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RESUMO

A utilizagdo de marcadores moleculares trouxe grande progresso ao melhoramento genético
de espécies comerciais destinadas a produ¢do, como bovinos, suinos e aves, principalmente
com o aumento da acurdcia de predicao de valores genéticos e precocidade na sele¢do de
animais superiores. Isto ocorreu por meio do uso de alguns poucos marcadores ligados a
Locos de Caracteristicas Quantitativas — QTL (Selecao Assistida por Marcadores) ou pela
estimacdo de efeitos de milhares deles simultaneamente (Estudos de Ampla Associacdo do
Genoma — GWAS ou Selecio Gendomica — GS). Por outro lado, em outras espécies
domésticas, incluindo os equinos, o emprego desta biotecnologia ainda é pouco explorado. Os
primeiros estudos a identificar variantes genéticas ligadas a melhores desempenhos em
corridas foram realizados recentemente na raca Puro-Sangue Inglés (PSI), resultando na
implantacdo de testes genéticos que auxiliam criadores na selecdo de animais com maior
potencial genético. Esta revisdo tem por objetivo descrever a atual situagdo dos marcadores
moleculares aplicados a cavalos de corrida e as perspectivas do seu uso no melhoramento
genético de equinos de corrida Quarto de Milha, raca de grande importancia no mundo e
também no Brasil.

Palavras-chave: cavalos, desempenho, gene candidato, QTL, SNPs.

PROSPECTS OF THE USE OF MOLECULAR MARKERS IN THE GENETIC
BREEDING OF RACING QUARTER HORSES

ABSTRACT

The use of molecular markers has brought great progress to genetic breeding programs of
commercial species aimed at production, such as cattle, pigs and poultry, especially with the
increase of the accuracy of prediction of breeding values, allowing early selection of better
animals. This occurred either through the use of a few markers linked to Locos of
Quantitative Trait — QTL (marker-assisted selection) or the estimation of the effects of
thousands of them simultaneously (Genome Wide Association Studies — GWAS or Genomic
Selection — GS). However, in other domestic species, including equine, the use of this
biotechnology remains underexplored. The first studies to identify genetic variants linked to
better performance in races were performed with Thoroughbred horses, resulting in the
implementation of genetic tests that assist breeders in selecting animals with greater genetic
potential. The objective of this review was to describe the current status of molecular markers
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applied to racehorses and prospects of their use in genetic improvement of racing Quarter
Horses, an important breed in the world and also in Brazil.

Keywords: candidate gene, horse, performance, QTL, SNPs.

PERSPECTIVA DEL USO DE MARCADORES MOLECULARES EN EL
MEJORAMIENTO GENETICO DE EQUINOS DE CARRERAS DE LA RAZA
CUARTO DE MILLA

RESUMEN

La utilizacién de marcadores moleculares trae gran progreso para el mejoramiento genético de
especies comerciales destinadas a la producciéon, como bovinos, porcinos y aves,
principalmente con el aumento de la precision de predicciones de valores genéticos y rapidez
en la seleccion de animales superiores. Esto ocurrié por medio del uso de algunos pocos
marcadores ligados a Locus de Caracteristicas Cuantitativas — QTL (Seleccion Asistida por
Marcadores) o por la estimacion de efectos de millones de ellos simultdneamente (Estudio de
asociacion del Genoma Completo — GWAS o asociacién Gendémica — GS). Sin embargo, en
otras especies domésticas, incluyendo los equinos, el empleo de esta biotecnologia aun es
poco explorado. Los primeros estudios para identificar variantes genéticas ligadas a mejores
desempefios en carreras fueron realizados recientemente en la raza Pura Sangre Ingles (PSI),
resultando en la implantacion de pruebas genéticas que auxilian a los criadores en la seleccion
de animales con mayor potencial genético. Esta revision tiene por objetivo describir la
situacion actual de los marcadores moleculares aplicados a los caballos de carrera y las
perspectivas del uso en el mejoramiento genético de equinos de carrera Cuarto de Milla, raza
de gran importancia en el mundo y también en Brasil.

Palabras clave: caballos, desempeio, gen candidato, QTL, SNPs.
INTRODUCAO

Nenhum outro animal doméstico desempenhou papel tdo direto no desenvolvimento
social e politico da humanidade como o cavalo. Embora no inicio de sua domesticacao
tenham sido utilizados como fonte de matéria prima e alimentos, ao longo da histéria foram
amplamente empregados como meio de transporte € no progresso agricola. No século XX,
com o desenvolvimento tecnolégico das mais diversas dreas, grande parte do seu uso pratico
chegou ao fim, ficando restrito as regides com baixo indice de desenvolvimento econdmico.
Contudo, os seres humanos mantiveram estreita relacdo com estes animais, criando-os para a
pratica de esportes, recreacao, ou simplesmente por sua beleza fisica (1).

O uso de cavalos em praticas esportivas € o segmento mais lucrativo da equinocultura.
Além das provas funcionais, as corridas movimentam grande volume de dinheiro devido as
apostas, contratacdes, comércio de animais, etc. A pesquisa e a utilizacdo de marcadores
moleculares, seja por meio de painéis com alguns poucos ou milhares deles, tem trazido bons
resultados no melhoramento genético de espécies comercias de producdo. Em equinos, a
utilizacdo desta biotecnologia ainda € restrita, com alguns estudos importantes realizados na
raca Puro-Sangue Inglés (PSI). Tais estudos geraram alguns testes genéticos que visam
auxiliar o processo de sele¢do de animais para desempenhos superiores em corridas.

Esta revisao tem como objetivos discorrer de modo sucinto a respeito da situac@o atual
da equinocultura e do melhoramento genético de equinos no Brasil e no mundo, dos conceitos
sobre marcadores moleculares e da prospecc¢do destes para a selecdo de animais superiores
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para corrida na raga PSI, além da perspectiva de sua utilizacdo em equinos da linhagem de
corrida da raga Quarto de Milha, tendo em vista que os efeitos de polimorfismos de DNA
sobre fendtipos sdao parametros intrinsecos de cada populacdo, linhagem ou raca em
determinado ambiente.

Equinos no Brasil e no Mundo

Atualmente ha cerca de 60 milhoes de cavalos no mundo, a maioria deles vivendo nas
Américas, Asia e alguns pafses da Europa. Os Estados Unidos é o pais com maior contingente
(aproximadamente 10,5 milhdes), seguido da China (6,7 milhdes), seguidos do México
(pouco mais de 6 milhdes), e Brasil (pouco menos de 6 milhdes). Estes quatro paises,
conjuntamente, possuem cerca de 50% da populacao global de cavalos (2).

O impacto do agronegécio do cavalo no Brasil é bastante expressivo, tendo
movimentado, em 2006, valor econdmico superior a R$ 7,5 bilhdes ao ano e abrangendo
cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos (3). Neste sentido, considerando-se a
estimativa de que o Pais possui 5.900.700 cabegas (4), constata-se que aproximadamente para
cada dois cavalos hd geracdo de um emprego.

A utilizac@o de equinos na lida de rebanhos bovinos (aproximadamente cinco milhdes)
vem sendo o seguimento de maior destaque dentro do agronegécio do cavalo no Brasil,
representando 52% da movimenta¢do monetdria € 78% dos empregos diretos gerados (3).
Esta intensa relagdo tem feito os cavalos acompanharem os bovinos em seu deslocamento
para as regides Centro-Oeste e Norte do Pais.

Embora a utilizacdo do cavalo na lida com bovinos seja marcante no contexto da
equinocultura nacional, o seguimento que envolve o0s esportes equestres, acompanhando
tendéncia mundial, tem crescido acentuadamente nos ultimos anos. Neste sentido, no periodo
de 1999 a 2004 o numero de eventos envolvendo as diversas modalidades equestres (salto,
adestramento, enduro, concurso completo de equitacdo, etc.) cresceu 315% (3), ou seja,
aumento médio de 15,3% ao ano. Além da utilizacdo do cavalo na lida da fazenda e nas
provas equestres, a tendéncia de sua utilizac@o para lazer vem aumentando significativamente.
O cavalo também ¢ utilizado na equoterapia, modalidade disponivel ha milhares de anos e,
agora, reconhecida como de grande eficicia para o tratamento de intimeros males fisicos,
psiquicos e comportamentais.

Apesar de certa polémica envolvendo o tema, principalmente pelo papel histérico que o
cavalo desenvolveu junto ao homem, o consumo da carne e de derivados de cavalos é comum
em varias partes do mundo, sendo em alguns pafses da Asia Central a principal fonte de
proteina animal. Em muitos outros paises da Europa, América do Sul e Asia constitui parte
significativa das tradi¢des culindrias (5).

Melhoramento genético de equinos

Em relacdo a outras espécies de exploragdo zootécnica, as pesquisas na drea de
melhoramento genético sdo proporcionalmente menores em equinos, no mundo todo. No
Brasil, em particular, dada a grandeza de sua tropa, esta distancia € ainda mais evidente.
Embora algumas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a drea de melhoramento
genético, ainda ndo existem, efetivamente, programas consistentes de selecdo nas diferentes
racas criadas no Brasil. Neste sentido, pequenos grupos de pesquisadores ligados as
universidades e institutos de pesquisa tém trabalhado na drea, especialmente em relacdo a
aspectos conservacionistas em racas nacionais ou quantitativos de caracteres de interesse
econ0mico em racas nacionais e importadas.

Assim como em outras partes do mundo, ndo existem programas concretos de
melhoramento genético para animais das ragas PSI e Quarto de Milha criados no Brasil. O
que se faz atualmente, em razdo da disponibilidade de informacdes fenotipicas e de
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genealogia aprofundada, € a estimac¢do de parametros genéticos populacionais tais como
herdabilidade e correlacdes genéticas de caracteristicas de interesse. Desta forma, o que se
tem, tanto no PSI como no Quarto de Milha, € a selecdo dos individuos com base em
premiacdo, desempenho em corridas e genealogia. Mas € possivel que, como ferramenta de
aperfeicoamento, a sele¢do genética feita nestes moldes ji ndo seja mais eficaz. Basta
considerar os resultados de provas tradicionais do turfe, um tipo de corrida disputada apenas
pela raca PSI, como o Kentucky Derby, nos Estados Unidos, ou o Grande Prémio Brasil, para
constatar que hd 50 anos ndo sdo registradas melhoras significativas nos tempos dos
vencedores. Algo mais refinado em relagdo a selecao e ao melhoramento genético de equinos
vem sendo feito na Europa, com a utilizacdo de modelos estatisticos mais adequados para a
obtencdo de valores genéticos individuais, como o BLUP (Best Linear Ubiased Prediction)
(6). Esta alternativa tem sido aplicada na criacdo de cavalos destinados a esportes olimpicos
COmo O cross country, O adestramento e o salto.

Apesar de os criadores de cavalos para esporte cada vez mais almejarem animais
geneticamente superiores, capazes de apresentar melhor desempenho nas provas, existe um
distanciamento entre pesquisa e aplicacdo pritica que impede a realizacdo de programas
consistentes e continuos de selecdo. Embora tenha ocorrido um aumento significativo das
publicacdes em diversas areas relacionadas aos equinos (7), o melhoramento genético dos
cavalos atletas continua sendo complexo, fazendo com que a obtengao de um animal superior
para as provas equestres ou mesmo para o trabalho seja tarefa dificil. A maior causa desta
dificuldade é a baixa herdabilidade do desempenho atlético e os valores de correlagdes
genéticas existentes entre as caracteristicas mais almejadas nos cavalos (8,9,10). A baixa
herdabilidade do desempenho atlético em equinos pode ser um argumento a mais para a
utilizacdo de novas ferramentas disponiveis para a selecdo e o melhoramento genético, tais
como os marcadores de DNA ou marcadores moleculares, os quais serdo apresentados mais a
frente.

Também existem dificuldades e contratempos ao se pesquisar melhoramento genético
de cavalos no Brasil que sdo inerentes a espécie equina como: baixos indices reprodutivos;
altos intervalos de geragao e parto; baixo nimero de progénies por pari¢do e longo periodo de
gestacdo, e em funcdo de aspectos operacionais como: informacdes escassas e imprecisas de
caracteres reprodutivos, comportamentais e de desempenho em grande parte das racas; baixa
receptividade das associacdes de criadores as tecnologias reprodutivas; relacdo superficial
entre 6rgaos técnicos e criadores.

A questdo da aversdo as biotécnicas reprodutivas tais como: inseminacdo artificial;
transferéncia de embrides e fertilizacao in vitro, atualmente restrita de forma mais intensa a
raca PSI, € outro fator que pode ter limitado o melhoramento genético pela ndo utilizagao
massiva de animais superiores. Além de cultural, a ndo utilizacdo destas técnicas estd
relacionada ao pequeno tamanho efetivo das populacdes de muitas racas de equinos,
principalmente a PSI. Uma situagdo contrdria, ou seja, de utilizacdo destas ferramentas
poderia aumentar ainda mais os niveis de consanguinidade e consequentemente de
homozigose na raga, promovendo o surgimento de doencgas genéticas e tracos recessivos
indesejados.

Também existem algumas vantagens relativas a pesquisa na drea de melhoramento
genético de cavalos, utilizando-se principios de genética quantitativa. A profundidade da
genealogia na maioria das ragas € alta, caracteristicas de desempenho geralmente podem ser
medidas em ambos os sexos, repetidamente, e em periodos de tempo relativamente curtos.

Com relagdao a producdo dos cavalos atletas, o Brasil aperfeicoou desde o manejo,
pastagem e reproducdo até a genética, mesmo que muitas vezes de maneira empirica. Esta
preocupacdo com o melhoramento da qualidade do plantel brasileiro vem ganhando for¢a e a
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sua consequéncia pode ser a expansdo da equinocultura no pais, observada principalmente por
meio do crescimento do nimero de eventos esportivos.

Fisiologia e metabolismo do misculo estriado esquelético

Muitos dos processos fisioldgicos ligados ao 6timo desempenho atlético t€ém mostrado
alguns aspectos semelhantes em humanos e equinos (11,12). Para equinos de competi¢do, o
sucesso em provas depende principalmente da capacidade metabdlica do animal para
converter energia quimica em mecanica. Componentes destes processos energéticos incluem a
taxa, a eficiéncia e a interacdo dos metabolismos creatina-fosfato, anaerébio e aerébio nos
miusculos e do fornecimento de glicose e oxigénio por meio do sistema cardiovascular.
Cavalos desempenham diferentes tipos de exercicio fisico, variando de predominantemente
anaerobio para predominantemente aerdbio. Corridas curtas de cavalos da raca Quarto de
Milha (201 a 503 metros) sdo predominantemente anaerdbias, ja algumas classes de
exercicios de arena, como apartacio e rédeas, modalidades desempenhadas pela linhagem de
trabalho da raga Quarto de Milha, intercalam curtos turnos de exercicio anaerébio com
maiores periodos de atividade aerdbia (13). Por sua vez, as corridas longas da raca PSI (800 a
3.218 metros) sdo predominantemente aerdbias.

O musculo esquelético nos mamiferos demonstra alto grau de plasticidade e se adapta
rapidamente a diferentes exercicios. Esta adaptacdo é devido as respostas ao tipo de
contra¢do, intensidade dos exercicios, nivel de oxigénio e, principalmente, aos exercicios ou
treinamentos envolvendo resisténcia muscular (14,12). Os tipos de fibras musculares podem
ser classificados com base na fonte primdria de energia (oxidativa/aerébia ou
glicolitica/anaerébia) e velocidade de contragdo. Em mamiferos sdo classificadas como; tipo I
ou oxidativa (contragdo lenta) e; tipo II ou glicolitica (contracdo rdpida), podendo a dltima ser
dividida em diferentes subclasses como, tipos IIA, IIB, IIC e IIM (15). Levando-se em
consideragdo o tipo de treinamento fisico, as concentragdes do oxigénio no tecido muscular
podem variar e atuar sobre a regulacdo de seu metabolismo (oxidativo ou glicolitico). Em
humanos foi constatado que treinamentos de resisténcia elevam o volume de oxigénio
maximo (VO, max) e o metabolismo aerdbio. Estes efeitos sdo provocados, em parte, por
meio de um aumento de até 40% na densidade de capilares e de até 30% no ndmero de
mitocOndrias musculares, juntamente com o aumento da proporcao das fibras oxidativas (16).

Adenosina trifosfato (ATP) € a fonte de energia utilizada pelas fibras musculares para
contragdo. Durante o trabalho muscular, o ATP € hidrolisado em adenosina difosfato (ADP)
por meio da enzima miosina-ATPase, liberando fosfato inorganico e energia para a contragao.
A adenosina difosfato (ADP) resultante da hidrélise do ATP é fosforilada a partir de creatina-
fosfato, com func¢do de manter os niveis de ATP celular constantes. Para a obten¢do de ATP,
o animal pode utilizar os estoques de creatina-fosfato ou do glicogénio muscular
(metabolismos anaerdébio e aerdbio). Entretanto, como o estoque de creatina-fosfato no
miusculo é muito pequeno, essa via metabodlica de produ¢do de ATP predomina apenas nos
primeiros segundos — explosao (15).

Quando o musculo utiliza o glicogénio de reserva para obtencdo de energia sob a forma
de ATP, a glicose é convertida em piruvato e durante o metabolismo aerébio, o piruvato é
oxidado pelo oxigénio molecular, em CO, e H;O. A via aerébia produz grande quantidade de
ATP, porém leva longo tempo para isso devido as numerosas reacdes que ocorrem na
glicélise. Em exercicios fisicos de curto tempo e maiores intensidade, os animais necessitam
de produ¢ao mais rdpida de ATP e o oxigé€nio fornecido aos tecidos musculares pode nao ser
suficiente para oxidar totalmente o piruvato (17). Nestes casos, a producdo de energia
acontece predominantemente pelo metabolismo anaerébio e a glicose € convertida em
piruvato e depois em lactato pela via da fermentagdo lactica, obtendo ATP sem recorrer ao
oxigénio (18). Desta forma, a via glicolitica anaerébia gera acimulo de lactato e de prétons
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H" no misculo e no sangue, o que constitui a principal causa da fadiga e da dor muscular
(19,20).

Outra possivel causa da fadiga seria a incapacidade de utiliza¢do do fosfato inorganico
(Pi) formado na hidrélise do ATP em ADP para a restauracdo do ATP. Desta forma, o Pi se
acumula no citoplasma na forma de KH,PO,, que, por sua acidez, atua diretamente sobre as
proteinas contrateis, diminuindo sua capacidade de desenvolver tensdo dentro dos sarcomeros
(15).

Marcadores moleculares

Marcador molecular € toda e qualquer variagdo oriunda de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA (regides expressas ou nao do genoma). Ao se verificar que esses
marcadores segregam de acordo com as leis mendelianas para caracteristicas monogénicas, ou
apresentam distribuicdes compativeis com as esperadas para caracteristicas poligénicas,
marcador molecular é também definido como marcador genético (21). Neste sentido,
marcadores de DNA sdo um tipo de marcador molecular e, na maior parte das vezes,
marcadores genéticos. Do ponto de vista molecular ocorrem trés tipos principais de variacdes
na molécula de DNA, as regides repetitivas (minissatélites e microssatélites), as inser¢des e
delecdes (InDels) e as alteragdes de uma tnica base (Polimorfismos de Nucleotideo Unico -
SNPs).

Marcadores moleculares permitem que os genétipos dos individuos sejam determinados
em muitos loci (22), possibilitando que parametros genético-populacionais como frequéncias
alélicas e genotipicas sejam estimados. Estas informagdes permitem a comparagdo de
frequéncias entre populacdes e revelam diferencas em suas composi¢des genéticas que podem
contribuir para variagdes fenotipicas (23). Isto € possivel tendo em vista que ao longo da
domesticacdo e formagdo das racas, os animais domésticos experimentaram a selecdo natural
e a artificial. Estas pressdoes de selecdo levaram ao aumento da frequéncia de algumas
mutacdes em regides especificas do genoma, as quais tornaram os individuos mais adaptados
ou deram a eles caracteristicas favordveis com base na demanda humana. Ao mesmo tempo,
outros polimorfismos apresentaram diminui¢do de frequéncia ou eliminacdo completa.

Entretanto, para a identifica¢do das regides do DNA responséveis por caracteristicas de
interesse, recorreu-se durante muito tempo a algumas estratégias diferentes, como a
localizacdo de QTL pela andlise de regides microssatélites do maior nimero possivel de
individuos de grandes familias, origindrias de acasalamentos direcionados (24). Porém, a
aplicacdo dessa ferramenta esbarrava na dificuldade de se constituir familias para o estudo, no
elevado custo para a manutencdo dos animais, principalmente em espécies, cujo intervalo
entre geracdes é grande (caso dos bovinos e equinos), € na quantidade de trabalho e tempo
necessdrios para a coleta dos dados moleculares. Além disso, apés a identificagdo do QTL
ainda havia longo caminho a percorrer até a descoberta dos genes e polimorfismos
diretamente implicados com o fenétipo.

Metodologia alternativa para minimizar essas dificuldades foi a busca de genes
candidatos principais, onde o objetivo € estudar os mecanismos fisiolégicos envolvidos com a
manifestacdo das caracteristicas de interesse, na tentativa de pesquisar variagdes de genes
especificos entre individuos que apresentam fenétipos diferentes (25). A estratégia do gene
candidato tem como maior vantagem o fato de ndo ser obrigatdrio a genotipagem de grande
numero de individuos de grandes familias originados de acasalamentos direcionados, uma vez
que, a principio, espera-se que o polimorfismo estudado seja determinante direto de variacao
fenotipica, ou seja, causal ou em forte desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo causal.
Entretanto, polimorfismos que segregam e se encontram associados a caracteristicas
interessantes em animais de certa linhagem ou raca, podem ndo segregar em animais de outras
linhagens ou racas da mesma espécie.
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Além disso, resultados positivos de associac@o entre polimorfismos e caracteristicas de
interesse obtidos para populacdes de animais de uma linhagem ou raga ndo sdo imediatamente
aplicaveis a populacdes de linhagens ou ragas diferentes, uma vez que efeitos de substituicao
de alelos de um polimorfismo sdo parametros intrinsecos de cada populacdo ou raga em
determinado ambiente (26). Assim sendo, antes de transpor marcadores das populacdes onde
foram identificados para a comercializacdo, ¢ fundamental a corroboracdo dos seus efeitos
sobre as caracteristicas de interesse em diferentes racas e ambientes em processo conhecido
como validagdo.

Marcadores SNPs

A medida que as sequéncias de nucleotideos dos genomas foram sendo desvendadas,
caracteristica observada foi o grande numero de variagcdes de ponto (um nucleotideo)
encontradas ao se comparar segmentos correspondentes do mesmo genoma. As mais comuns
ocorrem, aproximadamente, a cada 600 bases e sdo denominadas polimorfismos de
nucleotideos tinicos ou SNPs.

As substituicdes mais frequentes observadas no DNA envolvem bases nitrogenadas de
mesma caracteristica estrutural, ou seja, sdo trocas entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas
pirimidinas (C/T ou T/C) e sdo denominadas transi¢cdes. As transversdes sdo substituicdes de
uma purina por uma pirimidina ou o contrdrio. Essas alteracdes podem ser provocadas por
erros de incorporagdo de bases durante a replicagdo do DNA ou em outros casos, sdo causadas
por agentes ambientais. Caso essas alteracdes ocorram em células germinativas, sejam
transmitidas as geragdes seguintes € se fixem na populagdo a uma frequéncia minima de 1%,
passam a ser denominadas de polimorfismos (27).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com fung¢do regulatéria, bem como
em espagos intergénicos, sem fung¢do determinada. Em regides codificadoras, quando
resultam em substituicio de aminodcido na sequéncia proteica, sdo denominados ndo
sindbnimos, podendo a substitui¢do ser conservativa ou ndo conservativa em funcdo das
caracteristicas dos aminodcidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver modificacdes
estruturais e funcionais na proteina. Embora SNPs sinonimicos ndo alterem a sequéncia
proteica, eles podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e
consequentemente, afetar a quantidade de proteina produzida. Esta também pode ser afetada
quando ocorrem alteracdes nas regides ndo traduzidas do RNA mensageiro (5 UTR e 3’
UTR). Além disso, polimorfismos génicos podem promover processamentos alternativos,
geracdo ou supressdo de codons de terminagdo, alteracdo nos cédons de iniciacdo da traducao
e alteracdes no padrao de expressdo de genes quando a troca de bases ocorre em sequéncias
promotoras (28).

Recentemente, polimorfismos intronicos ganharam importancia pelo fato de ndo mais
poderem ser descartados como possiveis responsdveis diretos por alteragdes fenotipicas.
RNAs ndo codificantes transcritos a partir de regides de introns (micro-RNAs) estdo
envolvidos em diferentes processos bioldgicos tais como os controles transcricional e pos-
transcricional da expressdo génica (29).

Estudos em humanos e em espécies de interesse zootécnico mostraram a ocorréncia de
milhoes SNPs ao longo do genoma de um individuo (Human Genome Project Information,
The SNP Consortium LTD, Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, EquCab2.0
SNP Collection). Além dos marcadores SNP serem abundantes, suas bases moleculares
permitem sua distribuicdo homogénea pelo genoma (30).

Marcadores moleculares no melhoramento genético de equinos
Apesar da maior dificuldade de aplicacdo de ferramentas moleculares em estudos
visando a selecdo e o melhoramento genético de equinos em funcdo, entre outros, da
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disponibilidade de animais, as informagdes referentes ao genoma da espécie vém
experimentando expansdo sem precedentes.

De acordo com Chowdhary (31), entre os maiores destaques provenientes da andlise do
genoma de equinos estdo o seu sequenciamento completo (EquCab2.0) e, a partir deste, a
identificacdo de 750 mil SNPs com o sequenciamento inicial da égua “Twilight” da raca
Puro-Sangue Inglés, e outros 400 mil detectados em equinos de sete diferentes racas. Dados
provenientes do sequenciamento de uma égua Quarto de Milha revelaram que dos 3,15
milhdes de SNPs descobertos, 2,8 milhdes sdao SNPs novos, incluindo 18 mil SNPs nio
sindbnimos e 2,6 mil complexos (32). Como resultado destes desenvolvimentos e da aplicacdo
dos chips de SNPs, pode ser antecipado que, nos préximos anos, as bases genéticas de
importantes caracteristicas monogénicas serdo analisadas com maior acuricia e rapidez e as
caracteristicas complexas/multigénicas de interesse terdo seus componentes genéticos
dissecados.

Ao longo dos tltimos nove ou dez anos, muitas equipes de pesquisa ao redor do mundo
analisaram grande quantidade de genes candidatos individuais buscando a identificacdo de
marcadores potencialmente associados a caracteristicas de interesse em cavalos tais como: cor
da pelagem (33,34,35); doencas (36,37,38); resisténcia a doencas (39,40,41); reproducao e
fertilidade (42,43); comportamento e temperamento (44,45); e desempenho (14,46-50).

Projetado para permitir a identificacdo de regides gendomicas modificadas pela selecao e
a identificacdo de SNPs e genes que contribuem para caracteristicas de interesse nas
principais ragas de equinos criadas atualmente no mundo, o Equine SNP50 BeadChip da
empresa [llumina (Illumina Inc., USA) constitui-se em poderosa plataforma para a sele¢cdo e o
melhoramento genético da espécie, habilitando pesquisadores da drea a conduzir vasta gama
de experimentos em que a aplicacdo da genotipagem de polimorfismos de DNA € necessaria.
Ja em sua segunda geracao, o novo SNP chip equino (Equine SNP70 BeadChip; lllumina Inc.,
EUA) possui aproximadamente 65 mil SNPs, dos quais 19 mil sdo novos marcadores e 45
mil foram validados no Equine SNP50 BeadChip.

Em um primeiro momento, esses chips serviram com sucesso, principalmente, a
identificacdo de SNPs, regides gendmicas e genes relacionados a importantes doencas e
sindromes que acometem determinadas racas tais como lordose (51,52), osteocondrose
(53,54), neuropatia laringeal recorrente (55), nanismo (56) e sindrome do potro lavanda (57).
Mais recentemente, caracteristicas complexas relacionadas ao desempenho em provas
esportivas e aptiddes especificas tem sido alvo de pesquisas por meio de chips de SNPs para
equinos (12,58-60).

Detalhamento da raca Quarto de Milha

O cavalo da raca Quarto de Milha teve sua formacdo na América do Norte, a partir do
século XVII, com a introdu¢do de equinos de origem drabe e turca, trazidos por colonizadores
europeus. Contudo, seu maior desenvolvimento ocorreu com a ocupacdo do oeste Norte
Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e versdteis, com aptiddo a sela e a
tracdo, visto a dificuldade de se manter plantel variado de animais para atender as diversas
necessidades. A populacao desses equinos cresceu e em 1940 fundou-se a American Quarter
Horse Association (AQHA), primeira envolvendo a raca. Atualmente conta com
aproximadamente cinco milhdes de cavalos registrados em todo o mundo (61).

No Brasil existem aproximadamente 424.000 animais registrados junto a Associacdo
Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), desde sua fundacdo em 1969,
tendo impacto relevante no agronegécio nacional do cavalo, visto que estdo avaliados em
aproximadamente US$ 827,3 milhdes, ocupando drea de 593,2 mil hectares de propriedades
rurais. A ma3o de obra empregada diretamente € bastante significativa, oferecendo 318
mil empregos diretos (média de quatro funciondrios por criador ou proprietario) (61).
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Dentro da raca Quarto de Milha hd subdivisdo em diferentes segmentos de aptiddo,
provenientes de distintos objetivos de selecdo, consideradas linhagens, entre as quais: a de
trabalho, a de conformacdo e a de corrida. A linhagem de trabalho destina-se as provas de
carater funcional, explorando habilidades como agilidade e obediéncia, caracteristicas
consideradas de grande importancia no manejo do gado a campo. Dentro desta linhagem
sempre houve grande interesse na produgdo de cavalos com cow sense superior (62). Cow
sense, ou habilidade de trabalhar com o gado bovino, pode ser medida pela capacidade do
cavalo em cercar o gado e apartar do rebanho um animal escolhido (63), com pouca
assisténcia do cavaleiro (62). Acredita-se que o cavalo deve ter a habilidade de perceber e
antecipar os movimentos do bovino para ser um bom apartador (64). A linhagem de
conformagdo enfatiza a morfologia do padrao racial.

A linhagem de corrida explora a aptiddo dos animais quanto a velocidade em pistas
retas e de curta distancia. Destacadamente equinos desta raga tem melhor desempenho em
corridas de curtas distancias do que qualquer outra raca (61), sendo os mais velozes cavalos
do mundo e um dos mais velozes dentre todos os animais, podendo alcancar velocidades de
até 88 km/h e percorrer, a partir de uma posicdo estdtica, ¥ de milha (402 metros,
aproximadamente) em menos de 21 segundos (65). Apesar do efetivo de animais ser
relativamente menor nesta que nas demais linhagens, sua importancia econOmica €
substancial, ndo somente por gerar renda por meio de premiacdes e apostas (US$ 2,5 milhdes
3 (3), mas também pelo elevado custo gerado na manutencdo destes animais dentro desta
modalidade esportiva (entre R$ 800,00 e R$ 1.400,00, em média mensal, excluindo-se
medicamentos e procedimentos veterinarios).

Nao hd estudos de melhoramento genético no Brasil envolvendo a linhagem de trabalho,
basicamente devido a escassez/inconsisténcia de informagdo de desempenho armazenada
atualmente no Stud Book da ABQM. No entanto, desde 2009, esta associacdo vem de modo
regular, registrando dados de desempenho de todos os animais participantes de provas por ela
homologadas, o que permitird no curto prazo, a realizacdo de pesquisas. Pelos mesmos
motivos, que os da linhagem de trabalho, ndo hd pesquisas na drea de melhoramento
envolvendo a linhagem de conformacdo. Uma vez que apenas na linhagem de corrida
encontram-se disponiveis dados de desempenho em quantidade e consisténcia suficientes,
somente nela foram realizadas pesquisas envolvendo melhoramento genético (66,67,68).

Um atributo seletivo para o Quarto de Milha de corrida é a pontuagdo conhecida como
Indice de Velocidade (IV), que € obtido durante sua campanha, com o intuito de classificar o
desempenho do animal. Seu cdlculo estd relacionado com o tempo obtido na corrida
ajustando-se para diferentes distancias percorridas. Os animais com IV superior acabam sendo
valorizados economicamente e sdo utilizados mais intensamente na reproducdo e, portanto,
interferindo na formacdo da linhagem. O IV foi criado nas corridas da raca Quarto de Milha
com o intuito de permitir comparagdo de desempenhos entre os animais em diferentes
condicdes (distancias, hipédromo, clima, pais) (69).

Cada hipédromo tem sua prépria tabela de IV para cada distancia, que é elaborada a
partir da média das trés vitérias mais rapidas (tr€s melhores tempos) para cada um dos trés
ultimos anos consecutivos, sendo que o valor da média destes nove tempos equivalerd ao IV
igual a 100 (68). Os pontos de 1V sdo inteiros e variam de acordo com o tempo, ao nivel de
centésimos de segundo, seguindo ajustes em acordo com a distancia percorrida. A tabela de
IV (Tabela 1) faz a conversao do tempo em pontos do IV com ajustes pelas distancias. Como
exemplo, nas distancias de 365 metros (m), 402 m e 503 m, a cada 4 centésimos de segundo, a
mais ou a menos, que um animal obtém, em relacdo ao tempo que representa o indice de
velocidade igual a 100, diminui-se ou acresce-se um ponto neste indice. Assim, ao se
considerar que a média das nove vitorias (IV = 100) foi de 22 segundos para os 402 m, o
animal cujo tempo se situe entre 22,01 e 22,04 terd IV igual a 99, se o tempo estiver entre
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22,05 e 22,08 o IV serd 98, e assim por diante. Por outro lado, se o tempo estiver entre 21,96 e
21,99 serd acrescido em um ponto, obtendo o IV 101, e os que tiverem tempo entre 21,92 e
21,95 seus IVs serdo de 102 pontos, e assim sucessivamente. Para distdncias menores, o
célculo do IV € realizado considerando-se menor variagdao do tempo, Em 320 m se alternard a
cada 3 e 4 centésimos de segundo, iniciando com 3 centésimos de segundo, enquanto que em
301 m e 275 m serd de 3 centésimos de segundo e em 228 m serd a cada 2 centésimos de
segundo. Esta tabela é valida para animais que correm carregando peso minimo de 53 Kg.
Para aqueles com peso inferior, deve-se acrescentar 5 centésimos de segundo ao seu tempo,
para cada quilo a menos.

Tabela 1. Variagdo para pontuagdo do indice de velocidade (IV), de acordo com a distancia
(metros), tendo como ponto de partida os tempos referentes ao IV igual a 100.

Tempo (Centésimos de segundo)

4 3e4* 3 2
Distancia(m) 365 320 275 228
402 301
503

* alternados, iniciando-se com trés centésimos.

Com o intuito de se estabelecer um registro para desempenhos, criou-se o Registro de
Mérito em Corridas (Tabela 2), atribuido aos animais com IV igual ou superior a 80 pontos.

Tabela 2. Classificacao do registro de mérito de acordo com o IV.
Indice de Velocidade (pontos)

80 a 90 91 a99 >100
AA AAA AAAT
Registro de (Double (Triple (Top Triple
mérito A) A) A)

Genes candidatos para desempenho em equinos de corrida

O potencial atlético em mamiferos € influenciado por complexa inter-relacdo entre
conjunto de genes e fatores ambientais (49). A contribuicdo genética para potencial atlético
em humanos é bem documentada, no qual mais de 220 genes ja foram descritos (70).

Embora seja provavel que o desempenho atlético em equinos também seja influenciado
por grande numero de genes, até 0 momento poucas variantes genéticas foram relacionadas a
caracteristica, exclusivamente em animais Puro-Sangue Inglés, entre estas SNPs nos genes
myostatin — MSTN (14,58,59,71), piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 — PDK4 (72,49),
creatine kinase, muscle — CKM e cytochrome c oxidase, subunit 4, isoform 2 — COX412 (50).
Recentemente, um SNP do gene doublesex and mab-3 related transcription factor 3 —
DMRT3 equino foi associado de forma altamente significativa a marcha em equinos de
diversas racas. Esta mutacdo afeta consideravelmente a coordenagdo motora ligada a
locomogao (73).

Além dos genes mencionados acima, outros dois podem ser considerados de
importancia para o aprofundamento de estudos em razdo do papel fisioldgico desempenhado
por seus produtos. Os genes monocarboxylate transporter 1 — MCTI e cluster of
differentiation 147 — CD147 estao relacionados ao controle e retardamento da fadiga muscular
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(74). Neste sentido, o estudo de polimorfismos em suas sequéncias podem providenciar
informacdes e ferramentas genéticas Uteis para a selecdo de equinos atletas.

MSTN - myostatin

O MSTN é membro da familia de genes transforming growth factor-beta (TGF-B), é
expresso no tecido muscular esquelético e atua como regulador negativo do crescimento da
massa muscular. Varias mutacdes ou polimorfismos tém sido identificados no MSTN em
bovinos (75,76), ovinos (77), camundongos (78) e mais recentemente em humanos (79), entre
outros, resultando em fenétipos de hiperplasia e hipetrofia muscular (dupla musculatura).

Polimorfismo do MSTN em cées de corrida da raca Whippet mostrou-se associado a
aumento da massa muscular e também a habilidade atlética (80). Binns et al. (59) utilizaram
189 cavalos Puro-Sangue Inglés vencedores de corrida na América do Norte e identificaram
por meio chips de SNPs (lllumina Equine SNP50 BeadChip) dois polimorfismos (BIEC2-
417274 e BIEC2-417495) associados a distancia 6tima de corrida. Andlises de bioinformética
revelaram que estes SNPs com maiores significancias estatisticas e localizados no
cromossomo equino 18 (ECA18), sdo vizinhos ao loco do gene MSTN. Em pesquisa paralela e
publicada no mesmo ano, Hill et al. (58), também utilizando o Equine SNP50 BeadChip em
118 cavalos elite Puro-Sangue Inglés de corrida, divergentes em relagdo a distncia 6tima de
corrida, e identificaram o SNP BIEC2-417495 (localizado no cromossomo 18 a
aproximadamente 690Kb do gene MSTN), como o mais significativamente relacionado a
caracteristica.

Ao analisar o gene MSTN equino em amostra de 148 cavalos Puro-Sangue Inglés
registrados, Hill et al. (14) identificaram um novo polimorfismo (g.66493737C>T) fortemente
associado a distancia 6tima de corrida, para o qual animais de gendtipo CC mostraram-se
adequados para corridas de distancias curtas (rdpidas), animais de gendtipo CT para corridas
de distancias médias e animais de gen6tipo TT para corridas de distancias longas (resisténcia).
Segundo 0s mesmos autores, testes comparativos de associacdo demonstraram
consistentemente o0 SNP g.66493737C>T como variante superior na predi¢do de aptiddao para
distancias em cavalos de corrida da raca Puro-Sangue Inglés.

De fato, em estudo recente, envolvendo 33 racas (n = 744), foi encontrada na regido do
gene MSTN assinatura de selecio em equinos da raca Paint Horse e Quarto de Milha (81).
Com sequenciamento e andlise histolégica demonstrou-se que o SNP em questdao
(g.66493737C>T), localizado no intron 1, e uma varia¢ao altamente correlacionada (95%) da
regido promotora (SINE de 227 pb), estavam significativamente associados ao volume da
fibra muscular do tipo IIX (81). Atualmente a genotipagem deste SNP é empregada de forma
comercial para auxiliar a predi¢do da distancia 6tima de corrida em equinos da raca Puro-
Sangue Inglés.

DMRTS3 - doublesex and mab-3 related transcription factor 3

A familia de genes DMRT (DMRT1-8) codifica vasta gama de fatores de transcricao
cuja funcdo vem sendo bastante estudada em vertebrados e invertebrados. Seus padrdes de
expressao nao estao restritos somente ao desenvolvimento das génadas, mas também a outros
processos de desenvolvimento, envolvendo principalmente o sistema nervoso central (82).

O DMRTS3 codifica importante fator de transcricdo na configuracdo de circuitos da
medula espinhal, controlando o movimento em vertebrados. Estd envolvido na especificagdao
neuronal, incluindo a subdivisao de células da medula espinhal, e o desenvolvimento de uma
rede de neurdnios responsdvel pela coordenacdo do sistema locomotor que controla os
movimentos dos membros. Por meio do silenciamento deste gene (DMRT3'/ ) em
camundongos observou-se menor gasto de tempo de nado e espasmos frequentes nos
movimentos dos membros, quando colocados em dgua, padrao este que nao foi observado nos
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camundongos controle. Em esteira, camundongos DMRT3”" tiveram maior dificuldade de
movimentos em alta velocidade e apresentaram passadas significativamente mais longas,
creditada ao maior tempo no movimento de extensdo. Heterozigotos ndo diferiram dos
controles (73).

Dentre os equinos, naturalmente ocorrem trés padrdoes de locomog¢do, em ordem
crescente de velocidade: o passo; o trote e o galope. Alguns cavalos podem alternar o padrao
intermedidrio de velocidade pela marcha, sendo, consequentemente, incapazes de desenvolver
grande velocidade. Em estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS), um marcador foi
significativamente associado com o padrdo de movimento em equinos da raca Islandesa. Apds
sequenciamento da regido foi identificado um SNP (g.22999655C>A) no gene DMRT3
significativamente associado ao tipo de andamento (73).

Em anélise inicial com diversas racas, a frequéncia do alelo A foi proxima a 100% em
racas marchadoras, com altas frequéncias de homozigotos AA, e 0% em ragas nao
marchadoras (73). Posteriormente, mostrou-se a ocorréncia do alelo A, ainda que em baixa
frequéncia, em racas ndo marchadoras (83). De acordo com Andersson et al. (73), a
ocorréncia da variante A do SNP g.22999655C>A cria stop codon prematuro que resulta em
proteina de 300 aminodcidos contra 438 do tipo selvagem (alelo C). Assim, o alelo mutante
(A) do gene DMRT3 pode se mostrar prejudicial para racas de velocidade, diminuindo o
desempenho de cavalos em corridas.

CKM - creatine kinase, muscle

O gene CKM, mapeado no cromossomo equino 10 (ECA10), codifica um tipo muscular
de isoenzima da creatina quinase encontrada exclusivamente no musculo estriado e envolvida
em processos celulares energéticos, como a fosforilacdo da creatina formando a creatina
fosfatada (creatina-fosfato). Durante exercicio, camundongos CKM nocaute mostraram falta
de explosdao muscular, mas mantiveram as condi¢cdes normais de forca absoluta (84).
Polimorfismos no gene CKM humano t€m sido associados com aumento na resisténcia cardio-
respiratdria assim como ao consumo maximo de oxigénio apds vinte semanas de treinamento
(89).

O transcriptoma do musculo esquelético de cavalos Puro-Sangue Inglés mostrou que o
mRNA do CKM ¢€ o mais abundantemente expresso, representando 6,9% de todo o transcrito
(48). Por outro lado, estudos indicaram que 0 mRNA do CKM compde aproximadamente 1%
do transcriptoma musculo esquelético humano (86). A expressao muito elevada do mRNA do
CKM no miusculo esquelético equino em comparacdo ao humano € indicativo da importancia
do produto do gene no fenétipo atlético altamente adaptado do Puro-Sangue Inglés. Em apoio
a estes dados, transcritos do gene CKM equino aumentaram significativamente apds quatro
horas de exercicio em esteira e apds periodo de 10 meses de treino (87).

O fator de regulagao interferon (IRF-1) € um fator de transcri¢io mediado por oxigénio
envolvido na biogénese e metabolismo mitocondrial. Em humanos foi demonstrado ser
significativamente ativado apds um periodo de persisténcia no exercicio fisico (88). O SNP
2.15884567A>G do gene CKM equino, localizado no intron 4, rompe um suposto sitio de
ligacdo do IRF-1 (50). Ao investigar o efeito do polimorfismo g.15884567A>G do gene CKM
sobre a retrospectiva de desempenho em corridas em 148 animais da raca Puro-Sangue Inglés,
Gu et al. (50) encontraram o alelo A como favordvel para a caracteristica, sendo que
individuos de genétipos AA e AG apresentaram-se superiores em relacdo aos GG. Os autores
ressaltaram, entretanto, que tais resultados preliminares de associacdo entre o polimorfismo
do CKM e performance em corrida deve ser validado e outras populagdes de equinos antes
que a aplicacdo da informacao possa ser utilizada.
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PDK4 - piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4

A expressao do gene PDK4, localizado no cromossomo equino 4 (ECA4), é coordenada
pelo co-ativador transcricional PGC-1a (89), o qual tem sido identificado como uns dos
fatores criticos no controle da adaptacao ao exercicio (90). O PGC-1a é um regulador chave
do metabolismo energético que atua regulando a sensibilidade a insulina pelo controle do
transporte de glicose, mediando a angiogenese induzida por exercicio (91) e coordenando a
biogénese mitocondrial (92).

A regulacdo da utilizagdo da glicose € rigidamente controlada pela captacio de glicose
pelos seus transportadores, pela taxa de fluxo glicolitico e pela conversdo de piruvato em
acetil-CoA na mitocondria por meio da funcdo catalisadora do complexo piruvato
desidrogenase (PDC). O passo critico limitante da velocidade de oxidacdo da glicose € a
regulacdo da montagem do PDC, que € controlado pela piruvato desidrogenase quinase
(PDK). A PDK bloqueia a formacao do PDC, resultando na beta-oxidac¢do de dcidos graxos
para acetil-CoA como substrato para a fosforilacdo oxidativa. A oxidacdo de acidos graxos €
altamente eficaz na geracdo de ATP e é controlada pela expressio de PDK4 no miusculo
esquelético durante e apds o exercicio (93).

Eivers et al. (87) identificaram aumento significativo da expressdo do mRNA do gene
PDK4 (+7,4-fold) em musculos esqueléticos de equinos durante a recuperacdo do exercicio
fisico. Considerando-se que variagdo na expressao génica pode ser fortemente influenciada
por variacdes genéticas estruturais, Hill et al. (49) investigaram a possibilidade de associagdes
entre SNPs identificados no PDK4 e desempenho em corrida de cavalos da raca Puro-Sangue
Inglés. Encontraram o SNP g.38973231A>G fortemente associado com a caracteristica, sendo
que individuos de genétipo AA e AG apresentaram maior handicap rating em relagdo aos de
genotipo GG.

COX4I12 - cytochrome c oxidase, subunit 4, isoform 2

Citocromo c¢ oxidase (COX) é uma enzima multi-subunidade (Complexo IV) que
catalisa a transferéncia de elétrons do citocromo ¢ reduzido para o oxigénio na respiracao
mitocondrial. COX € um dimero no qual cada monomero é composto de 13 subunidades, das
quais trés sao codificados pelo genoma mitocondrial (COX1, 2 e 3). O COX4, codificado pelo
DNA nuclear, € responsavel pela regulacio e montagem das subunidades mitocondriais
codificadas no interior da membrana da organela e tem sido associado com o seu volume. O
COX4 compreende duas isoformas (COX4-1 e COX4-2) codificadas pelos genes COX4I1 e
COX412, os quais sdo diferencialmente regulados em ambientes de normoéxia (oxigénio
normal) e hipoxia (falta de oxigénio) (94). Em ambientes com oxigénio normal, o gene
COX411 ¢é preferencialmente transcrito. Em ambientes de oxigénio limitado o regulador
principal de resposta a hipoxia, HIF-1 (fator induzivel de hipoxia 1), ativa a transcri¢do dos
genes COX4I2 e LON mitocondrial, o que inibe a expressao do COX411. Neste sentido, tem
sido proposto que a regulacdo ambiental de COX4-2 pode aumentar a eficiéncia da respiragdo
celular (94).

Gu et al. (50) identificaram uma fraca, mas significativa, associacdo entre o SNP
intronico g.22684390C>T do gene COX4I2 de equinos, localizado no cromossomo 22
(ECA22), e a retrospectiva de desempenho em corridas utilizando 278 animais da raca Puro-
Sangue Inglés. Animais homozigotos para o alelo menos frequente (T) foram fenotipicamente
superiores aos de genétipo CC e CT. Ainda de acordo com estes autores, o SNP
2.22684390C>T pode ser o causador direto de variacdo na caracteristica uma vez que rompe
um possivel sitio de ligacdo de um elemento de resposta a glicocorticéides (GRE).
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MCTI1 - monocarboxylate transporter 1 e CD147 — cluster of differentiation 147

Proteinas transmembrana denominadas transportadores monocarboxilatos auxiliam o
organismo na adaptagdo ao estresse fisiolégico causado pelo exercicio fisico. Entre 14
diferentes isoformas, a proteina transportadora monocarboxilato tipo 1 (MCT1), codificada
pelo gene de mesmo nome (MCTI), € uma das mais encontradas em mamiferos e localiza-se
no musculo e na membrana dos eritrécitos (95).

Esses transportadores facilitam o transporte de lactato e outros substratos como o
piruvato, o acetoacetato e o PB-hidroxibutirato, para dentro e fora das células por meio da
membrana plasmatica. Este transporte € realizado juntamente com um préton e é controlado
pelo gradiente de fon hidrogénio, portanto, ndo requer utilizagdo de ATP (96). Quando sdo
realizados exercicios intensos, a concentragdo de lactato no plasma e nas células vermelhas do
sangue varia consideravelmente e pode aumentar muito, tornando os animais extremamente
propensos a fadiga muscular. Essa variagdo da concentragao ocorre devido a taxa de influxo
de lactato para dentro das hemadcias, o que é dependente da atividade das proteinas MCTs. A
proteina MCT1 tem como principal funcdo transportar os fons H" e lactato do plasma para
dentro dos eritrocitos, mantendo assim, a homeostase acido/base e retardando a acidose
sistémica e a fadiga.

Os transportadores MCTs necessitam de proteina acessoria para sua correta localizacdao
e acdo na membrana plasmatica. A proteina acessoria da isoforma MCT1 é uma glicoproteina
integrante da membrana plasmdtica, pertencente a superfamilia das imunoglobulinas,
denominada cluster of differentiation 147 - CD147 (74), codificada por gene de mesmo nome
(CD147). Segundo Wilson et al. (97), a proteina acesséria € necessdria para a manutencao da
atividade catalitica dos MCTs e para sua translocagdo para a membrana plasmética. Segundo
Koho et al. (95), a alta ou baixa capacidade de transporte de lactato € mais intensamente
regulada pela maior ou menor expressao de CD147 do que pela expressao de MCT1.

Reeben et al. (47) buscaram sequéncias dos genes MCT1 e CDI47 em cavalos da raca
Standardbred, para examinar as diferencas entre os equinos que possuiam maior € menor
capacidade de transporte de lactato em suas hemadcias. Os autores encontraram polimorfismos
no gene da proteina MCT1 (Lys547GIn — AY457175.1:c1573A>C) e da proteina CD147
(Met125Val — EF564280.1:c389A>G), no entanto, aparentemente ndo relacionados com a
atividade de transporte de lactato. Mykkénen et al. (98) estudaram os mesmos polimorfismos
descritos acima em equinos sauddveis e com miopatia, nas ragas Standardbred e Finnhorses,
mas nao conseguiram associar claramente as mutagdes com os sinais fenotipicos nos animais.

Para definir as bases genéticas da expressdo das proteinas MCT1 e CD147 e para
determinar se a baixa expressao dessas proteinas era devido a variantes no DNA, Koho et al.
(99) buscaram por polimorfismos em equinos das racas Standardbred, Finnhorse, Warmblood
e Icelandic. Os autores encontraram dois SNPs na sequéncia do MCT1: Val432lle: 1498G>A
e Lys547GIn: 1573A>C, que ndo explicaram a variacdo da expressdo gé€nica. No gene da
proteina CD147, foram encontrados os SNPs ndo sindnimos Met125Val: 389A>G e lle51Val:
168A>G, além de mais dois SNPs (888G>C e 990C>T) na regido 3° UTR do gene (
responsavel por regular a estabilidade do RNAm). Neste caso, os autores concluiram que os
SNPs nos nucleotideos 389 e 990 apresentaram efeito sobre a expressdo do complexo de
transporte MCT1 — CD147.

Estudos de genes candidatos para desempenho em corridas no Quarto de Milha

Resultados obtidos a partir do sequenciamento da regido do SNP g.66493737C>T do
gene MSTN mostrou o alelo C fixado na linhagem de corrida da raca Quarto de Milha (n =
30). Dessa forma, a realizacdo de teste associacdo para verificacdo de sua relagdo com
desempenho em corridas ndo foi possivel (100). Em Hill et al. (49), a genotipagem de 35
cavalos Quarto de Milha também mostrou a alta ocorréncia do alelo C (0,9) e do gené6tipo CC
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(CC 0,83; CT 0,14; TT 0,03). Estes resultados demonstram que este alelo vem sofrendo
pressdo de selecdo na raca e confirmam a sua relacdo com corridas de curtas distancias.

Na andlise de 296 animais de corrida e 68 de trabalho da raca Quarto de Milha, as
diferencas de frequéncias alélicas e genotipicas se mostraram significativas para os SNPs
2.38973231A>G do gene PDK4 e g.22684390C>T do gene COX412 entre as duas linhagens.
O mesmo ndo foi observado quando estas frequéncias foram comparadas entre fenotipos
extremos de corrida. Também nao houve efeitos significativos no teste de associacdo entre os
alelos dos dois polimorfismos e o Indice de Velocidade (IV) (Pereira et al., dados nao
publicados). Estes resultados sugerem que os alelos dos genes PDK4 e COX412, relacionados
com melhor desempenho em corridas na raca PSI, estejam relacionados a adaptacdes
benéficas do metabolismo aerébico e, dessa forma, tenham papéis secunddrios no
desempenho em corridas curtas, predominantemente anaerdbicas, na raga Quarto de Milha.

O SNP ¢g.15884567A>G do gene CKM mostrou-se polimérfico em amostra da raca
Quarto de Milha, porém ndo foram encontradas associa¢des significativas de suas variantes
com as linhagens de corrida (n = 40) e de trabalho (n = 20), ou com grupos de fendtipos
contrastantes para desempenho dentro da linhagem de corrida (n = 20 de IV inferiores, n = 20
de IV superiores) (Pereira et al., dados nao publicados). Com base em sua importancia no
metabolismo energético muscular em exercicios intensos e curtos, era esperado que variacoes
do gene CKM apresentassem papel relevante sobre o desempenho em corridas na raca Quarto
de Milha, ou ainda que estivessem associadas a diferentes linhagens dentro da raca.
Entretanto, a sua relacio com o metabolismo aerdbio via sua interacdo com o IRF-1 pode
explicar a associacdo nao significativa deste SNP com o desempenho em corridas em Quartos
de Milha, visto que a ocorréncia deste tipo metabolismo € praticamente inexistente em provas
desta raca.

O SNP g.22999655C>A do gene DMRT3 foi genotipado em 60 animais da raca Quarto
de Milha, sendo 40 da linhagem de corrida e 20 da de trabalho. Exceto por dois animais
heterozigotos (CA) no grupo de animais de corrida com IV inferiores (n = 20) e um na
linhagem de trabalho (n = 20), todos foram homozigotos (CC). A apari¢do do alelo da marcha
(A) do gene DMRT3 apenas em animais Quarto de Milha de corrida de IV inferior e de
trabalho indica a possibilidade de esta alteracdo afetar consideravelmente o desempenho em
corridas (100).

Resultados de trabalho realizado por Regatieri et al. (101) mostraram o alelo A do
polimorfismo do gene MCTI (AY457175.1:c1573A>C — Lys547GIn) praticamente fixado na
raca Quarto de Milha (n = 40), com apenas um animal heterozigoto (AC). De maneira
semelhante, a genotipagem do polimorfismo do gene CD147 (EF564280.1:c168T>C ou A>G
— Ile51Val) mostrou o alelo A fixado na raga de origem americana. Desta forma, nao foi
possivel determinar a influéncia dos alelos destes polimorfismos sobre o transporte de lactado
do plasma para hemadcias e sobre o desempenho atlético em corridas da raca Quarto de Milha.

Consideracoes finais

Da mesma forma que para a maior parte das caracteristicas de importancia econdmica, o
desempenho em corridas dos equinos Quarto de Milha deve ser governado por grande nimero
de genes, localizados em regides cromossOmicas denominadas Locos de Caracteristicas
Quantitativas (QTL).

Embora marcadores de DNA j4 sejam utilizados para predi¢dao de distancias 6timas e
desempenhos superiores em corridas para a raca Puro-Sangue Inglés, esses marcadores nao
tém os mesmos efeitos em diferentes racas de igual propédsito (corrida). Esta afirmacdo pode
ser mantida ainda que se considere a linhagem de corrida da raca Quarto de Milha, a qual
possui influéncia genética de PSIs que correm distancias curtas.
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do

Considerando ambas as informagdes acima, a realiza¢do de estudo amplo de associagcao
genoma (GWAS) em animais Quarto de Milha de corrida serd de grande interesse para a

descoberta e utilizagdo de marcadores genéticos especificos para a selecdo de individuos
superiores e para programas de melhoramento genético nesse segmento da raca.
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