram-se nas Figura 12 a 14.

Os haplétipos 1103A, 3001A, 3501A (que contém o novo alelo DQA*0208) e
3601A estavam presentes em duas amostras de origens diferentes. Possivelmente
estes haplétipos podem estar em alta frequéncia na populacdo estudada. Nao foi
possivel descrever os haplétipos completos de outras nove amostras homozigotas
(Tabela 8). Isto se deve ao fato do sequenciamento dos genes DQA e/ou DQB
apontarem multiplos alelos. Nao obstante, os haplétipos parciais destas amostras
estdo detalhados na Tabela 10. Baseado nos alelos de Classe lla, € possivel inferir
gue se tratam de novos haplétipos. Os haplotipos listados (Tabela 9 e Tabela 10) séo
representativos de 21 fémeas distintas (oito destas provenientes da primeira
abordagem e 13 da segunda). Duas fémeas tiveram seus dois haplétipos descritos, a
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partir da analise de duas CTPs distintas (cada uma possuindo um dos haplétipos)

derivadas de seus ovarios, sendo os pares de haplétipos 2201A/4802A e

2201B/3101A compondo seus gendtipos de BoLA Classe lla.

Tabela 9 — Haplotipos de BoLA Classe Ila DRB3-DQA-DQB em células trofoblasticas
de embribes partenogenéticos homozigotas.

Designacado do Haplotipot

N de CTPs
Autores Oficial DRB3 DQA DQB
1 0201A DHO7A *0201 *0203 *0201
1 03021A *03021 *0207 *18042
1 0902A *0902 *0207 *1803
2 1103A *1103 *0203 *3602
1 1703A *1703 *1401 *2301
1 2801A *2801 *0103 *0402
2 3001A *3001 *0202 *0402
2 3501A *3501 *0208 *2201
2 3601A *3601 *1301 *1802
1 4802A *4802 *0103 *2501

10s haplétipos sao definidos por Miyasaka et al. (2012). Novos haplotipos e alelos estdo em negrito.

Tabela 10 — Haplétipos parciais de BoLA Classe lla DRB3-DQA-DQB em células

trofoblasticas de embrides partenogenéticos homozigotas.

N de CTPs Novos Haplétipos? DBR3 DQA DQB
1 0101B *0101 *0801
1 1703B *1703 *1401
1 1801B *1801 *0302
1 2201A *2201 *2501
2 2201B *2201
1 2801B *2801
1 3101A *3101 *0803
1 5702A *5702

10s haplétipos definidos por Miyasaka et al. (2012).



Figura 12 — Sequéncia de nucleotideos do éxon 2 de alelos BoLA-DQA, incluindo novos alelos (em negrito).
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TCT GGC TAC TAT ACC CAT GAA TTT GAT GGA GAT GAA GAG TTC

TTT AGA CGT TTT GAC CCT CAG GGT GCG

85
AAC TCT ACT GCT G

Pontos representam nucleotideos idénticos aos da primeira sequéncia. NUmero de acesso no GenBank para os alelos de BoLA-DQA encontrados

em http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/BoLA/. Nimero de acesso para 0os novos alelos sdo KM245153 (DQA*0207) e KM245154 (DQA*0208).



64

Figura 13 — Sequéncia de nucleotideos do éxon 2 de alelos BoLA-DQB, incluindo novo alelo (em negrito).

10 15 20 25 30 35
BoLA-DQB*18042 G TAC CAG TTT AAG TGC CTG TGT TAC TTC ACC AAC GGG ACG GAG CGG GTG CGG TAC GTG ACC AGA TAC ATC TAC AAC CAG GAG GAG TAC GTG
BoLA-DQB*1804 - e e e e e e e e e e eee eee eee eee eee eee aaa e e e e eee e eee eee e e aaa

BoLA-DQB*1801 - CT. L L e
BoLA-DQB*1802 - GT. e
BoLA-DQB*1803 - -T. . e e mme e mee e e eme e eee e e
BoLA-DQB*1805 - CT. e L
BoLA-DQB*1806 - .. . G.. e e e e e e e - e e e
BoLA-DQB*1807 . GT. . G.. e e e e e e eee - e e e
BoLA-DQB*1808 . GT. . G.. e eee e e e e eee - e e e
BoLA-DQB*1809 - CT. . G.. e e e e e e eee - e e e

40 45 50 55 60 65
BoLA-DQB*18042 CGG TTC GAC AGC GAC TGG GAC TTG TAC CGG GCG CTG ACC CCG CTG GGG CGG CCG GAC GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAC ATC CTG
BoLA-DQB*1804 e
BoLA-DQB*1801 e C 7
BoLA-DQB*1802 e e et e et e et eee eee aee eee eee eee eee eee eee eee eee eee eee eee mee mee e e e e e e e e
BoLA-DQB*1803 e e e e et e et eee aee aee aeh aeh aee eee eme eee eee eee eee eee eee eee e e e e e e e e e
BoLA-DQB*1805 e C 7
BoLA-DQB*1806 e C 7
BoLA-DQB*1807 e O
BoLA-DQB*1808 e [
BoLA-DQB*1809 e C 7

70 75 80 85 90
BoLA-DQB*18042 GAG CAG ACG CGG GCC GAG GCG GAC ACG GTG TGC AGA CAC AAC TAC CAG GCG GAG CTC ATC ACA T
BoLA-DQB*1804 fee e mee mee mee mee eee eee eee eaa e mea maa eee eee eee eee mee mee mee eee =
BoLA-DQB*1801 M e mms mee mes maa maa maa maa mma mma mma mma mma maa maa mas mes mes mee mea =
BoLA-DQB*1802 e
BoLA-DQB*1803 e
BoLA-DQB*1805 e
BoLA-DQB*1806 fee e mee e mee mee eee eee eee maa e mea maa eee eee eee eee mee mee mee eee =
BoLA-DQB*1807 e
BoLA-DQB*1808 e e e e e e e et e et eee aee aee aen eee eee eee eme eee eee eee eee eee eee eee .
BoLA-DQB*1809 e e e e e e e e et eee eee aee eee aee eee eee mee eee eee eee eee eee eee eee eeae .

Pontos representam nucleotideos idénticos aos da primeira sequéncia. NUumero de acesso no GenBank para os alelos de BoLA-DQB encontrados
em http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/BoLA/. Nimero de acesso para o novo alelo € KM245155 (DQB*18042).
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Figura 14 — Sequéncia de aminoacidos de alelos de éxon 2 de BoLA-DQA (A) e —DQB (B), incluindo novos alelos (em negrito).

A

BoLA-DQA*0208
BoLA-DQA*0207
BoLA-DQA*0201
BoLA-DQA*0202
BoLA-DQA*0203
BoLA-DQA*0204
BoLA-DQA*0205
BoLA-DQA*0206

BoLA-DQB*18042
BoLA-DQB*1804
BoLA-DQB*1801
BoLA-DQB*1802
BoLA-DQB*1803
BoLA-DQB*1805
BoLA-DQB*1806
BoLA-DQB*1807
BoLA-DQB*1808
BoLA-DQB*1809

10 20 30 40 50 60 70 80
X X X XX XX X X XXX X X X XX X X
A YGINVYHSYG SSGYYTHEFD GDEEFYVDLE KRETVWNLPL FSKFRRFDPQ GALRNIATAK HNLEIMIQES NSTA
- T V..R. ...
R ..., L Vo ..., V..R.
....... T Ol N V) S
....... O N V) L
....... L O VA
R L VL. .R- ———-
e L V..R- ———-
10 20 30 40 50 60 70 80
X XX XX X XX X X XX X XXX X X XX XXX
YQ FKCLCYFTNG TERVRYVTRY 1YNQEEYVRF DSDWDLYRAL TPLGRPDAEY WNSQKDILEQ TRAEADTVCR HNYQAELI
L- S C S.No. o Ll E..o.. ... A e i ees aeeeaa.
Vo oG ool He o e e e e e e e e e e eeee e meeaae e
e
L. .G ... S.No. o oLl B e it e
e E.... ...... R
1 Lo i el
T Fo o e e
e E..o.. ...... A i i iees aeeaaa

Pontos representam aminoacidos idénticos aos da primeira sequéncia. X = Sequéncias de ligacdo aos peptideos, segundo Brown et al. (1993)

e Fremont et al

(1998).

Numero de acesso no GenBank para os alelos de BoLA-DQA e -DQB encontrados em

http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/BoLA/. Nimero de acesso para os novos alelos sdo KM245153 (DQA*0207), KM245154 (DQA*0208) e KM245155

(DQB*18042).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, células trofoblasticas partenogenéticas (CTPs) bovinas foram
utilizadas como fonte de DNA homozigoto em BoLA, permitindo a descricdo de
haplétipos de Classe lla em animais heterozigotos. Esta abordagem é inédita na
descricao de haplétipos de MHC bovino. Para tal, foi utilizado método de ativacao para
obtencao de embrides partenogenéticos diploides. Como alternativa para aumento da
guantidade de DNA, um protocolo para expansdo de células do trofoblasto,
denominadas células trofoblasticas partenogenéticas (CTPs) foi desenvolvido e
avaliado quanto ao seu potencial de gerar linhagens homozigotas em BoLA, para
descricao de haplétipos de Classe lla.

De fato, gametas e embribes partenogenéticos ja haviam sido utilizados no
estudo do MHC, apesar de ndo objetivarem a descricdo de haplétipos. Odcitos
secundarios, corpusculos polares e espermatozoides foram empregados na
investigacdo da recombinacdo (e, portanto, desequilibrio de ligacdo) entre BoLA
Classe lla e llb em bovinos (JARREL et al., 1995; PARK; FRANK; LEWIN, 1999). A
utilizacédo de células homozigotas haploides também ja foi amplamente explorada, a
partir da producdo de células-tronco embrionaria partenogenéticas, usado
majoritariamente para a analise de caracteristicas genéticas recessivas (KOKUBU,;
TAKEDA, 2014)

No entanto, Revazova et al. (2008) usaram células-tronco embrionarias
partenogenéticas humanas para produzir linhagens homozigotas em HLA, pelo
potencial de utiliza-las em terapia celular. Todavia, o protocolo de isolamento e cultivo
de células-tronco embrionérias requer um sistema caro e complexo, além de dificil
acesso para a maioria dos laboratorios e espécies. A utilizacdo de células-tronco
embrionarias so esta bem estabelecida para humanos e camundongos, enquanto que
relatos em bovinos e outras espécies domésticas sdo escassos, recentes e de dificil
reproducdo (EZASHI; TELUGU; ROBERTS, 2012; KOH & PIEDRAHITA, 2014),
dificultando sua aplicacdo para descrever haplétipos para estas espécies. Nao
obstante, o estudo destes autores permitiu o estabelecimento de quatro linhagens
homozigotas de doadores homozigotos e heterozigotos para HLA, usando um método
de ativacdo que produz embribes haploides. A utilizacdo de embribes haploides

permitiria a descricdo de haplétipos de BoLA, porém esta abordagem néo foi utilizada



67

aqui devido a limitacdo de crescimento que estes apresentam (KAUFMAN &
GARDNER, 1974, LAGUTINA et al., 2004). Apesar de optar por embrides de maior
capacidade de desenvolvimento e nédo utilizar cultivo de células-tronco embrionarias,
a expansdo das células trofoblasticas produzidas foi necessaria para permitir a
avaliacdo do seu potencial para o estudo de BoLA. Assim, foi desenvolvido um

protocolo para expansao das ceélulas do trofoblasto dos embrides partenogenéticos.

6.1. PRODUCAO DE CELULAS TROFOBLASTICAS PARTENOGENETICAS

Levando-se em consideracdo a quantidade total de odcitos utilizados, apenas
8% destes geraram CTPs capazes de expansao in vitro para analise. Esta baixa
eficiéncia deve ser analisada com cautela, tendo que se levar em consideracao o
desenho experimental utilizado. Esta pode ser explicada devido a utilizagdo de todos
0s CCOs de cada fémea selecionada, sem selecdo para qualidade morfolégica. A
grande maioria dos odcitos usados eram de grau Il e Ill, grupos morfolégicos
historicamente relacionados com baixa capacidade de desenvolvimento in vitro
(KHURANA & NIEMANN, 2000).

Isto foi feito para assegurar maiores chances de que o haplotipo das fémeas
fosse estudado, enquanto mantivesse seguranca de que ndo haveria contaminacéo
de material bioldgico, sendo passo necessario para a validagdo desta metodologia.
Apesar de a correlacdo entre morfologia oocitaria e capacidade de desenvolvimento
estar em debate (RUVOLO et al., 2013), uma selecéo de odcitos por este ou outros
parametros provavelmente elevaria a quantidade de CTPs viaveis.

A propria eficiéncia de expanséo de CTPs foi de 36,28% do total de embrides
eclodidos plaqueados. Esta taxa possivelmente poderia ser elevada por melhoria da
gualidade embrionaria, sendo afetada tanto pela selecdo de odcitos quanto pelo
cultivo embrionario. Para evitar qualquer possivel contaminacdo com células
diploides, nao foi utilizado cocultivo com células da granulosa, comumente empregado
para dar suporte a embrides cultivados em alta tenséo de oxigénio (GOOVAERTS et
al., 2009). Apesar disso, a recuperacao de blastocistos eclodidos sem a contaminacéo
com células da granulosa é relativamente facil de ser feita. Alternativamente, cocultivo
com células de outras espécies também pode ser empregada, ja que a utilizacdo de

primers especificos para a espécie bovina impediria a amplificacdo de possiveis
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células contaminantes provenientes do cocultivo. Entretanto, se o aperfeicoamento do
sistema de cultivo, seja pelo emprego de cocultivo ou com suplementacdes diversas,
afeta a proliferacdo das CTPs, por melhoria na qualidade embrionaria, ainda precisa
ser elucidado.

Nesse ambito, a eclosdo de blastocistos € usada como parametro qualitativo
da producdo in vitro de embrides (SAKAGAMI et al., 2015), pois esta € uma etapa
importante para a implantacdo do mesmo na parede uterina. Portanto, espera-se que
embrides que eclodam mais tardiamente sejam de menor qualidade que aqueles que
eclodem mais cedo. Porém, ndo houve diferenca na proliferacdo de CTPs entre
embrides plaqueados em D8, D9 e D10+. Dentro do desenho experimental deste
trabalho, outros fatores podem estar afetando o desenvolvimento das CTPs, com
destaque ao efeito da fémea: idade e categoria (TAKEO et al., 2013; VIEIRA et al.,
2014), score corporal (DOMINGUEZ, 1995), estagio do ciclo estral (ACAR et al., 2013;
DIAS et al., 2013); composicao do liquido folicular (IWATA et al., 2006), entre outros.
Infelizmente tal fato ndo pode ser averiguado ja que nao houve repeticbes de cada
fémea. A utilizacdo de cada embrido como repeticdo de cada fémea para elucidar esta
guestao também é inviavel, visto que o numero de embrides produzidos por fémea é

muito variado, diminuindo o poder estatistico.

6.2. VALIDACAO DE HOMOZIGOSE

Sem a validacdo de homozigose, ndo seria possivel saber se uma amostra &
homozigota por possuir apenas um alelo DRB3 ou heterozigota, possuindo dois
haplétipos que compartiham o mesmo alelo. Da mesma forma, validar pela
homozigose nos trés loci estudados aqui excluiria parte dos haplotipos de BoLA, caso
este apresentasse duplicacdo de loci (DQA/DQB). Para acuracia dos resultados €
necessaria alguma forma de se conhecer o perfil genético das amostras.

Entre estas, é possivel utilizar-se da comparacado do DNA da CTP com a fémea
gue a originou, utilizar SNPs para investigar o perfil de BoLA ou outros marcadores
neutros, como microssatélites dentro de BoLA, cujos ensaios ja foram utilizados em
outras pesquisas (CREIGHTON et al., 1992; ELLEGREN; DAVIES; ANDERSSON,
1993; FRITZ, 2009). Neste trabalho, foram investigadas duas dessas abordagens: o

perfil de SNPs de BoLA e a comparacéao entre fémea e CTP.
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6.2.1. Genotipagem de SNPs

Os perfis de SNPs de 15 amostras CTPs e uma fémea bovina foram
informativos acerca do comportamento gendémico frente a recombinacao que acontece
durante a Meiose, para producdo de células haploides. Comparando-se uma fémea
heterozigota com uma de suas CTPs, foi possivel perceber que a amostra derivada
de seu odcito apresentava baixa quantidade de SNPs heterozigotos, comparado ao
genotipo parental. Para excluir a possibilidade de que a CTP néo tenha sido derivada
desta fémea, seus alelos para cada SNPs foram comparados, bem como sua
sequéncia de DRB3. Como esperado, mais de 90% dos SNPs eram compativeis € no
geral ndo houve incompatibilidade genotipica de alelos de SNPs ou de DRB3.

A partir do comportamento observado para este par, foi possivel inferir que
amostras com baixa quantidade de SNPs heterozigotos sao de fato homozigotas em
BoLA (sendo confirmado pela presenca de um anico alelo DRB3). A baixa quantidade
de SNPs heterozigotos nas amostras homozigotas podem ser reflexo de falhas na
leitura do genotipo. A incidéncia de mutagdes, duplicacbes, delecdes e conversao
alélica/génica dentro do MHC (TROWSDALE & KNIGHT, 2013) também poderiam
explicar a ocorréncia de SNPs heterozigotos e auséncia de genotipagem nas
amostras. Além disso, alguns pontos de ocorréncia de auséncia de genotipagem
podem estar relacionadas a falha do ensaio em amplificar SNPs dos rebanhos
utilizados, visto que o ensaio foi desenvolvido para populag¢des taurinas nos EUA.

Alternativamente, a qualidade do DNA poderia em tese causar falhas na
genotipagem, porém a incidéncia destes até na amostra da fémea bovina, proveniente
de biopsia de tecido, ndo corrobora este fato, pelo menos para todas as posi¢des. Em
contraponto, duas amostras (uma CTP homozigota e uma heterozigota)
apresentavam maior quantidade de auséncia de genotipagem que as demais,
podendo ser reflexo da baixa qualidade do material genético contido nestas amostras.
A aparente maior incidéncia de auséncia de genotipagem nas regioes de Classe | e
lla parecem indicar um significado biolégico para a ocorréncia de auséncia de
genotipagem em alguns pontos do genoma analisados, sendo discutido
posteriormente. Nao obstante, Novos testes sdo necessarios para elucidar este

qguadro.
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6.2.2. Comparacgéao de alelos DRB3

A segunda abordagem para validacdo da metodologia foi a comparacao de
alelos DRB3 entre fémea e sua CTP. Para excluir a possibilidade de erros na
descricao de haplotipos (fémea heterozigota possuindo dois haplétipos que
compartiihem mesmo alelo DRB3), apenas fémeas heterozigotas para este locus
foram utilizadas. Portanto, se uma CTP fosse homozigota para DRB3 vindo de uma
fémea heterozigota, confirmaria a homozigose da CTP e permitiria a descricao de
haplétipos. De qualquer forma, nenhuma das fémeas analisadas era homozigota para
DRB3.

Apenas 36% das CTPs extraidas eram homozigotas para DRB3, portanto, mais
de 60% destas haviam sofrido recombinacdo upstream a este locus. Devido ao
pequeno numero amostral, ndo é possivel tirar conclusdes definitivas acerca da
porcentagem de CTPs homozigotas. Se somarmos a quantidade de CTPs
homozigotas das duas abordagens utilizadas para validacdo da metodologia, €
possivel perceber que a eficiéncia se aproxima de 41% de homozigose.

As amostras homozigotas da segunda abordagem representavam material
genético de 13 fémeas distintas, portanto resultando na capacidade de descrever
haplétipos de 21,67% das fémeas utilizadas neste trabalho. Como discutido
anteriormente, esta eficiéncia é reflexo do desenho experimental utilizado, que contou
com a selecdo de odcitos sem parametros de qualidade e ativacdo de todos,
independentemente de extrusdo do 1° CP (indicador da maturacéo nuclear).

Apesar dessa etapa ser comumente empregada na ativagao partenogenética,
neste trabalho ela néo foi feita devido a dois principais fatores. O primeiro diz respeito
a logistica do trabalho experimental. De cada matadouro, foram ativados odécitos de
até 20 fémeas bovinas. Todas as etapas desde puncdo, rastreio, maturacao,
desnudamento, ativacao e cultivo foram feitas isoladamente para cada, de modo a
evitar contaminacao de amostras. Portanto, demandava muito tempo de manipulacéo,
gue poderia ser ampliado pela selecdo do 1° CP e prejudicar a capacidade destes
odcitos de produzirem embrides viaveis devido ao estresse ambiental (PALASZ et al.,
2008; ZHANG et al., 2010; AGARWAL; DURAIRAJANAYAGAM; DU PLESSIS, 2014).
Em ultima analise, para evitar a possivel reducdo da quantidade e qualidade das CTPs

produzidas, esta etapa ndo foi realizada. O segundo fator diz respeito as
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caracteristicas dos odcitos utilizados. Ja que todos os odcitos de cada fémea foram
recuperados, a maioria destes era de ma qualidade morfolégica, portanto muitos
apresentavam o citoplasma heterogéneo, o que dificultava a observacao da extrusédo
do CP. Uma selecao de CP poderia excluir uma quantidade de odcitos possivelmente
viaveis, reduzindo a capacidade de descricdo de hapldtipos deste trabalho. Novos
testes com diferentes desenhos experimentais poderiam elevar a porcentagem de

fémeas analisadas, ja que a metodologia esta validada.

6.3. DESCRICAO DE HAPLOTIPOS DE BoLA

A utilizacdo de CTPs permitiu a identificacdo dos haplotipos de 13 fémeas do
total de 60 (21,67%). Esta eficiéncia é elevada se levar em consideracdo que se
tratavam de fémeas heterozigotas, sem parentesco ou informacdes de pedigree, onde
naturalmente apenas as homozigotas poderiam ser analisadas. A porcentagem de
animais homozigotos em populacdes bovinas € de 9,2 + 5,9% (mediana 8,7%, maximo
20,5% e minimo 0%), levando em consideracdo estudos com sequenciamento dos
alelos DRB3 (nha sua totalidade taurina, incluindo um estudo com gado de origem
mista; TAKESHIMA et al, 2003; UNTALAN; PRUETT; STEELMAN, 2007,
BALLINGALL et al.,, 2011; MIYASAKA et al.,, 2011; MIYASAKA et al., 2012;
GIOVAMBATISTA et al., 2013). Em rebanhos zebuinos as informac¢des séo escassas,
mas devido a um pobre histérico de manipulagdo genética e reprodutiva, é
possivelmente ainda menor.

Em populacdes nos EUA, num total de 23 mil bovinos, foram selecionados
apenas 600 individuos (2,6%) com alta possibilidade de serem homozigotos baseado
em informacdes de pedigree (L. C. Skow, Texas A&M University - EUA, comunicagéo
pessoal). Portanto, a metodologia utilizada aqui € pelo menos 2-10 vezes mais
eficiente na descricdo segura de haplétipos de BoLA, com o diferencial de
potencialmente descrever o haplétipos de qualquer fémea. O estudo de Miyasaka et
al. (2012), que fez o maior apanhado de hapl6tipos de BoLA Classe lla em bovinos
até o presente momento, reuniu informacdes de haplétipos de 164 individuos de duas
racas taurinas japonesas. Porém, foi necessario a informacdo de linhagem e
genotipagem de 650 individuos, resultando numa eficiéncia de 25,2% de animais com

haplétipos descritos, proxima da descrita neste trabalho.
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Em humanos, € comumente utilizada a analise em softwares para inferéncia de
fase de gendtipos e haplétipos de MHC, por analises estatisticas, partindo ou ndo de
expectativas a priori das frequéncias esperadas para as populagdes (STEPHENS;
SMITH; DONNELLY, 2001; ADAMS et al., 2004; ABBOTT et al, 2006;
BETTENCOURT et al., 2008; BONTADINI, 2012). Os softwares que se baseiam em
informacdes a priori sdo aplicAveis em humanos devido ao grande volume de
informacgdes reunidas de diversas populacdes e grupos étnicos. Apesar disso, esta
analise gera ambiguidade nos resultados e erros, por ndo poder afirmar com certeza
os alelos e haplétipos de cada individuo, principalmente em populagbes multirraciais
(ADAMS et al., 2004; BETTENCOURT et al., 2008; JUN et al., 2014). A metodologia
descrita neste trabalho néo apresenta este viés, podendo melhorar os estudos
populacionais e de associagdo com doencas.

Cerca de 44,4% (8/18) das amostras homozigotas nao tiveram seu haplétipo
completo de Classe lla descrito por problemas no sequenciamento do gene DQA ou
DQB. Isto se deve a provavel ocorréncia a multiplos loci de DQA/DQB. Em torno de
48,2% (27/56) dos haplotipos de BoLA descritos apresentam alguma duplicacéo de
DQA ou DQB (MIYASAKA et al., 2012), portanto este fato ndo era inesperado. Além
disso, alguns haplétipos descritos por estes autores apresentavam auséncia de
amplificacédo de DQA e/ou DQB. Nao obstante, todos os alelos DQA identificados no
presente estudo correspondem a alelos de DQAl (Miyasaka et al.,, 2012),
evidenciando a limitagdo do ensaio utilizado aqui para detec¢do dos demais loci.

Ja que foi validada a homozigose da amostra, uma inferéncia de fase poderia
suprir a necessidade de genotipagem dos alelos para cada locus. Porém, devido a
grandes diferencas apresentadas no éxon 2 entre diferentes linhagens de DQA/DQB,
especialmente na extremidade 5', é necessaria a utilizagdo de clonagem ou primers
mais especificos, como os usados por Miyasaka et al. (2012). Infelizmente, no
presente trabalho nao foi possivel a utilizacao dessas alternativas, ficando a descri¢cao
completas destes haplétipos para futuras investigacoes.

Da mesma forma, isso impediu que se descrevesse o segundo haplétipo de
cada fémea analisada. Assim, a utilizacdo das alternativas descritas acima ndo so
permitiria a definicdo de haplétipos com duplicagdo em DQA e DQB, mas também a
definicdo de ambos hapldtipos de uma fémea a partir da analise de apenas uma CTP

homozigota, desde que a fémea tivesse tido seus alelos sequenciados.
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6.4. LIMITACOES DA METODOLOGIA

Dentre as principais limitacbes da metodologia descrita neste trabalho é
possivel destacar: necessidade de biotecnologias reprodutivas aliadas a biologia
molecular; os custos elevados; e a descricao de haplétipos apenas de fémeas.

A metodologia desenvolvida neste trabalho utilizou técnicas avancadas em
biotecnologias reprodutivas (producdo in vitro de embribes e ativacao
partenogenética) e ferramentas de biologia molecular (extragdo de DNA, PCR,
sequenciamento, genotipagem de SNPs e softwares de bioinformatica). Portanto,
requer o trabalho de pessoas qualificadas em ambas metodologias ou parceria entre
instituicdo/laboratorios com dominio em cada uma. Este fato teoricamente poderia
limitar o emprego desta metodologia em outros lugares do Brasil ou do mundo. Porém,
em bovinos essa ndo é uma realidade distante, visto o grande interesse e investimento
em pesquisas genéticas que tem sido feito para esta espécie, em parte devido ao seu
apelo comercial (ELLIS; HAMMOND, 2004). O emprego de biologia molecular no
estudo produtivo e evolutivo € historico, onde a fronteira reside na aplicacdo de
estudos de associagcao gendmica ampla na investigacdo do impacto da diversidade
gendmica nos caracteres de importancia produtiva.

A prépria utilizacdo de biotecnologias reprodutivas ja estd bastante
disseminada nesta espécie, principalmente no Brasil, que desponta na produc¢éo in
vitro de embrides (IETS, 2012). Laboratorios de biotecnologia reprodutiva, tanto de
pesquisa quanto comerciais, sdo instalacbes abundantes tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento, onde as técnicas empregadas neste
trabalho ja sdo amplamente dominadas e reproduzidas no resto do planeta. Apesar
da disseminacao de recursos humanos com treinamento em biologia molecular e
reprodutiva em bovinos, outro aspecto que pode limitar a aplicacdo de CTPs no estudo
de BoLA séo os custos elevados. Nado s6 em termos de material de consumo e
permanente necessarios para a implementacdo, mas também o elevado periodo de
cultivo (em torno de 3-4 semanas) e o proprio esforco laboral demandado pela
producdo e manutencéo das células in vitro.

Este é resultado principalmente da necessidade de assegurar que o material
genético da fémea e de suas CTPs nao seria contaminado por células provenientes

de outras fémeas. Esse fato dificultou otimizacdes de reagentes e tempo de trabalho.
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Apesar disso, se comparar ao esforco e gastos demandados para descricdo de
haplétipos em animais heterozigotos, os custos podem ser comparaveis. Se levar em
consideracdo a possivel aplicacdo em qualquer rebanho, independentemente de
linhagem familiar conhecida, e a reducdo na ambiguidade dos resultados, € possivel
enxergar a metodologia desenvolvida aqui como uma alternativa vidvel ao estudo de
BoLA.

Por fim, uma limitacdo dificil de se contornar € a possibilidade de descrever
haplétipos apenas de fémeas. Para aplicar esta abordagem em machos seria
necesséaria a producdo de embrides androgenéticos (a contraparte masculina de
embrides partenogenéticos, ou seja, aqueles derivados apenas com genoma paterno;
LAGUTINA et al., 2003), que requer a enucleacao de odcitos e fertilizagdo in vitro ou
injecao intracitoplasmaticas de espermatozoide. Assim, apesar de possivel, torna-se
pouco pratica por demandar maiores investimentos técnicos. Portanto, machos
bovinos, especialmente de rebanhos sem registros de reproducédo, teriam poucas
possibilidades de terem seus haplotipos descritos diretamente por esta metodologia.
N&o obstante, a identificacdo dos principais haplotipos do rebanho pelo estudo com
as fémeas, serviriam para inferir os haplétipos dos machos, seja pela diversidade

alélica ou pela analise de heranca de sua linhagem.

6.5. PERSPECTIVAS

Apesar das limitacbes apresentadas pela utilizacdo de células CTPs para
descricdo de haplétipos de BoLA Classe lla, algumas perspectivas sao levantadas
para ampliacdo do uso da metodologia ou sua otimizac&o. A seguir serdo discutidas
com mais detalhes a possibilidade de: otimizagdo da metodologia; descricdo de
haplétipos de BoLA Classe |; outros estudos genéticos no gado bovino; e ampliacao
dos estudos no gado paraense. Importante salientar que estas proposi¢cdes requerem
novos testes para sua validacdo, o que estava fora do escopo deste trabalho. Nao
obstante, sdo possiveis desdobramentos e linhas de pesquisas a serem investigadas

no futuro.
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6.5.1. Otimizag&o da Metodologia

Como apontado anteriormente, a validacdo da homozigose é uma etapa
necessaria a descricdo acurada de haplotipos. Apesar da comparacgédo dos alelos de
DRB3 entre amostras CTPs e respectivas fémeas ser um método pratico para esse
fim, em contrapartida aumenta os custos e esforco experimental na medida em que
todos os processos devem ser feitos isoladamente para cada fémea. Em comparacéo,
a validacao atraveés da genotipagem de SNPs em BoLA permite validar a homozigose
de amostras provenientes de odcitos mistos, sem precisar conhecer o genoma da
fémea, embora exija maior aporte tecnoldgico e eleve os custos da validacdo em si.

Uma abordagem mais barata seria a utilizacdo de um menor numero de
marcadores em BoLA que permitisse uma segura definicdo da homozigose das CTPs.
Dentre os principais candidatos estdo os marcadores de microssatélites. De qualquer
forma, o desenvolvimento de ensaios robustos € necessario para utilizar esse tipo de
marcador. Apesar de alguns ja terem sido descritos na literatura (CREIGHTON et al.,
1992; ELLEGREN; DAVIES; ANDERSSON, 1993; FRITZ, 2009), é necessario validar
o polimorfismo destes na populagéo para que seja possivel utiliza-los.

Outra possibilidade seria utilizar um menor nimero de SNPs informativos.
Neste trabalho, quatro posicbes de SNPs foram consistentemente heterozigotas nas
CTPs classificadas como tal, e homozigotas nas demais, sendo um na Classe lla, um
na Classe Ill e dois na Classe | (posi¢cbes 26322003, 27076887, 27418216, 28820469,
respectivamente; Quadro 2). Os alelos para os SNPs nessas posi¢cdes apresentavam
alta frequéncia, além de néo ocorrer pontos de auséncia de genotipagem,
potencialmente representando uma regido com pouca variagao estrutural, mas com
alta frequéncia de heterozigose na populacédo avaliada. A presenca de apenas um
alelo DRB3 e para mais quatro marcadores espalhados em BoLA poderia ser o
suficiente para confirmar a homozigose da amostra e reduzir sensivelmente (ou
anular) a descricdo de hapldétipos falsos. Naturalmente, apesar de serem pontos
promissores, uma populacdo amostral maior seria necessaria para assegurar a
validade desses SNPs para descricdo de haplotipos de BoLA do gado regional.

A eficiéncia da expanséo de CTPs para extracao foi proxima a 40%. Melhorias
no protocolo de cultivo, particularmente maior investimento em fatores de crescimento,

poderiam aumentar esta taxa. Porém, a perda de 60% dos embrides plaqueados
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poderia ser evitada ao se empregar técnicas de extracdo e amplificacdo mais
sensiveis, evitando a necessidade de cultivo e expansédo de CTPs. Esforcos estédo
sendo feitos para permitir a extracdo e sequenciamento de apenas uma célula
(LIANG; CAIl; SUN, 2014), e ja é possivel acesso a protocolos com cada vez maior
sensibilidade.

Ja estdo descritas metodologias para extracdo de DNA e RNA de um unico
embrido em estagio de pré-implantacional. Huffman, Almamun e Rivera (2012)
descrevem 0 sequenciamento e analise de bissulfito de embribes isolados.
Teoricamente, a utilizacdo dos embrides partenogenéticos ao invés de ter que
expandir suas CTPs duplicaria a capacidade de descricdo de haplétipos descrita no
presente estudo. Porém, a utilizacdo de embrides bovinos individuais para
sequenciamento de genes altamente polimérficos, como os do MHC, ainda precisa
ser avaliada. Apesar disso, apresenta boas perspectivas, ja que a tipagem de HLA ja
é feita rotineiramente em embrides humanos pré-implantacionais (KAKOUROU et al.,
2014). E importante notar que o desenvolvimento dessa metodologia combinada a
utilizacdo de embrides haploides permitiria o estudo de haplétipos de MHC sem
realizar validagdo de homozigose. Perspectivas mais otimistas podem revelar o
potencial de utilizar os proprios gametas (00citos secundarios e espermatozoides)

para descricdo de haplatipos.

6.5.2. Descricdo de Haplétipos de BoLA Classe |

Devido a baixa quantidade de recombina¢gBes acontecendo dentro de BoLA
(FRITZ, 2009; corroborado pelos resultados apresentados aqui), também seria
possivel descrever haplotipos de englobando genes de Classe |. Enquanto humanos
apresentam trés genes classicos em cada haplétipo para esta regido, os bovinos tém
alta variacao estrutural e funcional, apresentando seis loci classicos descritos, com
haplétipos apresentando de um a trés genes expressos (ELLIS; HAMMOND, 2014). A
propria combinacao entre estes genes nao parece ser estocastica, formando 13 tipos
estruturais distintos identificados atualmente (CODNER et al., 2012). A descricédo
desses tipos estruturais dependeu da analise de haplétipos de animais homozigotos
ou heterozigotos com analise da heranca familiar (BIRCH et al., 2006) em conjunto

com analises filogenéticas. Justamente devido a essas caracteristicas, o estudo de
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haplétipos de Classe | é dificil e poucos foram descritos, a maioria representativa de
racas taurinas (CODNER et al., 2012).

Portanto, a utilizacdo de CTPs poderia ajudar a expandir o numero de
haplétipos de Classe | estudados, bem como elucidar os processos evolutivos e
funcionais que moldaram esta composi¢éo Unica. Porém, o estudo de genes de Classe
| é feito utilizando tanto RNA quanto DNA, devido a um grande intron que atravessa
os dois éxons que codificam a regido apresentadora de antigeno da molécula (Figura
1; BIRCH et al., 2006).

Apesar da expressdo de RNA de Classe | ser ubiqua em células nucleadas
(VAN DEN ELSEN, 2011), na maioria das espécies as células embrionarias/fetais
apresentam baixos (ou até inexistentes) niveis de transcricdo dos genes classicos (e
mais polimorficos), enquanto genes ndo classicos podem ser mais expressos
(DAVIES et al., 2006). Todavia, em bovinos foram descritas populacdes de células do
trofoblasto que expressam genes classicos e néo classicos de BoLA, durante o final
da prenhez (BAINBRIDGE; SARGENT; ELLIS, 2001; DAVIES et al., 2006). De forma
similar, é possivel detectar a expressao de genes de Classe | em todos os estagios
de desenvolvimento embrionario pré-implantacional, em baixos niveis (DOYLE et al.,
2009).

Estes estudos indicam que as CTPs possivelmente expressam genes de
Classe | e que sua utilizacdo pode servir para descricdo de haplétipos para esta
regidao. Nao obstante, seriam necessarios novos estudos para investigar a expressao
de genes de Classe | em CTPs, para assegurar que a composi¢cado do haplotipo de
Classe | ndo seja enviesada pela falta de transcricdo de algum dos possiveis seis loci
presentes no genoma celular, ja que poucos estudos funcionais foram feitos entre as

diferencas de expressao de cada locus.

6.5.3. Outros Estudos Genéticos do Gado Bovino

Uma andlise dos pontos onde a auséncia de genotipagem acontece parece
indicar a presenca de hotspots para sua ocorréncia (Quadro 2), particularmente na
regido de Classe lla. Esse padrdao é compativel com a ocorréncia de CNVs (Copy
Number Variation — variagdo no numero de coépias) dentro de BoLA. Estas séo
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definidas como variacfes estruturais de sequéncias gendmicas interespecificas
maiores de 50 pares de bases (LIU; BICKHARD, 2012).

A ocorréncia de CNVs tem sido relacionada a regifes ricas em genes e pontos
de duplicacdo segmental, que podem promover recombinacfes homodlogas néo-
alélicas, considerado um mecanismo importante de geracdo de CNVs
(STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010). Portanto, ndo seria incomum encontrar tais
variagcbes dentro do MHC bovino ja que esta regido apresenta estas duas
caracteristicas, onde a ocorréncia de CNVs ja foi descrita nesta espécie e em outras
(LIU; BICKHARD, 2012). Interessante notar que a presenca dessas variagoes
normalmente inibe a recombinacdo, mecanismo que pode ajudar a manter o
desequilibrio de ligacédo dentro do MHC, apesar de a inibicdo de converséo génica e
recombinacfes homologas néo-alélicas serem menos pronunciadas (LINDSAY et al.,
2006; WELZ-VOEGELE; JINKS-ROBERTSON, 2008; TROWSDALE; KNIGHT, 2013).

Em bovinos, para descricdo de CNVs foram utilizadas diversas abordagens a
partir da analise de SNPs (LIU; BICKHARD, 2012), incluindo métodos para estimar a
perda de heterozigose (CICCONARDI et al., 2013). Este processo é necessario em
um gado heterozigoto, porém desnecessario em amostras homozigotas. Portanto, a
utilizacao de células homozigotas, como as descritas aqui ou por outras abordagens,
pode facilitar a descricdo de CNVs, na medida em que aumentaria a descoberta de
delecbes mesmo de pequenas regides do genoma. Tais eventos s&o importantes na
associacao com doencas (WU et al., 2013), inclusive para CNVs dentro do MHC
(YANG et al., 2012).

Na regido de Classe lla é possivel notar um bloco de auséncia de genotipagem,
atravessando cinco SNPs, em nove das 16 amostras genotipadas no presente estudo
(entre os SNPs chr23:25349535-25361041 na build UMD 3.1 e chr23:26187964-
26199461 na build BTA 4.0; Quadro 2). Da mesma forma, a maior quantidade de
incompatibilidade de gendtipo por auséncia de genotipagem em apenas uma amostra
ou compartilhada entre fémea e CTP ocorre na Classe lla (Tabela 6). Esse bloco inclui
0 gene DQAZ2 e esta proxima ao gene DQB. Outros pontos de ocorréncia de auséncia
de genotipagem em Classe lla se aproximam de DQAL, DRB3 e genes classicos de
Classe I.

Se a auséncia de genotipagem fosse aleatéria, por exemplo devido a

problemas técnicos com a leitura pelo equipamento ou qualidade de DNA, era
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esperado que estes estivessem em proporcao igual entre amostras homozigotas e
heterozigotas. Porém, observou-se maior acumulo de auséncia de genotipagem em
amostras homozigotas (P < 0,05). Este cenéario é compativel com a ocorréncia de
CNVs em BoLA, visto que amostras heterozigotas mascarariam parte das CNVs pela
presenca de dois haplotipos. Nesses casos, nos pontos onde um dos haplétipos
apresenta variacdo estrutural em relacdo ao outro, estas exibiriam um genotipo
homozigoto (referente ao unico SNP presente para aquela posi¢ao).

Corroborando esta hipotese, a comparacgéo entre fémea e sua CTP, contidas
na Tabela 7, foi informativa, revelando que 93% da auséncia de genotipagem na
fémea corresponde a auséncia na CTP. Isto é esperado se a auséncia de
genotipagem tiver significado biologico, ou seja, representar pontos onde ambos o0s
haplétipos da amostra heterozigota ndo apresentam o SNP, portanto ausentes
também na sua CTP. Em contrapartida, 50% da auséncia de genotipagem ocorridas
na CTP correspondem a pontos que sdo homozigotos na fémea, corroborando a
nocado de que parte dos pontos homozigotos na fémea séo devido a auséncia de
amplificacdo em um dos haplotipos.

Portanto, a variacdo no numero de cépias de DQA parece se relacionar com o
grande bloco de auséncia de genotipagem observado na Classe lla, possivelmente
representando um ponto de CNV. Este esta presente em aproximadamente metade
das amostras, incluindo a fémea e sua CTP. Ja que o ensaio de genotipagem utilizado
foi desenvolvido para populagfes taurinas dos Estados Unidos, esta possivel variacdo
pode ser frequente em haplotipos zebuinos ou representar a variagdo do numero de
loci DQA, ja que, mesmo em taurinos, haplétipos com tal duplicacdo sdo comuns.

Apesar de a utilizagdo de CTPs no estudo de CNVs ser um campo interessante
de investigagdo, a identificacdo de CNVs ou variacdo estrutural do gado zebuino
utilizado esta fora do escopo deste trabalho. E necessario ressaltar que o ensaio
utilizado foi desenvolvido em rebanhos taurinos dos EUA, e, portanto, a auséncia de
amplificacdo pode ser devido a presenca de SNPs distintos nas amostras avaliadas
aqui, sendo necessario novas etapas de validacdo para assegurar a ocorréncia de
CNVs. Nao obstante, otimizacdo dos protocolos descritos aqui poderiam ser
necessarios, principalmente maior expansao de células CTPs para recuperacao de
maior quantidade de DNA, particularmente para sequenciamento de nova geracao.

Nao foge a atencdo que a genotipagem de SNPs em todo o genoma de CTPs
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poderia revelar hotspots de recombinacdo em bovinos. Diversas abordagens tém sido
propostas para o estudo da recombinacdo meiotica dentre as quais poucas sao
capazes de gerar mapas de recombinacao individualizados, apontando apenas
meédias populacionais (MYERS et al., 2005; BAUDAUT; IMAI; MASSY, 2013). A
genotipagem de espermatozoides figura como abordagem promissora para revelar
pontos de recombinacdo de cada individuo analizado, permitindo avaliacdo de
milhares de eventos de recombinacédo (BAUDAUT; IMAI; MASSY, 2013). Em fémeas,
a disponibilidade de gametas para tal investigacao é mais restrita. Porém, a utilizacao
de CTPs diploides pode ser alternativa para avaliagdo em fémeas, visto que existem
evidéncias de que a recombinacdo meiotica exibe padrdes diferenciados de acordo
com o sexo (POPA et al., 2012).

A utilizacao de softwares que estimam a perda de heterozigose (comumente
usada para estimar a ocorréncia deleces/CNVs em popula¢gées humanas ou células
de céancer; THIAGALINGAM et al., 2001) poderiam ser adaptados para revelar os
pontos de recombinacdo, ja que estes estariam associados com a transicdo do
genoma homozigoto para o heterozigoto. Neste caso, refinamentos devem ser
propostos para diferenciacdo entre pontos de recombinacdo tipo croossover/nao
crossover e CNVs. A utilizacdo de CTPs para avaliacdo da recombinacdo meiética em
bovinos requer novos estudos, podendo dar informacdes acerca desses eventos

pouco estudados nesta espécie.

6.5.4. Ampliacdo dos Estudos no Gado Paraense

Na sua maioria, os haplotipos descritos de BoLA sao de racas taurinas (LEWIN;
RUSSEL; GLASS, 1999; GLASS; OLIVER; RUSSEL, 2000; NORIMINE. BROWN,
2000; PARK et al., 2004; MIYASAKA et al., 2012). Portanto, os novos haplétipos e
alelos relatados no presente estudo podem ser representativos de racas zebuinas. O
estudo de BoLA em racas zebuinas ainda é restrito. Com base na reviséo de literatura
feita neste trabalho a partir da andlise de relatos com o gene DRB3 (locus mais
estudado de BoLA), em torno de 20% destes enfocam racas zebuinas, sendo cerca
de metade na raca Gir e o resto distribuido em racas restritas e locais (Apéndice D).

Trabalhos publicados com gado brasileiro sdo mais escassos ainda, com apenas
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cinco relatos (MIRETTI et al., 2001; DA MOTA et al., 2002; MACHADO et al., 2005;
MARTINEZ et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2006).

Estes enfocaram a raca Gir ou animais hibridos de Gir-Holstein. Ja as amostras
analisadas no presente trabalho sao principalmente derivadas de animais da raca
Nelore. O unico trabalho, até onde se sabe, estudando diversidade de BoLA em
Nelores foi feito utilizando analise RFLP de DRB3, portanto de baixa resolucdo para
identificacdo de novos alelos (MIRETTI et al., 2001). A partir do padréo de enzima de
restricio pros alelos DRB3 (IPD-MHC BoLA Database, disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/BoLA/) das amostras CTPs, € possivel inferir a presenca
de 15 alelos RFLP nas 21 fémeas avaliadas aqui. Miretti et al. (2001) relata a presenca
de 15 alelos RFLP em 29 fémeas, portanto a diversidade entre estes dois estudos é
similar, apesar de apenas cinco alelos serem compartilhados pelos dois estudos. Isso
€ devido provavelmente ao baixo numero amostral de ambos os estudos e a diferentes
populacdes utilizadas, ja que o gado estudado por Miretti et al. (2001) era de Corumba,
MS.

Em conjunto com os demais trabalhos, é possivel perceber a escassez de
estudos enfocando BoLA no rebanho brasileiro, principalmente frente a grande
importancia que a pecuaria bovina tem para o pais. A presenca de alelos nas amostras
CTPs que encontram-se em baixa frequéncia nos demais gados brasileiros podem
indicar uma composicdo génica Unica nos rebanhos locais (os estudos com rebanho
brasileiro estdo relatados no Apéndice D). Este fato também é corroborado pela
presenca de alelos DRB3 com baixa frequéncia em outros rebanhos sequenciados no
planeta (DRB3*03021, *1103, *1703, *3101, *3501, *4802 e *5702). Indo além, 88%
dos haplétipos avaliados aqui sdo inéditos, apesar do pequeno numero amostral,
evidenciando a escassez de estudos de BoLA em animais paraenses. A presenca de
novos alelos, sendo que um destes presente em dois haplotipos distintos, demonstra
gue este fato ndo deve ser encarado como relato de variantes raras em populacoes
bovinas, e sim de alelos/haplotipos presentes em populagbes pouco estudadas.
Frente a essa lacuna nas investigacdes enfocando BoLA, a aplicacdo da metodologia
descrita aqui pode ajudar a expanséao dos estudos de rebanhos brasileiros.

Entre os alelos descritos aqui, alguns ja foram correlacionados com
enfermidades e caracteristicas produtivas em bovinos. O alelo DRB3*0101 esta

associado com a susceptibilidade a mastite causados por Escherichia coli e
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Staphylococci coagulase negativa em Holstein (YOSHIDA et al., 2009). Ha relato de
associacdo do alelo DRB3*0201 a resisténcia febre aftosa (GOWANE et al., 2013).
Neste mesmo estudo, também foi relatada susceptibilidade associada ao alelo
DRB3*1801. Ja o alelo DRB3*0902 esta consistentemente associado a resisténcia a
infeccéo pelo virus da leucemia bovina (JULIARENA et al., 2008; JULIARENA et al.,
2009; MIYASAKA et al., 2013). Portanto, o rebanho paraense apresenta alelos que ja
foram associados com caracteristicas positivas e negativas a producdo pecuaria,
podendo utilizar tais rebanhos para se confirmar a associagdo com tais enfermidades,
além de possivel selecdo para rebanhos mais resistentes. A utilizacdo do haplotipo
composto por trés genes de BoLA pode ajudar a elucidar a real relagédo de tais
marcadores e a incidéncia de doencas nos rebanhos.

O rebanho paraense tem muito a se beneficiar com estudos genéticos. Aqui
estdo presentes animais com caracteristicas de alto interesse para pecuaria mundial
e local, como a rusticidade, resisténcia aos carrapatos e termotolerancia,
caracteristicas estas essenciais para a atividade nas regides de clima tropical e
subtropical. Porém, ainda sdo necessarios estudos que busquem aliar a manutencao
de tais caracteristicas de interesse conjuntamente com boas caracteristicas
zootécnicas, como a fertilidade, producéo de leite e ganho de peso. Assim, é possivel
utilizar estes animais que evoluiram na propria regido, e portanto mais adaptados a
ela, para aumentar a produtividade do rebanho amazénico, selecionando individuos
resistentes as enfermidades que ocorrem aqui e com caracteristicas adequadas ao
abastecimento do mercado local, nacional e internacional.

A ampliacdo das pesquisas com o MHC bovino podem representar ndo sé
ganhos em sanidade e produgédo animal, mas também em aumento de eficiéncia da
clonagem animal (transferéncia nuclear de célula somatica). Entre as causas da baixa
eficiéncia da clonagem tem-se as perdas durante a prenhez (ARNOLD et al., 2008;
CHAVETTE-PALMER et al., 2012). Apesar de pouco estudado, h4 algumas linhas de
evidéncias de que, pelo menos em parte, as perdas gestacionais podem estar
relacionadas a rejeicdo imunolégica do clone pela receptora, como: a expressao
anOmala de genes de Classe | bovino em embrides clones (PFISTER-GENSKOW et
al., 2005) e em placenta de clones (HILL et al., 2002); e maior eficiéncia de nascimento
de clones provenientes de linhagens homozigotas em MHC, em detrimento das

heterozigotas (DAVIES et al., 2004). Importante notar que a Prometea, primeiro cavalo
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clone, foi gestada pela préopria fémea clonada, levantando a questdo se a
compatibilidade completa entre feto e fémea nao poderia ser benéfica para o
desenvolvimento de animais clonados (GALLI et al., 2003; GALLI et al., 2008). Apesar
dessa questdo ainda ser controversa (ELLIS, 2004; CHAVETTE-PALMER et al.,
2007), este ainda € um campo onde ha muito a avancar. Assim, o estudo de BoLA
ainda figura como perspectiva para a investigacéo do efeito da selecéo de receptoras
compativeis com as linhagens clonadas, de modo a evitar parte das perdas
gestacionais observadas em clones.

Em resumo, este € possivelmente o primeiro trabalho a estudar a diversidade
de BoLA em rebanhos bovinos do estado do Pard, além do primeiro trabalho brasileiro
com haplotipos de BoLA Classe lla, propondo uma nova metodologia para a avaliacao
destes. Parte dos resultados contidos aqui foram aceitos para publicacdo em revista
cientifica especializada (Apéndice E). A metodologia proposta pode servir de
alternativa para expansao de estudos enfocando o gado regional, visto que este
parece ser reservatorio de alelos e haplotipos Unicos. Como discutido anteriormente,
alguns aspectos técnicos podem ser otimizados para viabilizar sua aplicacdo e
ampliacdo para outros estudos genéticos. Espécies onde as biotecnologias
reprodutivas estejam bem estabelecidas podem se beneficiar desta metodologia,
como camundongos, suinos, demais espécies domésticas e, em especial, bubalinos,
pela sua importancia no estado do Para. Em ultima analise, a expansao de estudos
com haplétipos de MHC podem ajudar a elucidar questdes ainda debatidas acerca da

evolucao desta regido, associacdo com doencas e com o desenvolvimento de vacinas.
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7. CONCLUSOES

E possivel obter amostras homozigotas em BoLA de fémeas bovinas
heterozigotas, a partir da producéo de embriBes partenogenéticos e expansao

de suas células trofoblasticas, aqui validado por duas abordagens distintas.

A utilizacdo de células trofoblasticas partenogenéticas permitiu a descricao de
18 haplotipos de BoLA Classe lla DRB3-DQA-DQB do rebanho bovino
brasileiro, incluindo oito novos haplétipos e oito haplétipos parciais

provavelmente novos.

Trés novos alelos de BoLA foram descritos, sendo dois alelos de DQA e um de
DQB.

O método descrito aqui € mais eficiente e flexivel do que estudar haplétipos

apenas de individuos homozigotos ou de animais com informacéo de pedigree.

O método, apesar de inovador, ainda pode ser otimizado para aumentar sua

eficacia na descricao de haplotipos de BoLA.
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APENDICES



APENDICE A — Associacéo de BoLA-DRB3 com aspectos produtivos em rebanhos bovinos.

Tabela 11 — Associacgao de alelos de BoLA-DRB3 com aspectos produtivos do gado bovino.
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Caracteristicat Raca Alelo2 Associacao® Técnica*
Reproducéo
. *2703 Resisténcia a interrupgéo de prenhez PCR-SBT
Schwab etal. 2009 Holstein *1001 Susceptibilidade a interrupcao de prenhez PCR-SBT
Producéo de Leite
Duangjinda et al. 2008 Holstein x Zebu *10 Maior producéao PCR-RFLP
Machado et al. 2005 Gir *16, *29 Maior producao PCR-RFLP
Sharif et al. 1998b Holstein *8, *22 Maior producao PCR-RFLP
* H ~
Starkenburg et al. 1997 Holstein *276 I\I\/Tlalor produga~o PCR-RFLP
enor producéo
Rupp et al. 2007 Holstein "1, %23 Maior produgao PCR-RFLP
8 Menor producao
Qualidade do leite
*54 Reducéo no rendimento de gordura
Nascimento et al. 2006 Gir *6, *54 Reducao no rendimento de proteinas PCR-RFLP
*7 Aumento no rendimento de proteinas
Sharif et al. 1998b Jersey *10 Reducéo no rendimento de gordura PCR-RFLP
*g Aumento no rendimento de proteinas e
Sharif et al. 1998b Holstein 3 gordura , PCR-RFLP
%99 Reducao no rendimento de proteinas e
gordura
*7 Aumento no rendimento de gordura
Starkenburg et al. 1997 Holstein 26 Reduc¢éo no rendimento de proteinas e PCR-RFLP
gordura
*11 Aumento no rendimento de gordura
Rupp et al. 2007 Holstein *16 Reducédo no rendimento de proteinas PCR-RFLP
*23 Aumento no rendimento de proteinas
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Caracteristical Raca Alelo? Associagao?® Técnica*
Qualidade do leite
. . *11, *22 Aumento no rendimento de gordura
Pashmi et al. 2009 Holstein *22, *24 Aumento no rendimento de proteinas PCR-RFLP
Contagem (SCC)/ Score (SCS) de Células
Somaéticas
. . *23 Diminui¢do do SCC
Baltian et al. 2012 Holstein 07 Aumento do SCC PCR-RFLP
*3, *8, *18,
Wu et al. 2010 Holstein *21, *22, Diminuigéo do SCC PCR-RFLP
*26
. . *16, *8, *23 Aumento do SCC
Dietz et al. 1997b Holstein Y. Diminuicio do SCC PCR-RFLP
Kelm et al. 1997 Holstein *16 Aumento do SCS PCR-RFLP
Sharif et al. 1998a Holstein *16 Diminuic&o do SCS PCR-RFLP
. *3, *11 Diminuigéo do SCS
Rupp et al. 2007 Holstein %3 Aumento do SCS PCR-RFLP
. *3 Diminuic&o do SCS
Starkenburg et al. 1997 Holstein *7 %04 Aumento do SCS PCR-RFLP
Pashmi et al. 2009 Holstein *8 Aumento do SCC PCR-RFLP
Sender et al. 2008 Holstein x Black Pied *23 Aumento do SCC MPT-PCR
Sender et al. 2008 Holstein *16 Diminuicéo do SCC MPT-PCR

1Trabalhos que relatam associagdo de alelos RFLP utilizando apenas 1-2 enzimas foram omitidos;

2A nomenclatura utilizada para o alelo varia dependendo da técnica utilizada para determina-los;

3A forma de quantificacdo da producao do animal e modelo estatistico variaram entre cada estudo;

4 PCR-SBT, polymerase chain reaction (PCR) using sequence based typing; PCR-RFLP, PCR using restriction fragment length polymorphism; MPT-PCR, multi-primer
target PCR.
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APENDICE B — Descrigéo dos SNPs utilizados no presente trabalho.

Quadro 1 — Descricao dos SNPs utilizados neste estudo. Os SNPs estao separados em
cada Classe de BoLA, de acordo com as cores: Classe lla (Amarelo);
Classe lll (Roxo); Classe | (Azul); Classe | estendida (l-ex, Laranja). A
posicdo no ensaio GoldenGate é baseada no sequenciamento BTA 4.0,

enquanto a posicdo no lllumina BovineHD 700K é baseada no
sequenciamento UMD3.1.

Regidgo deBoLA | Nomedosnp | PS8 TR EIade lumina BovineHD 770K
Classe lla BovineHD2300007030 26101031 25263573
Classe lla BovineHD2300007031 26105895 25268437
Classe lla BovineHD2300007034 26173497 25323186
Classe lla BovineHD2300007037 26180182 25329895
Classe lla BovineHD2300007048 26187964 25349535
Classe lla BovineHD2300007049 26189192 25350763
Classe lla BovineHD2300007050 26190248 25351819
Classe lla BovineHD2300007052 26193273 25354853
Classe lla BovineHD2300007053 26199461 25361041
Classe lla BovineHD2300007057 26255454 25417035
Classe lla BovineHD2300007173 26275081 25866835
Classe lla BovineHD2300007171 26278305 25863611
Classe lla BovineHD4100016081 26285642 25856289
Classe lla BovineHD2300007162 26295411 25846520
Classe lla BovineHD2300007058 26296875 25425442
Classe lla BovineHD2300007059 26299730 25428298
Classe lla BovineHD2300007060 26300900 25429469
Classe lla BovineHD2300007061 26303000 25431568
Classe lla BovineHD2300007062 26304565 25433133
Classe lla BovineHD2300007063 26305626 25434194
Classe lla BovineHD2300007064 26309259 25438003
Classe lla BovineHD2300007066 26312109 25440853
Classe lla BovineHD2300007068 26314846 25443589
Classe lla BovineHD2300007070 26317942 25446685
Classe lla BovineHD2300007071 26319211 25447954
Classe lla BovineHD2300007072 26320920 25449663
Classe lla BovineHD2300007073 26322003 25450746
Classe lla BovineHD2300007074 26323437 25452180
Classe lla BovineHD2300007089 26356415 25504409
Classe lla BovineHD2300007090 26358363 25506208
Classe lla ARS-BFGL-NGS-4203 26359831 25507676
Classe lla BovineHD2300007092 26365238 25513202
Classe lla BovineHD2300007093 26368632 25516596
Classe lla BovineHD2300007095 26373657 25521621
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Classe lla BovineHD2300007096 26374717 25522681
Classe lla BovineHD2300007099 26382886 25530841
Classe lla BovineHD2300007100 26387308 25535263
Classe lla BovineHD2300007102 26391744 25539699
Classe lla BovineHD2300007103 26393742 25541686
Classe lla BovineHD2300007104 26397031 25544975
Classe lla BovineHD2300007106 26398688 25546632
Classe lla BovineHD2300007107 26401757 25549498
Classe lla BovineHD2300007108 26403873 25551614
Classe lla ARS-BFGL-NGS-109142 26404894 25552635
Classe lla BovineHD2300007109 26406973 25554714
Classe lla BovineHD2300007110 26408106 25555847
Classe lla BovineHD2300007111 26409813 25557554
Classe lla BovineHD2300007112 26410607 25558348
Classe lla BovineHD2300007115 26417262 25565003
Classe lla BovineHD2300007117 26419550 25567290
Classe lla BovineHD2300007119 26422161 25569895
Classe lla BovineHD2300007120 26423268 25571002
Classe lla BovineHD2300007126 26430602 25578363
Classe lla BovineHD2300007129 26439789 25587771
Classe lla BovineHD2300007130 26440940 25588922
Classe lla BovineHD2300007131 26441725 25589707
Classe lla BovineHD2300007132 26443554 25591536
Classe lla BovineHD2300007136 26469436 25669376
Classe lla BovineHD2300007135 26506193 25632620
Classe lla BovineHD3100001810 26555053 #N/D

Classe lla BovineHD3100001853 26629980 #N/D

Classe lla BovineHD3100001851 26630146 #N/D

Classe lla BovineHD2300007227 26739757 26711242
Classe lla BovineHD2300007225 26757341 26692183
Classe lla BovineHD2300007224 26759429 26690095
Classe lla BovineHD2300007223 26760410 26689114
Classe lla BovineHD2300007222 26761375 26688149
Classe lla BovineHD2300007221 26763843 26685681
Classe lla BovineHD2300007229 26787168 26725494
Classe lla BovineHD2300007231 26790179 26728505
Classe lla BTA-27247-no-rs 26797818 26736263
Classe lla BovineHD2300007236 26801657 26740102
Classe lla BovineHD2300007237 26802662 26741107
Classe lla BovineHD2300007238 26803777 26742222
Classe lla BovineHD2300007239 26805906 26744351
Classe lla BovineHD2300007241 26809765 26748865
Classe lla BovineHD2300007242 26810749 26749849
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Classe lla BovineHD2300007243 26811684 26750784
Classe lla BovineHD2300007245 26815146 26754246
Classe lla BovineHD2300007247 26820738 26760034
Classe lla BovineHD2300007250 26823861 26763157
Classe lla BovineHD2300007251 26832280 26771426
Classe lla BovineHD2300007254 26841248 26780394
Classe lla BovineHD2300007255 26844904 26784050
Classe lla BovineHD2300007257 26848727 26787873
Classe lla BovineHD2300007258 26850383 26789529
Classe lla BovineHD2300007260 26856476 26795622
Classe lla BovineHD2300007261 26860845 26799991
Classe lla BovineHD2300007263 26866493 26805639
Classe lla BovineHD2300007264 26869329 26808474
Classe lla BovineHD2300007271 26897060 26836195
Classe lla BovineHD2300007272 26898504 26837639
Classe lla BovineHD2300007273 26899831 26838966
Classe lla BovineHD2300007274 26900829 26839964
Classe lla BovineHD2300007277 26906206 26845341
Classe lla BovineHD2300007279 26911490 26850625
Classe lla BovineHD2300007281 26916153 26855288
Classe lla BovineHD2300007282 26917325 26856460
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APENDICE C — Genotipagem de SNPs das amostras CTPs e fémea bovina

investigados no presente estudo.

Quadro 2 — Genotipagem das 15 amostras de células trofoblasticas

partenogenéticas e uma fémea bovina para 445 SNPs
espalhados em BoLA. A primeira coluna indica a posicédo do
SNP no genoma bovino, enquanto as demais colunas
representam uma amostra cada (sendo a primeira destas a
fémea bovina e as demais CTPs). Quadrados verdes indicam
gue a amostra € homozigota para aquela posi¢do; quadrados
vermelhos indicam posi¢des heterozigotas; quadrados lilases
indicam auséncia de genotipagem. Na primeira coluna, os
SNPs estdo coloridos de acordo com a Classe a que
pertencem (Classe lla - Amarelo; Classe Il — Roxo; Classe | -
Azul; Classe | estendida - Laranja), cuja posicao € baseada
no sequenciamento BTA 4.0. As amostras com alta contagem
de SNPs heterozigotos (>120) e com baixa contagem de
SNPs heterozigotos (<30) estdo agrupadas.

Posicéao
dos SNPs

Amostras Heterozigotas Amostras Homozigotas

26101031

26105895

-

26173497

26180182

26187964

26189192

26190248

26193273

26199461
26255454
26275081

26278305

26285642

26295411
26296875
26299730

26300900
26303000

26304565

26305626
26309259
26312109
26314846
26317942




26319211
26320920
26322003
26323437
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26356415

26358363

26359831

26365238
26368632
26373657
26374717

26382886

26387308

26391744
26393742
26397031

26398688

26401757

26403873

26404894

26406973

26408106

26409813

26410607

26417262

26419550

26422161

26423268

26430602

26439789

26440940

26441725

26443554

26469436

26506193
26555053

26629980

26630146

26739757

26757341

26759429

26760410

26761375
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26763843
26787168

26790179

26797818

26801657

26802662

26803777

26805906

26809765
26810749

26811684

zea15140 .

26820738

26823861

26832280

26841248

26844904

26848727

26850383

26856476

26860845

26866493

26869329

26897060

26898504

26899831

26900829

26906206

26911490

26916153

26917325
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APENDICE D — Estudos com diversidade de DRB3 em gados bovinos utilizados como referéncias neste trabalho.

Tabela 12 — Resumo dos estudos com o gene DRB3 em rebanhos bovinos.
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. ) n°de Freq. alelo ne > > alelos o
Estudo Pais? Raca Espécie N Rebanho? Técnicas
Alelos? +freq.t 0.052 + freq.t
Baltian et al., 2012 Argentina Holstein B. taurus 123 Unico 30 11,78% 9 69,51% PCR-RFLP
Giovambatista et al., ] Crioulo ) ]
Argentina ) B. taurus Crioulo 194 Mltiplo 21 22,60% 6 72,80% PCR-RFLP
1996 Argentino
i ; : P PCR-RFLP,
Juliarena et al., 2008 Argentina Holstein B. taurus 230 Multiplo 29 15% 8 73,92%
PCR-SSO
i ; ; L PCR-RFLP,
Juliarena et al., 2009 Argentina Holstein B. taurus 241 Mdltiplo 31 16,09% 8 78,05%
PCR-SSO
Panei et al., 2009 Argentina Holstein B. taurus 81 Unico 17 21,00% 8 84,00% PCR-RFLP
Giovambatista et al., ) ) .
2013 Bolivia Yacumeno B. taurus Crioulo 113 Unico 35 10,62% 5 41,16% PCR-SBT
Ripoli et al., 2004 Bolivia Saavedrefio B. taurus Crioulo 125 Unico 22 16,80% 7 70,00% PCR-RFLP
. . . - PCR-SBT,
da Mota et al., 2002 Brasil Gir B. indicus 28 Unico 17 17,86% 8 75,00%
Clonagem
Machado et al., 2005 Brasil Gir B. indicus 470 Mltiplo 27 16,90% 6 64,60% PCR-RFLP
Machado et al., 2005 Brasil Gir B. indicus 150 Unico 15 27,00% 6 94,00% PCR-RFLP
Machado et al., 2005 Brasil Gir B. indicus 320 Unico 26 24,70% 9 83,80% PCR-RFLP
Martinez et al., 2006 Brasil Holstein-Gir Hibrido 231 Unico 20 30,74% 7 81,60% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 1076 Mltiplo 37 19,04% 5 60,01% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 414 Unico 29 27,42% 7 72,72% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 160 Unico 23 18,73% 9 79,69% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 236 Unico 18 26,11% 6 92,99% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 85 Unico 24 20,24% 7 74,41% PCR-RFLP
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. ) n°de Freq. alelo ne > > alelos o
Estudo Pais? Raca Espécie N Rebanho? Técnicas
Alelos? + freq.t 0.052 + freq..
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 53 Unico 16 38,83% 5 72,82% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 67 Unico 19 20,45% 5 74,25% PCR-RFLP
Nascimento et al., 2006 Brasil Gir B. indicus 61 Unico 19 22,31% 4 61,15% PCR-RFLP
Rupp et al., 2007 Canada Holstein B. taurus 328 Multiplo 25 16,00% 8 NI PCR-RFLP
Schwab et al., 2009 Canada Holstein B. taurus 56 NI 13 25% 7 NI PCR-SBT
Sharif et al., 1998a Canada Holstein B. taurus 835 Mdltiplo 27 20,10% 7 88,70% PCR-RFLP
Sharif et al., 1998a Canada Jersey B. taurus 66 Multiplo 13 17,20% 7 87,00% PCR-RFLP
) ) B. taurus turano-
Wang et al., 2008 China Chinese Yellow . 80 NI 23 14,40% 8 58,90% PCR-SBT
mongolicus
Wu et al.,, 2010 China Holstein B. taurus 629 NI 22 23,53% 6 63,74% PCR-RFLP
Giovambatista et al., ) . .
2013 Colémbia Harton del Valle B. taurus Crioulo 66 Unico 24 12,12% 10 78,80% PCR-SBT
Martinez et al., 2005 Colémbia Brahman B. indicus NI NI 11 17,60% 11 100% PCR-RFLP
Blanco
Martinez et al., 2005 Colémbia Orejinegro B. taurus Crioulo NI NI 31 14,60% 4 43,40% PCR-RFLP
(BON)
Zambrano et al., 2011 Colémbia Holstein B. taurus 66 NI 23 16,00% 68,00% PCR-RFLP
Zambrano et al., 2011 Colémbia BOM-Holstein Hibrido 25 NI 18 20,00% 74,00% PCR-RFLP
Jeong et al., 2007 Coreia Hanwoo Hibrido 70 Unico 17 18,57% 79,99% PCR-RFLP
) ) Pirosequen-
Lee etal, 2011 Coreia Holstein B. taurus 35 NI 9 33,20% 5 89,30% .
ciamento
) _ Pirosequen-
Lee etal., 2011 Coreia Hanwoo Hibrido 359 NI 38 22,66% 6 68,31% ]
ciamento
Dietz et al., 1997a EUA Holstein B. taurus 127 Unico 22 21,30% 76,20% PCR-RFLP
Dietz et al., 1997b EUA Holstein B. taurus 1100 Mdltiplo 29 14,29% 75,62% PCR-RFLP
Gilliespie et al., 1999 EUA Jersey B. taurus 172 Unico 24 22,90% 79,40% PCR-RFLP
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n®de

Freq. alelo

ne >

> alelos

Estudo Paist Raca Espécie N Rebanho? Técnica3
Alelos? + freq.t 0.052 + freq..
Kelm et al., 1997 EUA Holstein B. taurus 137 Unico NI 21,31% 7 76,24% PCR-RFLP
Simmental X o o PCR-RFLP,
Untalan et al., 2007 EUA Hibrido 50 Unico 19 23% 6 71%
Red Poll Clonagem
Behl et al., 2007 india Kankrej B. indicus 50 Multiplo 24 22,00% 6 71,00% PCR-RFLP
Behl et al., 2009 india Hariana B. indicus 35 Unico 16 17,14% 8 78,56%  PCR-RFLP
Behl et al., 2009 india Rathi B. indicus 51 Multiplo 13 19,61% 6 55,87% PCR-RFLP
Behl et al., 2009 india Sahiwal B. indicus 45 Unico 20 15,56% 7 72,23% PCR-RFLP
Das et al., 2012 india Hallikar B. indicus 73 Mdltiplo 29 13,00% 5 45,86% PCR-RFLP
Das et al., 2012 india Malnad Gidda B. indicus 107 Mdltiplo 37 10,30% 5 40,68% PCR-RFLP
Das et al., 2012 india Ongole B. indicus 60 Unico 21 22,00% 5 72,47% PCR-RFLP
Gowane et al., 2013 india Crossbreed Hibrido 80 Unico NI 16,79% 9 93,12% PCR-SBT
Ballingal et al., 2011 Inglaterra Holstein B. taurus 111 Multiplo 20 18,80% 7 83,00% PCR-SBT
Holstein x
Baxter et al., 2010 Inglaterra . B. taurus 178 NI 18 20,00% 9 82,00% PCR-SBT
Charolais
Lotfollahzadeh et al., ] .
2014 Ird Holstein B. taurus 66 Unico 21 8,60% 6 43,00% PCR-RFLP
Lotfollahzadeh et al., ) .
2014 Ira Holstein B. taurus 54 Unico 17 25,00% 5 64,66% PCR-RFLP
Mohammadi et al., ] ) o .
2009 Irad Sistani B. indicus 65 Unico 32 21,54% 7 64,58% PCR-RFLP
Mosafer; Nassiry 2005 Ira Golpayegani B. indicus 50 Unico 19 14,00% 74,00% PCR-RFLP
Nassiry et al., 2005 Ira Holstein B. taurus 250 Unico 26 26,60% 71% PCR-RFLP
Nassiry et al., 2008 Ira Golpayegani B. indicus 50 NI 19 14,00% 74,00% PCR-RFLP
Nassiry et al., 2008 Ird Najdi B. indicus 52 NI 16 13,00% 11 93,00% PCR-RFLP
Nassiry et al., 2008 Ird Sistani B. indicus 49 NI 19 22,00% 70,00% PCR-RFLP
Nassiry et al., 2008 Ira Sarabi B. taurus 52 NI 15 23,00% 87,00% PCR-RFLP
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. ) n°de Freq. alelo ne > > alelos o
Estudo Pais? Raca Espécie N Rebanho? Técnicas
Alelos? + freq.t 0.052 + freq..
Pashmi et al., 2006 Ird Sarabi B. taurus 136 NI 26 15,10% 7 70,90% PCR-RFLP
Pashmi et al., 2007 Ird Holstein B. taurus 262 Mdltiplo 28 17,94% 7 75% PCR-RFLP
Sadeghi et al., 2008 Ira Sistani B. indicus 150 NI 23 19,33% 5 70,99% PCR-RFLP
Torbati et al., 2004 Ird Sarabi B. taurus 50 NI 15 23,00% 7 87,00% PCR-RFLP
Miyasaka et al., 2011 Japao Holstein B. taurus 35 Unico 11 27,10% 9 95,60% PCR-SBT
Miyasaka et al., 2011 Japéo Holstein B. taurus 67 Unico 14 24,60% 8 90,30% PCR-SBT
Miyasaka et al., 2011 Japéo Holstein B. taurus 41 Unico 9 35,40% 4 85,50% PCR-SBT
Miyasaka et al., 2011 Japao Japanese Black B. taurus 338 Unico 20 33,40% 7 86,50% PCR-SBT
Miyasaka et al., 2011 Japao Japanese Black B. taurus 69 Unico 12 27,50% 8 88,30% PCR-SBT
Miyasaka et al., 2011 Japao Japanese Black B. taurus 100 Unico 18 31,50% 6 86,00% PCR-SBT
Miyasaka et al., 2013 Japao Japanese Black B. taurus 186 Unico 16 35,20% 6 83,40% PCR-SBT
. Japanese o
Takeshima et al., 2002 Japao B. taurus 352 Mltiplo 21 19,60% 8 83,6% PCR-SBT
Shorthorn
) Japanese .
Takeshima et al., 2002 Japéo B. taurus 68 Unico 16 25,00% 6 79,4% PCR-SBT
Shorthorn
' Japanese -
Takeshima et al., 2002 Japao B. taurus 58 Unico 9 24,10% 6 93,1% PCR-SBT
Shorthorn
. Japanese L
Takeshima et al., 2002 Japao B. taurus 100 Unico 15 18,00% 6 73,0% PCR-SBT
Shorthorn
) Japanese .
Takeshima et al., 2002 Japéo B. taurus 50 Unico 14 20,00% 8 84,0% PCR-SBT
Shorthorn
i Japanese L
Takeshima et al., 2002 Japao B. taurus 38 Unico 11 18,40% 9 97,4% PCR-SBT
Shorthorn
) Japanese .
Takeshima et al., 2002 Japéo B. taurus 38 Unico 12 21,10% 8 89,6% PCR-SBT

Shorthorn
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. ) n°de Freq. alelo ne > > alelos o
Estudo Pais?t Raca Espécie N Rebanho? Técnicas
Alelos? + freq.t 0.052 + freq..
Takeshima et al., 2003 Japao Holstein B. taurus 101 NI 18 16,80% 9 87% PCR-SBT
Takeshima et al., 2003 Japao Japanese Black B. taurus 201 NI 23 17,40% 7 69,70% PCR-SBT
) Japanese
Takeshima et al., 2003 Japao B. taurus 100 NI 20 16,00% 8 77% PCR-SBT
Shorthorn
Takeshima et al., 2003 Japao Jersey B. taurus 69 NI 14 18,10% 8 89,80% PCR-SBT
Yoshida et al., 2008 Japao Holstein B. taurus 702 Multiplo 20 20,30% 7 83,60% PCR-RFLP
Yoshida et al., 2009 Japao Holstein B. taurus 194 Multiplo 16 16,50% 7 84,70% PCR-SBT
Fernandéz et al., 2008 México NI B. taurus Crioulo 51 Unico 34 20,60% 3 45,10% PCR-RFLP
Fernandéz et al., 2008 México NI B. taurus Crioulo 47 Mdltiplo 18 38,30% 6 75,50% PCR-RFLP
) ) ) B. taurus turano- -
Ruzina et al., 2010 Mongdlia Mongolian ) 71 Multiplo 35 15,49% 10 73,93% PCR-RFLP
mongolicus
Hernandéz et al., 2013 NI Brahman B. indicus 30 Multiplo 16 32,70% 78,80% PCR-RFLP
Hernandéz et al., 2013 NI Holstein B. taurus 30 NI 14 19,60% 64,00% PCR-RFLP
Hernandéz et al., 2013 NI Lucerna B. taurus 30 NI 13 33,00% 79,60% PCR-RFLP
Blanco . -
Hernandéz et al., 2013 NI . B. taurus Crioulo 30 Unico 15 25,00% 6 78,50% PCR-RFLP
Orejinegro
Hernandéz et al., 2013 NI Caquetefio B. taurus Crioulo 30 NI 25 10,30% 11 70,90% PCR-RFLP
Hernandéz et al., 2013 NI Casanarefio B. taurus Crioulo 30 Unico 18 13,70% 8 70,50% PCR-RFLP
i Chino )
Hernandéz et al., 2013 NI B. taurus Crioulo 30 NI 10 17,80% 8 92,50% PCR-RFLP
Santandereano
Costefio con . .
Hernandéz et al., 2013 NI B. taurus Crioulo 30 Unico 12 40,30% 6 85,60% PCR-RFLP
cuernos
Hernandéz et al., 2013 NI Hartén del Valle B. taurus Crioulo 30 NI 14 10,00% 63,30% PCR-RFLP
Hernandéz et al., 2013 NI Romosinuano B. taurus Crioulo 30 Unico 16 15,00% 74,90% PCR-RFLP
Hernandéz et al., 2013 NI San martinero B. taurus Crioulo 30 Mdltiplo 12 35,00% 81,60% PCR-RFLP
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. ) n°de Freq. alelo ne > > alelos o
Estudo Pais? Raca Espécie N Rebanho? Técnicas
Alelos? + freq.t 0.052 + freq..
Hernandéz et al., 2013 NI Velasquez Hibrido 30 Unico 11 30,00% 6 80,00% PCR-RFLP
Kulberg et al., 2007 Noruega Nowergian Red B. taurus 523 Mltiplo 27 17,10% 7 78,10% PCR-RFLP
Oprzadek et al., 2012 Polénia Holstein B. taurus 223 Unico 14+ 28,80% 5 55,53% PCR-RFLP
Oprzadek et al., 2012 Polénia Holstein B. taurus 529 Unico 12+ 25,50% 4 49,05% PCR-RFLP
) ) B. taurus turano- .
Ruzina et al., 2010 Russia Kalmyk . 62 Unico 34 24,19% 7 78,23% PCR-RFLP
mongolicus
. ) B. taurus turano-
Ruzina et al., 2010 Russia Yakut ) 42 NI 5 77,30% 2 90,40% PCR-RFLP
mongolicus
Duangjinda et al., 2008 Tailandia Crossbreed Hibrido 409 Multiplo 40 13,90% 6 61,10% PCR-RFLP
Duangjinda et al., 2013 Tailandia Sahiwal B. indicus 95 NI NI NI NI NI PCR-RFLP
Duangjinda et al., 2013 Tailandia Thai Friesian Hibrido 101 NI NI NI NI NI PCR-RFLP
. ] ] Thai Milking .
Duangjinda et al., 2013 Tailandia eb Hibrido 187 NI NI NI NI NI PCR-RFLP
ebu
Kelly et al., 2003 Uruguai Crioulo B. taurus Crioulo 51 Unico 22 16,70% 6 66,80% PCR-RFLP

INI, ndo informado;

2Somatorio dos alelos com frequéncia acima de 5%;

3PCR-RFL, polymerase chain reaction (PCR) using restrinction fragmente lenght polymorphism; PCR-SSO, PCR using sequence-specific oligonucleotide;
PCR-SBT; PCR using sequence-based typing.



134

APENDICE E — Artigo cientifico publicado na revista Animal Genetics (DOI:
10.1111/age.12285), contendo parte dos resultados obtidos neste trabalho.

A N I M A L G E N E T I C S Immunogenetics, Molecular Genetics

and Functional Genomics
SHORT COMMUNICATION doi: 10.1111/age. 12285

Description of bovine major histocompatibility complex class lla
haplotypes using parthenogenetic embryo-derived cells

A.L.A.Sa* V.S. G. Leal’, M. P. C. Schneider*, O. M. Ohashi*, E. J. M. Santos’, P. K. Riggs®,
K. J. Kochan®, C. A. Gill%, E. D. Downey", J. E. Womack**, L. C. Skow", M. S. Miranda* and L. Sena’

*Laboratdrio de Fecundagao In Vitro, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para, Belém, PA 66075-110, Brazil.
"Laboratdrio de Genética Humana e Médica, Instituto de Ciendias Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Belém, PA 66075-110, Brazil.
fLaboratdrio de Polimorfismo de DMA, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Pard, Belém, PA 66075-110, Brazil.
{Department of Animal Science, Texas A&M University, College Station, TX 77843, USA. "Department of Cellular and Molecular Medicine,
College of Veterinary Medicine, Texas A&M University, College Station, TX 77843, USA. **Department of Veterinary Integrative
Bioscences, College of Veterinary Medicine, Texas A&M University, College Station, TX 77843, USA.

Summary In this study, we report an approach to characterize individual BoLA haplotypes using cells

from parthenogenetic bovine embryos derived from slaughterhouse ovaries. Eight of the 15
parthenogenetic embryos so obtained had not undergone meiotic recombination on the
BoLA region and were suitable to describe BoLA haplotypes. Detailed analysis of the BoLA
class Ma region identified seven different class a haplotypes, including six not previously
described and two new alleles of BoLA-DQA and one BoLA-DQB. Our method provided
reliable sources of homozygous DNA to describe BoLA haplotypes.

Keywords BolLA haplotypes, DRBE3-DQA-DQB, MHC, oocyte activation




