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INTRODUCAO

A verminose é um dos principais entraves da produgio caprina
e ovina no mundo. Seu tratamento ¢ feito quase exclusivamente por
uso de produtos anti-helminticos, no entanto, o crescente problema da
resisténcia dos parasitas a esses medicamentos (WALLER, 1991) tem
limitado os niveis produtivos da caprinocultura e ovinocultura. A baixa
eficiéncia desses medicamentos, aliada muitas vezes 3 impossibilidade
de realizar uma rotagao adequada das areas de pastejo pela propria
limitagio de espago fisico, vem obrigando produtores a reduzir o
tamanho dos rebanhos ou, de forma mais dristica, a abandonar a
atividade pecuidria desses pequenos ruminantes.

Considerando esse importante aspecto, a dependéncia do con-
trole da verminose no uso de medicamentos esta sendo repensada pe-
los produtores e pesquisadores e também pela inddstria, uma vez que
¢ crescente a preocupagao dos consumidores com o nivel de residuos
quimicos acumulados nos produtos de origem animal. Produtos carni-
cos e lacteos com residuos de produtos quimicos podem vir a ser foco
de novas barreiras nao tarifarias que limitem o comércio interpacional
para os produtos brasileiros.

Nas ultimas trés décadas, a se‘legio de animais mais resistentes a
endoparasitas vem sendo investigada como alternativa auxiliar no con-
trole da verminose. Variagbes na habilidade dos animais de resistir a
infecgdes parasitdrias tém sido documentadas entre ragas, entre linha-
gens e dentro de linhagens (GRAY, 1991; EADY et al., 1996). Os pri-
meiros trabalhos mostraram diferencas marcantes nessa caracteristica
entre ragas ovinas ¢ caprinas (COURTNEY et al., 1984; GAMBLE;
ZAJAC, 1992; KNIGHT et al., 1973; OSINOWO; ABUBAKAR, 1989;
PRESTON; ALLONBY, 1978, 1979; SMITH, 1989). Trabalhos poste-
riores concentraram-se na exploragio da variabilidade genética entre
animais de mesma raga para caracteristicas indiretas que tivessem as-
sociagdo com a resisténcia genética as infecgbes parasitarias (ALBERS;
GRAY, 1986; WOOLASTON; BAKER, 1996).

Nesse contexto, este capitulo abordara resultados de pesquisa
tanto na area de melhoramento genético como na dos avangos nos
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estudos de marcadores moleculares, visando a resisténcia dos pequenos
ruminantes ante parasitas gastrintestinais.

RESISTENCIA GENETICA INTRA E INTER-RACIAIS

Os primeiros trabalhos que evidenciaram difevengas na resistén-
cia genética do hospedeiro a parasitas mostraram que as ragas ovinas
Barbados Blackbelly, Navajo. Florida Native, St Croix (COURTNEY
et al., 1984; GAMBLE; ZAJAC, 1992; KNIGHT et al, 1873) ¢ Red
Maasai (PRESTON; ALLONBY, 1978; 1979) eram mais resistentes a
Haemonchus contortus quando comparadas com ragas de ovinos produ-
toras de 1a ou de duplo propésito, manejadas no mesmo ambiente.
As ragas africanas ovinas (Djallonké) e caprinas (West African Dwart)
também mostraram ser resistentes a parasitas gastrintestinais e a tri-
panossomose (OSINOWO; ABUBAKAR, 1989; SMITH, 1989). Estu-
dos conduzidos na Costa Leste da Africa mostraram que a raga ovina
Red Maasai e a raga caprina Small East African eram mais resistentes
quando comparadas com a Dorper ¢ a Galla (BAKER et al., 1998).
A maioria dessas ragas evoluiu (ou desenvolveu-se) em regides tropicais
tmidas, onde ha a presenga de altas cargas parasitarias no pasto. E
provavel que a coevolugao entre hospedeiro ¢ nematédeos tenha sido
determinante no desenvolvimento de uma melhor adaptagio dos ani-
mais a esses parasitas.

No Brasil, sdo poucos os estudos de variabilidade genética entre
ragas. Bricarello et al. (2002) observaram que a raga Crioula Lanada
tinha contagem de ovos por grama (OPG) de fezes significativamente
menor quando comparada 2 raca Corriedale, apés infecgao artificial
com H. contortus. A diferenga de resisténcia a parasitas gastrintestinais
entre ragas, apesar de relevante, nio tem tido grande utilizagdo em
programas de cruzamento animal. As ragas resistentes, apesar da
vantagem de serem adaptadas ao meio, ndo atingem os mesmos
niveis produtivos das ragas produtoras de la ou de carne, por isso h&
apreensdo dos produtores em relagio 2 introdugdo delas, visto que
podem transmitir caracteristicas indesejaveis e incompativeis com os
objetivos de sele¢ao animal utilizados.
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No entanto, além da variabilidade para a contagem de OPG
entre ragas, também foi observado que alguns animais apresentavam
baixo OPG ao longo do ano, enquanto seus contemporaneos (animais
de mesma idade e alocados na mesma drea de campo) apresentavam
alta carga parasitdria, indicando variabilidade genética entre animais
do mesmo rebanho. Medigoes da variagio de OPG entre linhagens,
rebanhos e reprodutores dentro de rebanhos mostram que a variagao
entre pais dentro de rebanhos Merino ¢ bastante superior (22%) a
encontrada entre linhagens (1%) e entre rebanhos (3,5%) (EADY et al,,
1996). Esses resultados demonstram que um plantel ndo € maisresistente
do que outro, a menos que haja selegio para baixo OPG. Considerando
a variagao existente dentro dos rebanhos, seria entao possivel melhorar
a caracteristica de resisténcia a parasitas gastrintestinais pela selegao
nesse rebanho, aliando caracteristicas produtivas e de resisténcia.

SELEGAO DE ANIMAIS GENETICAMENTE RESISTENTES
A PARASITAS GASTRINTESTINAIS E RESPOSTA A SELEGAO

Segundo Woolaston e Baker (1996), a resisténcia genética do
hospedeiro pode ser identificada e posteriormente selecionada sob
trés aspectos: a) resisténcia — habilidade do hospedeiro em iniciar e
manter uma resposta que suprima o estabelecimento dos parasitas e/ou
elimine a carga parasitdria; b) resiliéncia — capacidade do hospedeiro
de manter niveis produtivos mesmo estando parasitado; c) redugio do
nimero de tratamentos — dosificagio somente dos animais que possuem
sinais visiveis d¢ parasitemia, os animais do rebanho sio classificados
de acordo com o numero de dosificagdes recebidas em determinado
periodo de tempo e selecionados por menor nimero de dosificagoes.

Em termos praticos, para qualquer caracteristica ter sucesso em
um programa de selegdo, ha a necessidade de uma herdabilidade de
média a alta, expressdo do fenétipo em todos os anos e alta variagao
fenotipica (FALCONER, 1989). A selecio para resisténcia demanda
a realiza¢io de medi¢des de OPG (ou algum outro critério indireto
de selegdo) em animais jovens expostos/infectados por parasitas, uma
vez que a resisténcia é expressa pelos individuos somente quando as
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condigbes paraa sobrevivéncia dos parasitas sao propicias. Os produtores
evitam a exposi¢do dos animais as parasitoses, pois essa pratica causa
redugio no ganho de peso e nos demais caracteres produtivos na fase
de desenvolvimento. No entanto, sem a exposi¢io dos animais, é
impossivel medir o nivel de resisténcia dos hospedeiros aos parasitas.
A contagem de OPG ¢ uma caracteristica de alta variabilidade (o
coeficiente de variagio (CV%) para OPG nao transformado excede os
100%) e possui uma estimativa de herdabilidade média, contudo sua
expressio estd dependente da exposigao dos animats aos parasitas por
meio de desafios anuais.

A selegao para resiliéncia necessita de constante monitoramento
dos parametros produtivos do animal. Albers et al. (1987) esumaram
em (,090,07 a herdabilidade da resiliéncia como depressiao do peso
vivo, apresentando um CV% de 140, e em 0,08+0,07 a estimativa de
herdabilidade para depressao do crescimento de la durante infecgéo.
Embora os produtores argumientem que a sele¢ao para resiliéncia
possibilita selecionar os animais simultaneamente para produgio e
minimizar perdas por infecgdo, as baixas herdabilidades desse tipo de
mensuragao sao limitantes para o éxito do programa de melhoramento.
Nio obstante, o grande argumento a favor da selegao para resiliéncia
é, em teoria, o de que, selecionando hospedeiros mais resilientes,
nio haveria pressio de selegdo nos parasitas, o que em longo prazo
poderia reduzir as possibilidades de novas mutag¢oes nesses organismos
(ALBERS et al., 1987).

A selegao por menor numero de dosificagdes pode parecer me-
nos trabalhosa. A decisdo de quais animais dosificar estd baseada em
parametros subjetivos (sinais clinicos de verminose) e a estimativa
de herdabilidade medida para esse fenétipo foi de 0,05-0,14 (BIS-
SET et al.,1994). Além da baixa herdabilidade, animais classificados
para baixo nimero de dosificages ndo seguem a mesma classificagdo
para resisténcia, portanto, a sele¢io por redugio do niimero de tra-
tamentos ndo necessariamente reduz o nimero de parasitas (BISSET
et al.,1994).

E preciso lembrar que, 2 medida que o niimero de animais por
rebanho aumenta, o controle deve ser mais cuidadoso para ser efeti-
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vo. Embora os trés aspectos sejam trabalhosos de aplicar no cotidiano
da propriedade, as estimativas de herdabilidade da contagem de OPG
fazem com que a selegdo para resisténcia seja preferivel quando com-
parada com as demais. Além disso, ela também possui uma vantagem,
que ¢ a redugio dos niveis de contaminagao parasitiria no pasto ao
longo dos anos, determinando uma consequente redugio da infestagio
dos outros animais do rebanho e uma diminuigao do OPG como um
todo.

Woolaston et al. (1990) observaram as respostas de OPG em
linhas divergentes, selecionadas por infecgio artificial de H. contortus
(“alto OPG” versus “baixo OPG"), comparadas 2 linha “controle” (sem
selegao), apds quatro geragdes selecionadas. Embora com reduzido
numero de animais na quarta geragio (69 ovinos na linha “alto
OPG”, 47 na linha “baixo OPG" e 84 nu linha “controle™), foi possivel
observar que a linha “baixo OPG” apresentava OPG significativamente
inferior (p<0,001) quando comparada com as linhas “controle” e
“alto OPG”. As médias nido transformadas de OPG para as respectivas
linhas foram de 2.730, 12.720 e 17.400. Além desses resultados,
o volume globular (VG) durante o desatio foi significativamente
superior (p<0,05) para a linha “alto OPG” (25,7%, 22,0% e 20,3%,
respectivamente) e as médias de OPG ap6s infecgio natural foram de
140, 3.590 e 8.750, respectivamente. Esses animais também sofreram
infecgao artificial com Trichostrongylus colubriformis, e os resultados
mostraram a mesma tendéncia observada para H. contortus. As médias
de OPG nio transformadas para T. colubriformis foram de 490, 840 e
1.340. Os resultados da selegio de ovinos Merino para resisténcia a
H. contortus estio demostrados na Figura 1. A partir o 4° ano de selegao
foi possivel observar uma tendéncia de queda no rebanho selecionado
em comparagao com o “controle” (WOOLASTON; PIPER, 1996).

Em outros estudos, Stear et al. (1996, 1999) sugeriram que ovinos
geneticamente resistentes controlavam o crescimento dos parasitas
(Teladorsagia circumcincta), mas nio o nimero deles, e ovinos com altos
niveis de IgA especificos para larvas L4 de T circumcincta apresentavam
menor OPG com larvas de menor comprimento (STEAR et al., 1995) e
de menor fecundidade (STEAR et al., 1997).
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Figura 1. Contagens de OPG em linhas divergentes (resistente ¢ controle) de
ovinos Merino, selecionados por infecgio artificial de H. contortus.
Fonte: Woolastun e Piper (1996).

Considerando simulagoes realizadas em um rebanho de 500 ove-
lhas (selecionadas ao acaso e descartadas quando cada uma possuia
trés parigoes por um periodo de 10 anos) acasaladas com 23 carnei-
ros (selecionados para baixo OPG e usados em um s6 acasalamento),
houve uma redugao linear de OPG de 500 para 140, com redugao gra-
dual na quantidade de parasitas no pasto. Os autores atribuiram essa
redugdo ao decréscimo das taxas de infecgdo, uma vez que animais
mais resistentes contaminam menos o pasto, ¢ ao aumento de imuno-
competéncia dos animais resistentes. Os autores ainda propoem que,
se fémeas susceptiveis também fossem descartadas do rebanho e/ou
tratamentos anti-helminticos fossem aplicados, as redugdes na conta-
gem de OPG ao longo desses 10 anos seriam mais elevadas (BISHOP;
STEAR, 1997). Em outro modelo de simulagao divulgado pelo progra-
ma australiano Nemesis!, foi estudada a redug¢io do nimero anual de
dosificagbes levando em conta a selegdo de reprodutores por um indice
para “baixo OPG” e altos niveis de produgdo. O uso desses reprodu-
tores no rebanho mostrou que o nimero de dosificagdes pode reduzir

' http:/fwww.csiro.au/resources/pfb8.htmi
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de trés (ao final de 13 anos de selegio) para duas (16 anos), para uma
(18 anos) e para zero no final de 20 anos de selegao.

Os caracteres indiretos mais utilizados para medir o grau de
resisténcia sdo indicadores fisiologicos, como niveis de eosindfilos
circulantes no sangue (HOHENHAUS; OUTTERIDGE, 1995; STEAR
etal., 2002; WOOLASTON et al,, 1996), volume globular - medida do
grau de anemia causada por parasitas hematéfagos — (WOOLASTON;
PIPER, 1996), niveis de anticorpos de IgA (STEAR et al., 1999;
STRAIN et al.,, 2002) ¢ IgG, (DOUCH et al., 1993) e contagem de
OPG. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura e utilizados
em programas de sele¢io utiliza o OPG como critério de selegio.
A contagem de OPG tem as vantagens da alta variabilidade (CVs%
>100%) e da facilidade de coleta, andlise e compreensio por parte
do produtor - ainda que sempre sejam realizadas transformagées
logaritmicas para a analise desta caracterfstica. As desvantagens do
OPG estao na irregularidade da passagem de ovos dos parasitas pelo
trato digestivo dos animais, fazendo com que muitas vezes a amostra de
fezes registre OPG zero quando na realidade o animal esta parasitado.
Para evitar esse problema, sdo realizadas mais de uma amostragem e
mais de uma andlise de OPG por animal em cada coleta (BISHOP
et al., 1996), as quais estdo sujeitas as condigbes ambientais, pois destas
depende a sobrevivéncia dos parasitas no pasto.

Medidasdevolume globular possuemestimativasde herdabilidade
similares as do OPG e sio altamente correlacionadas com resisténcia
quando o parasita predominante é H. contortus (WOOLASTON; PIPER,
1996), uma vez que esse parasita causa anemia. No entanto, se outros
parasitas forem igualmente importantes, esse fenétipo pode nio ser o
mais correlacionado com resisténcia. Estimativas de herdabilidade para
as concentragées de eosindfilos em cordeiros de 4 e 5 meses infectados
com T circumcincta foram de 0,48+0,16 € 0,43+0,17, respectivamente
(STEAR et al. 2002). Douch et al. (1995} estimaram a herdabilidade dos
niveis de anticorpos anti-T. colubriformis e de IgG1 (dados analisados
ap6s transformagio logaritmica) em ovinos Romney sob desafio
natural, em duas medigoes, sendo, para a primeira medigio, ambas as
estimativas baixas, provavelmente por causa do baixo nivel de desafio
observado por meio do baixo OPG. Na segunda medigio, ja com niveis
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mais altos de OPG, as estimativas foram de 0,29+0,08 e 0,43+0,10
respectivamente. Estimativas de herdabilidade de 0,56+0,11 para IgA
foram encontradas por Strain et al. (2002) em cordeiros Scottish
Blackface naturalmente infectados com T. circumcineta e abatidos aos 6 €
7 meses de idade. Ha relatos de correlagdes negativas entre niveis séricos
e fecais de IgA e IgG, e de OPG em ovinos geneticamente resistentes
a H. contortus (GILL et al, 1993a) ¢ também entre niveis de IgA e
OPG de bovinos infectados por Ostertagia ostertagi (CLAEREBOUT;
VERCRUYSSE, 2000). Dunne et al. (1993) sugeriram que IgA esteja
envolvida na eliminagio de esquistossomas pela agdo de eosindfilos
mediados por essa imunoglobulina.

A selegdo de animais mais resistentes a parasitas gastrintestinais
com base no OPG tem sido objetivo de programas de melhoramento
genético ovino na Australia (Nemesis), na Nova Zelandia (WormFec)
e, recentemente, no Uruguai, por meio das Sociedades de Criadores
de Ovinos Merino Australiano e Corriedale (CASTELLS et al., 2002).
As estimativas de herdabilidade do OPG variam de 0,14 a 0,44 (BAKER
etal, 1991; BISHOP et al., 1996; McEWAN et al., 1992; PIPER, 1987;
SAYERS et al., 2005a; WATSON et al., 1986). Quando a herdabilidade
para OPG ¢é medida em animais experimentalmente infectados por
H. contortus, as estimativas sao de 0,39 a 0,48; e por T colubriformis
sio de 0,47 (GRUNER et al., 2004). Esses valores de estimativas de
herdabilidade permitem de baixo a moderado progresso genético.

Trabalhos de selegdo de linhas divergentes de animais imunes
e susceptiveis demonstraram que a caracteristica OPG permite obter
ammpla variagio genética entre duas linhas de selegio (WOOLASTON;
BAKER, 1996), o que, juntamente com a baixa-média herdabilidade
da caracteristica, possui razodvel potencial para sele¢io de animais
resistentes.

Raramente os programas de selegao consideram o OPG a tnica
caracteristica a ser selecionada, por isso as estimativas de correlacdes
genéticas entre OPG e caracteristicas produtivas sio importantes.
Albers et al. (1987) e Woolaston et al. (1990) verificaram que a selegdo
de ovinos Merino para baixo OPG provocava uma pequena diminuigio
na produgao de 1 e no peso vivo. No entanto, os resultados para ovinos
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Romney, apresentados por McEwan et al. (1992), mostraram que as
respostas na produgao de 14 podem ser desfavoraveis. Ja Bishop et al.
(1996) observaram a correlagio genética de -0,8 entre QPG e peso vivo
em ovinos, o que demonstra que a selegio para baixo OPG ¢é também
vantajosa para o peso corporal. Os resultados contrastantes podem
ser por causa da comparagdo de ragas distintas testadas em ambientes
também distintos.

Outra categoria a ser analisada sdo as fémeas no po6s-parto, pois
nesse periodo elas estdo mais susceptiveis as parasitoses e, em conse-
quéncia, expbem mais suas progénies aos parasitas. Seria interessante
que ventres geneticamente resistentes também pudessem ter reduzidos
niveis de OPG no pdés-parto. Kahn et al. (2003) compararam o efeito
de suplementagio proteica com a selegdo para resisténcia na redugao
do OPG (animais oriundos de linhas selecionadas para “baixo OPG”
versus “controle™), na fase periparto de ovelhas Merino. Os resultados
mostraram que ambos os grupos aumentaram o OPG na fase peripar-
to, porém o OPG das ovelhas geneticamente resistentes foi em torno
de cinco vezes mais baixo quando comparado com as do grupo con-
trole.’O uso de suplementagio no pré-parto foi eficiente em reduzir o
OPG mesmo dez semanas apés o término da suplementagio, contudo
os efeitos positivos da suplementagido foram mais notados no grupo
de ovelhas que reduziu peso corporal no pés-parto, principalmente
no grupo controle. Os autores concluiram que as duas estratégias sao
efetivas para diminuir os efeitos do OPG no pés-parto.

No entanto, a metodologia utilizada pelos programas de melho-
ramento genético para identificar animais resistentes ainda estd ba-
seada na exposigao/infecgio (desafio) de animais jovens aos parasitas
em condigoes de campo, usando dreas de pastoreio com altas cargas
parasitarias, a fim de garantir a infecgdo dos animais e medir a ca-
racteristica de OPG. Progénies de diferentes pais sdo testadas a cada
ano, utilizando pais referéncia que possuem filhos avaliados em anos
diferentes para assim possibilitar a comparagio entre elas. A confidvel
identificagdo das progénies com os pais é imprescindivel para a correta

" identificagdo de pais resistentes.
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Apesar de ser uma técnica testada para identificar o grau de
resisténcia dos animais via exame de fezes, ha alguns fatores limitantes
a serem considerados:

a) Condigoes ambientais para o desafio: condi¢ées climaticas
adversas a sobrevivéncia das formas parasitirias de vida livre
podem mascarar os resultados ¢ aumentar “falsos-negativos”.

b) O OPG para resisténcia parasitiria somente pode ser usado
na comparagio de animais expostos a infecgdes similares
(STEAR et al,, 1999a).

) Tempo prolongado para a execugio de testes de progénies.

d) Obrigatoriedade de expor os animais jovens a enfermidade,
levando-os a perder peso durante esse periodo.

Uma forma alternativa de selecionar animais resistentes é a
identificagio de marcadores genéticos ligados a caracteristica de
contagem de OPG. Intimeros estudos tém sido realizados, na espécie
ovina, com o objetivo de descobrir as bases genéticas do mecanismo
da resisténcia de individuos aos parasitas. Descobrindo os genes
responsaveis pela imunidade genética. serd possivel selecionar animais
por meio de marcadores moleculares, e nio por desafios anuais em
antmais jovens.

LIGAGAO MARCADOR MOLECULAR-GENE RESPONSAVEL
POR CARACTERISTICAS DE INTERESSE ECONOMICO

Pesquisas no mundo todo vém utilizando marcadores moleculares,
particularmente de microssatélites (regibes repetitivas, geralmente
repetigoes de duas a cinco bases), localizados em regides nao funcionais
do DNA (regiodes intrdnicas) e com alta diversidade genética para a
selegdo de animais resistentes a nematoides gastrintestinais.

A maioria dos marcadores moleculares possui de 2 a 15 va-
riantes (alelos), podendo haver alguns com mais de 15, o que €
menos frequente. Os marcadores moleculares em si ndo controlam
caracteristicas de interesse, pois estao situados em regides que nio
codificam proteinas. Entretanto, sua utilidade reside no fato de que
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regides muito proximas no cromossomo tendem a ser herdadas em et e i renen
blocos e, mesmo desconhecendo o(s) gene(s) responsaveis por uma o : L . ! ] : I j'
determinada caracteristica produtiva, é possivel seleciond-la por Nua ‘ n 8 A S A 1
meio de marcadores moleculares localizados proximos (~20cM), uma R e '
vez que, durante o processo de recombinagao, o elo (ligagdo) entre , 17
marcador e gene nao sera rompido, sendo herdados em conjunto.
Esse principio é chamado de “desequilibrio de ligagdo”, pois, se todas
as regioes de um determinado cromossomo fossem herdadas de forma
independente, todas elas segregariam ao acaso (em “equilibrio”).
No momento que regides sio herdadas em bloco, o principio de
independéncia niao é mais valido e assim ha um desequilibrio de
ligagao.
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Embora a matoria dos estudos tenha usado marcadores mole-
culares do tipo microssatélite, por estarem amplamente difundidos
ao longo do cromossomo e serem altamente polimérficos (com alta
diversidade genética), outros tipos de marcadores, como os single
nucleotide polymorphisms (SNPs), que possuem diferengas de uma a
quatro bases, estdo sendo amplamente utilizados. O objetivo do uso
de marcadores é inferir o fenétipo do animal para uma dada ca- .
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racteristica pelo genotipo do marcador. Para fins de melhoramen- : i :
to genético pela selegio assistida. por marcadores (marker assisted
selection), é possivel selecionar animais com base nos seus genétipos. r ' ) -
Porém, a informag¢ao mais importante que o marcador carrega é
a localizagao fisica dos possiveis genes determinantes da caracte- i
ristica de interesse econdmico; por isso, o objetivo final de todo e :
qualquer estudo € a identificagio da mutagio (ou da variagio) no : o
gene causador do fenétipo, o que se chama de clonagem peosicional i
(positional cloning).
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Com o avango do conhecimento dos genomas das espécies de
mamiferos, serd possivel, por meio de estudos de genémica comparativa,
localizar regides de interesse que tenham sido estudadas em uma , 4
espécie (marcadores moleculares ou mesmo genes) e sejam conhecidas ‘ .
em outra espécie, visto que hé correspondéncia de regies gendmicas : a ' ‘ F ]
entre as diversas espécies de mamiferos pela similaridade entre os 3 T ! i 1 &
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genomas. Exemplos dessas correspondéncias estdo nas Figuras 2 e 3. eevnns
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Figura 2. Equivaléncia entre os genomas humano-bovino, ovino-bovino e murino-bovino.

Fonte: Mouse Genome Informatics (2006).
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Figura 3. Correspondéncias entre duas regioes gendomicas em bovinos (Bos laurus) e ovinos (Ouvis
.. (2007).

aries), BTA6 versus OARG6, e BTA19 versus OAR11.

Fonte: ARKDB.
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ABORDAGENS PARA IDENTIFICAR MARCADORES MOLECULARES
PARA RESISTENCIA A PARASITAS GASTRINTESTINAIS

A utilizacio de marcadores moleculares associados a resisténcia
as enfermidades em animais domésticos apresenta a vantagem de sele-
cionar, com base no DNA, os animais resistentes desde o nascimento,
sem a necessidade de eles sofrerem desafio com os patégenos de inte-
resse e de haver perdas produtivas em consequéncia do desafio.

A identificagio de marcadores ligados a caracteristicas de resis-
téncia a parasitas gastrintestinais é um longo processo, que se inicia
pela formagdo de populagoes experimentalmente delineadas para tal
finalidade. Um exemplo de desenho experimental € o uso de proge-
nitores com diferenga fenotipica marcante (pais resistentes acasalados
com maes susceptiveis ou vice-versa) para gerar uma populagao “G1”
segregante para esse fenétipo. Geralmente ¢ utilizado um ntimero re-
duzido de reprodutores machos, a fim de que se obtenha um grande
nimero de progénies de meio-irmaos “G2” por pai. O estudo da re-
sisténcia € realizado na populagio “G2”, em que a caracteristica estd
segregando e devera, consequentemente, apresentar uma alta variabi-
lidade.

Existem duas abordagens para o estudo de genes ligados a
determinada caracteristica: a varredura total do genoma (genome wide
screening) € os genes candidatos (candidate genes).

A varredura total do genoma assume que os mecanismos fisio-
légicos que determinam o fendtipo sao desconhecidos e utiliza mais de
100 marcadores moleculares distribuidos equidistantemente ao longo
dos cromossomos da espécie em estudo. Por exemplo, a espécie ovina
possui 26 pares de cromossomos autossdmicos e 1 sexual, atualmente
foram identificados 2.030 loci, dos quais 543 sio genes; também possui
2.257 marcadores de microssatélites, e os SNPs descritos para esta
espécie ainda s3o poucos®. Essas informagbes servem como ferramentas
bésicas para a busca de loci responsaveis — ou situados proximos a
genes responsaveis — por caracteristicas de interesse econémico.
Os resultados significativos dos estudos de varredura total do genoma

? htep:/www.thearkdb.org/
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sio chamados de Quantitative Trait Loci (QTL) e indicam que dada
regido cromossdémica, localizada entre dois marcadores testados, esta
significativamente ligada ao fenétipo. Uma vez localizado um QTL
ligado ao fendtipo, € iniciado o processo de sintonia fina, em que €
testado um maior niimero de marcadores moleculares situados dentro
daquela regido. Procura-se obter um QTL que esteja localizado entre
dois marcadores moleculares mais préoximos e assim sucessivamente,
até chegar a uma regiio onde provavelmente estara o gene que explica
parte ou a maioria da variagdo fenotipica da caracteristica que esta
sendo estudada.

A vantagem de trabalhar com estudos de varredura total do
genoma é a maior probabilidade de encontrar associagdo entre
marcadores e caracteristicas de interesse, uma vez que a busca nio se
restringe a poucas regioes cromossomicas. Essa abordagem tem sido
utilizada com sucesso no estudo e na identificagao de inimeros genes
envolvidos na resposta a doengas, como o lupus (THEOFILOPOULOS;
KONO, 1999) e a leishmaniose (ROBERTS et al,, 1997) em ratos, o
diabetes (PRATLEY et al,, 1998) e a esquistossomose em humanos
(MARQUET et al,, 1999), e a tripanossomiase em camundongos
(KEMP et al., 1997) e bovinos (HANOTTE et al., 2000), entre outras.

Outro aspecto interessante refere-se a existéncia de conservagao
gendmica entre os mapas bovino e caprino, e bevino e ovino - o que
permite uma maior informagio sobre marcadores moleculares intra
e interespécie (DE-GORTARI et al.,, 1997) -, bem como de regides
interessantes para o estudo de resisténcia. O elevado nimero de
marcadores disponiveis ¢ potenciais aumenta as ¢hances de encontrar
uma associagao entre marcadores e resisténcia genética por meio da
abordagem de varredura total do genoma.

A outra abordagem, chamada de gene candidato, utiliza marca-
dores em regides gendmicas onde estio localizados genes importantes
na fisiologia da caracteristica a ser estudada. Essa abordagem ¢ mais
racional do que a varredura gendmica, no entanto ela somente é vélida
quando o mecanismo que determina a caracteristica é perfeitamente
conhecido. Entretanto, mesmo sabendo que proteinas alteram deter-
minado fenétipo, é necessirio um protundo estudo dos polimorfismos
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do(s) gene(s) em questdo. Genes s20 compostos por varias rcgi(')es co-
dificantes (exons) e varias nao codificantes (introns), portanto o estudo
de genes candidatos deve ser realizado em todos os polimorfismos des-
critos para determinado gene, com a finalidade de descartar um gene
como nio sendo ligado ao tendétipo.

Embora a abordagem de gene candidato seja conceitualmente
mais logica, a maioria dos estudos vem sendo feita pela varredura
total do genoma. Apesar de mais onerosa e trabalhosa, esta segunda
abordagem tem a possibilidade de identificar outras regides (e
consequentemente genes) importantes, que niao haviam sido citadas
como relevantes para a variagio de um fenétipo. Por exemplo, alguns
autores citam que, na resisténcia genética de hospedeiros a parasitas
gastrintestinais, sio também importantes outros mecanismos — como
o aumento de peristaltismo do intestino e a inflamagdo local, que
auxiliam na expulsao das larvas do trato gastrintestinal (EMERY et al.,
1993) —, os quais sdo geralmente desprezados nos estudos.

De qualquer modo, independentemente da abordagem utilizada,
os fatores determinantes do sucesso em um estudo de identificacdo de
marcadores genéticos residem na correta identificagio dos fenétipos
dos individuos, na confianga dos dados de pedigree (as paternidades
devem ser contirmadas por genotipagens) e na escolha dos marcadores
moleculares (polimérficos e equidistantes) utilizados.

RESPOSTA IMUNE DE PEQUENOS RUMINANTES
A PARASITAS GASTRINTESTINAIS

O mecanismo de imunidade do hospedeiro a nematoides gas-
trintestinais é complexo e, em todos os modelos animais estudados,
tem mostrado ser dependente de um grande nimero de genes (GAR-
SIDE et al., 2000). A resisténcia genética aos parasitas tem sido estuda-
da em camundongos, ¢ em menor escala em ovinos e bovinos. Estudos
em camundongos sugerem que respostas como eosinofilia, mastocitose
e altos niveis de imunoglobulina E (IgE) sdo os principais mecanis-
mos para a defesa do hospedeiro contra esses parasitas (FINKELMAN
et al., 1991, 1997; FINKELMAN; URBAN, 1992). De modo similar, a
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resposta de ovinos geneticamente resistentes a H. contortus também ca-
racteriza-se por eosinofilia, mastocitose da mucosa gastrintestinal (DA-
WKINS et al, 1989; DINEEN; WINDON, 1980; GILL, 1991; GILL
et al., 1991, 1993a) e altos niveis de IgA e IgG, (GILL et al., 1993b,
1994).

Trabalho realizado com ovinos geneticamente resistentes mos-
trou que tanto ovinos selecionados como nao selecionados para resis-
téncia reagem a infecgao por H. contortus com uma forte produgao de
interleucina 5 (IL-3) pelas células T2 do tecido linfoide, porém, com
niveis mais elevados nos linfonodos do trato gastrintestinal dos ani-
mais resistentes. Além disso, esse estudo demonstrou que os ovinos
resistentes produziram elevados niveis de IgE e IgG, e apresentaram
altas densidades de mastécitos na mucosa abomasal, levando os auto-
res a sugerir que hi uma forte resposta imune do tipo CD4* T,2 em
ovinos resistentes a H. contortus (GILL et al.. 2000).

As interleucinas sao citocinas liberadas por varias células do
organismo. Elas induzem a resposta imune por meio da ligagio a
receptores especificos e fazem parte do processo fisiolégico para a
obtengio da resposta humoral (HUSBAND et al., 1996). Nesse caso,
destacam-se as interleucinas 4, 5 e 6, responsiveis por mudanga da
expressio isotipica de IgA e IgE, desenvolvimento clonal, maturagio
de IgA e de cosindfilos, e desenvolvimento clonal e maturagio de IgA.
Igualmente importantes sio os mecanismos do complexo de histo-
compatibilidade principal (MHC) Classe I, responsaveis pela apresentagao
do antigeno as células CD8* para ativagao da resposta celular, e o MHC
Classe II, responséveis pela apresentagio do antigeno as células CD4*
para ativagio da resposta humoral. Estudos imunolégicos tém mostrado
que cordeiros sdo incapazes de desenvolver imunidade a H. contorius,
em razao da fraca resposta T,,2 (SCHALLIG, 2000).

Citocinas produzidas por células T, 2, especialmente IL-4, foram
caracterfsticas da resposta imune de ovinos geneticamente resistentes
a T. colubriformis ap6s desafio natural (PERNTHANER et al., 1997),
medido pela alta expressio de mRNA de IL-4 no tecido linfitico
gastrintestinal. Por sua vez, citocinas produzidas por células T, 1, como
o interferon-gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
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tém efeito supressor na resposta tipo T,2. Como a resposta i infecgao
por parasitas gastrintestinais ¢ normalmente dependente de células T2
(ELSE; FINKELMAN, 1998), niveis elevados de citocinas produzidas
por células T, 1 podem limitar a resposta imune do hospedeiro.

Ovinos geneticamente resistentes e susceptiveis, provenientes de
linhas selecionadas para “baixo” e “alto”, foram abatidos na fase de
pos-desatio com um OPG médio de 63 versus 2.388, respectivamente,
no intuito de comparar o nivel de expressao dos genes no duodeno e
nos linfonodos mesentéricos. Os RNAs desses tecidos foram expostos
a um painel com 10.204 cDNAs bovinos, e os genes resultantes como
diferencialmente expressos entre os dois fenétipos estao envolvidos
no desenvolvimento de imunidade adquirida e na fun¢gio do musculo
liso do intestino. Entre os genes envolvidos no desenvolvimento da
imunidade adquirida, estio os do MHC Classe 11, que mostraram estar
superexpressos nos cordeiros geneticamente resistentes, corroborando
a hipétese de desenvolvimento de uma precoce resposta humoral nessa
categoria de animais. Dos genes envolvidos na estrutura e fungao do
misculo entérico, a transgelina (TAGLN) e a actin-y2 (ACTG2) foram
superexpressas. A primeira é uma proteina do citoesqueleto e a
segunda uma isoforma da actina do intestino, portanto uma proteina
também estrutural. £ possivel que a superexpressio desses dois genes
esteja envolvida em uma maior motilidade do intestino em cordeiros
geneticamente resistentes (DIEZTASCON et al., 2003).

Os resultados de estudos na drea de imunologia e de expressio
génica s3o importantes para o direcionamento dos trabalhos de
genes candidatos, com a finalidade de identificar genes relevantes no
mecanismo imune do hospedeiro aos parasitas.

MARCADORES MOLECULARES PARA A RESISTENCIA
A PARASITAS GASTRINTESTINAIS EM PEQUENOS RUMINANTES

Em ruminantes, a resisténcia as larvas infectivas e aos parasitas
adultos tem sido associada ao desenvolvimento de imunidade adquirida
(BALIC et al., 2000). A resposta imune é um mecanismo complexo
composto pelas respostas humoral e celular, em que vérias proteinas
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interatuam. Em ovinos, a resposta imune a parasitas gastrintestinais
¢ normalmente definida como resposta do tipo T,2, ainda que, na
pratica, as respostas ndo sejam exclusivamente do tipo 11 ou T,2.
Esse aspecto possui implicacdes na obtengao de um marcador genético
capaz. de explicar a maioria das variagoes da resposta imune, e é
provavel que, ao invés de encontrar um sé gene de ag¢ao principal,
os estudos apontemn que varios genes estejam corvelacionados com a
resposta imune.

As primeiras pesquisas realizadas nesta drea concentraram-se na
busca de marcadores moleculares na regiao do MHC, uma vez que
genes do MHC estao envolvidos na regulagio e desencadeamento de
respostas imunologicas e possuem alta variabilidade genética (alto
polimorfismo). Schwaiger etal. (1995) encontraram ligacio entre o OPG
pos-desafio natural com T circumcincta, em ovinos Scottish Blackface,
e uma regiio do DRB1 (intron e exon 2) no OAR20. Dezenove alelos
foram encontrados e, desses, somente foram analisados aqueles
com frequéncia superior a 5%; e o alelo mais comum, o alelo I, foi
usado como referéncia para comparagio com os demais na andlise
de substituigao alélica. O efeito mais significativo foi o do alelo G2,
que causou decréscimos de até -1,76 (dados com transformagao
logaritmica) em relagao ao alelo 1. Esse efeito corresponde a uma
média nao transformada de OPG em até 58 vezes inferior ao OPG do
alelo I. O efeito dos alelos do gene DRB1 na variabilidade de OPG
(valores logaritmicos), medido pelo coeficiente de determinagao, foi
de 10%. Os autores argumentam que o possivel envolvimento do MHC
(complexo ao qual o gene DRB1 pertence) com a resisténcia genética
a nematoides gastrintestinais seja determinado pela agdo que esse
complexo de genes tem na apresentagio de antigenos as células T ¢ na
resposta humoral, porém, a regido do MHC ¢ bastante ampla e abrange
vérios outros genes igualmente polimérficos. Uma vez que varios genes
estio localizados préximos na mesma regiao, ha um desequilibrio de
ligagdo com a segregagdo de todos os genes em “bloco”, e é possivel
que o efeito observado na contagem de OPG seja causado por outro
gene préximo.

Outros dois genes do MHC, MHC de Classe I e DY de Classe
lib, foram estudados por Buitkamp et al. (1996), que também
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encontraram associagoes com redugio de OPG no mesmo rebanho de
Schwaiger et al. (1993). Essas redugoes foram de 8 e de 218 vezes em
alelos desses dois genes, respectivamente. Alelos do gene OLADRB
também mostraram associagées significativas com OPG em rebanhos
de ovinos Soay nao manejados. Cordeiros com uma cépia do alelo
OLADRB*257bp apresentaram OPG superior em 104 ovos, quando
comparados com a média de ovinos que nao possuiam esse alelo
(parasita predominante T, circumeincia). Ovinos sobreano com o alelo
OLADRB*263 apresentaram OPG inferior em 276 ovos, e aqueles com
oalelo OLADRB*267, 196 ovos a mais quando comparados com ovinos
sem esses alelos (PATERSON et al., 1998). Essa diferenga entre os alelos
associados, dependendo da idade do animal, é contum, pots a variagao
genética da resisténcia adquirida a nematoides aumenta com a idade:
a resisténcia de ovinos Scottish Blackface aos 6 meses era superior a
de quando mais jovens (BISHOP et al., 1996). Assim, é importante
levar em consideragao a idade em que os animais sio fenotipados para
determinar o efeito dos marcadores moleculares no OPG.

JanBen et al. (2002) encontraram ligagio entre o volume globular,
os niveis séricos de Igl. e o OPG pés-desafio artificial com H. contortus
em ovinos Rhonschaf, e a regiao do OAR20 entre os marcadores
OarCP73 (18,1 cM) e o BM1815 (26,8 ¢M, e situado a 17,2 ¢tM de
distancia do gene OLADRB). O alelo A do marcador Oar(CP73 teve
efeito médio positivo de 8%, e o alelo B efeito negativo de 18% nos
niveis de micro-hematécrito. J4 o alelo C do marcador BM1815 teve
efeito de substitui¢iao de -5.5% no OPG transformado para logaritmo.
Em outro estudo, Sayers et al. (2005b) mostraram que os alelos Ovar-
DRB1*0203 e Ovar-DRB1*03411 reduziam OPG de forma significativa
em ovinos Suffolk, mas ndo em Texel.

Associagoes entre o MHC e aresisténcia a parasitas gastrintestinais
também foram relatadas em bovinos (STEAR et al, 1998a, 1990),
camundongos (ELSE et al., 1998), suinos (LUNNEY; MURRELL, 1988)
e ovinos (HULME et al., 1993; LUFFAU et al., 1990; OUTTERIDGE
et al., 1985, 1986, 1988). Entretanto, outros estudos nio confirmaram
essas associagdes significativas (BLATTMAN et al,, 1993; COOPER
etal., 1989; STEAR et al., 1989b). Mesmo assim, os resultados positivos

de associagio niio devem ser descartados, porque as diferengas neles
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podem ter origem no parasita utilizado, nos modelos experimentais,
nos métodos de genotipagem, no tempo (idade) ¢ na metodologia
de medigao do fenétipo, e na diferenga de frequéncias alélicas nas
populagoes estudadas.

Um fator de variagao entre os trabalhos realizados é o género do
parasita. Na maioria dos paises de clima temperado, a T. circumcincta
¢ a principal espécie causadora de parasitose, enquanto nos de clima
tropical, o H. contortus € o parasita mais patogénico; ja T colubriformis é
igualmente importante paraambas asregides. Entre esses, hdhipoteses
para diferengas na resposta imune do hospedeiro a infecgao, em razao
do modo de parasitismo (parasitas de mucosa versus hematéfagos), da
regido gastrintestinal que parasitam (abomaso versus duodeno) e da
carga parasitdria a qual os animais foram submetidos. Outros fatores
que adicionam variabilidade aos resultados citados na literatura, e
nio por isso menos interessantes, sio o modo de infecgao (ingestao de
larvas infectantes de determinado parasita (artificial) versus desafio
natural com espécies mista de parasitas), a caracteristica indireta de
medida de resisténcia genética (OPG, IgA e volume globular) e a
época de desafio (caracteristica indireta medida ap6s desafio primario
versus secundario). Além desses, fatores como raga, idade ao desafio,
histérico de selegao no rebanho, nimero de animais experimentais,
diversidade genética e frequéncia de alelos, nimero de progénies por
pai e nimero de pais podem afetar medidas fenotipicas. No entanto,
essa riqueza de fatores é compreensivel, pois reflete a variagio das
condigoes dos sistemas de produgio e a preocupagio por determinado
patégeno.

Terminologias como ligacdo e associagio, mesmo que ambas
dependam designificdncia estatistica, naosaoutilizadas como sindnimos
neste capitulo. Quando um marcador esta ligado a uma caracteristica,
entende-se que foram realizadas anilises considerando resultados de
paternidade, e os genétipos do marcador ligado & caracteristica sdo
idénticos por descendéncia. J o termo associagiio é utilizado quando
existe relacio direta entre gendtipos de determinado marcador e
caracterfstica fenotipica. Portanto, o termo associagao é mais ténue que
ligagdo e deve ser interpretado com cautela.
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Em dois estudos de varredura total do genoma em ovinos meio-
irmios oriundos de selegao divergente para alta e baixa resisténcia a
T. colubriformis, realizados de forma independente por duas instituigoes
de pesquisa, CSIRO da Australia (BEH et al., 2002) e AgResearch da
Nova Zelandia (CRAWFORD; MCEWAN, 1998), foram encontrados
QTLs para OPG no cromossomo ovino 3 (OAR3). As regides entre
os marcadores TGLA67 (90,4 cM) e OarVH130 (216,1 ¢cM) e a regiao
do gene interferon-gama foram as mais significativas, respectivamente.
Em termos gerais, 1 cM (centiMorgan) equivale a 1% de recombinagao
entre duas regides no mesmo cromossomo ou a uma regiao contendo
1 milhdo de bases. A maioria dos trabalhos considera a distdncia entre
marcadores de 20 cM como a distincia minima teérica de desequilibrio
de ligagao, ou seja, quando marcador e caracteristica medida segregam
juntas.

A contagem de OPG de ovinos Romney Marsh oriundos de
linhas divergentes de selecio para essa caracteristica, desafiados
naturalmente com espécies mistas de parasitas, mostrou ligagao com
uma regiao situada entre os marcadores B1.004 (205,8 cM) e BMS1617
(212,2 cM), localizada dentro da regiao do DNA que codifica o
interferon-gama (IFN-y) (PATERSON et al., 2001). De forma similar,
Coltman et al. (2001) observaram ligagio entre os niveis séricos de IgA
de ovinos Soay (uma raga escocesa pouco domesticada que subsiste em
isolamento geografico, portanto sem histérico de sele¢io), desafiados
com T. circumcincia, € a regido do primeiro intron do interferon-gama.
O genétipo (IFN)-y*126/126 associado com menor OPG também
mostrou associagao com altos niveis plasmaticos de IgA. Recentemente,
Sayers et al. (2005a) demonstraram que um microssatélite localizado

‘na regido do intron 1 do IFN-y estava associado a redugoes no OPG

de ovinos Texel. Os animais heterozigotos e os homozigotos para o
microssatélite (GTTT), apresentaram redugdes de 35% e 85% em
OPG (escala nio transformada por logaritmo) em comparagao com os
homozigotos para o microssatélite (GTTT),. Um SNP localizado a 49pb
desse microssatélite também mostrou estar associado com OPG baixo
nessa mesma raga. Esses resultados nio foram observados em ovinos
Suffolk, também estudados nesse mesmo trabalho. Nesses trabalhos, foi
discutida a possibilidade de existir mais de um mecanismo determinante
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de resisténcia a parasitas gastrintestinais, uma vez que os resultados de
Sayers et al. (2005a, 2005b) mostraram associagoes significativas entre
OPG e diferentes genes para diferentes ragas.

Apesar de as condigbes serem varidveis entre esses estudos, os
trabalhos apontam resultados significativos para a caracteristica de
resisténcia genética a parasitas gastrintestinais na regiao préxima ao
gene do interferon-gama do cromossomo ovino 3 (OAR3). O inter-
feron-gama ¢é uma citocina produzida por células T, 1, que diminui a
expressdo da resposta T, 2, essencial na regulagdo da resposta humoral
as infecgoes parasitarias. Como altos niveis de IgA reduzem o tamanho
de larvas L4 de 7. ciscumcincta em ovinos (STEAR et al., 1999a, 1999b)
e linhas de camundongos geneticamente susceptivels a parasitas sio
incapazes de expulsar larvas do trato gastrintestinal em estudos de
inibigdo in vivo de interferon-gama (ELSE et al., 1994), é possivel que
a relagao observada entre baixo OPG e polimorfismos no gene do
interferon-gama sejam mediados via respostas em IgA.

Além dos marcadores encontrados no sistema MHC e no OAR3,
também foram encontrados outros QTLs entre os marcadores McMA22
(112,4 cM) ¢ McM214 (140 ¢M) no OARG6 (para OPG ap6s primeiro
desafio (*) artificial com T. colubriformis) e QTLs de menor intensidade
entre os marcadores McMA22 e McM214 desse mesmo cromossomo
(para OPG ap6s o segundo desafio (#) artificial com T. colubriformis),
entre McM130 e McM357 no OARI1 (#), entre TGLA51 e McMA29 no
OARI11 (*) e entre BM719 e HUJ625 no OAR12 (#) (BEH et al., 2002).
QTLs em regides dos cromossomos bovino BTA5 (sinténico ao OAR3) e
BTAG (sinténico ao OAR6) também foram descritos por Gasbarre et al.
(2003) em rebanho Angus, selecionado por resisténcia a O. ostertagi.
Esses resultados foram mais tarde validados em rebanho Brangus-
Ibagé (BENAVIDES et al., 2005a, 2005b), expostos a desafio de campo
em que os géneros dos parasitas predominantes foram Trichostrongylus,
Ostertagia, Cooperia e Haemonchus. Comparando os resultados desses
trabalhos, verifica-se que a regido do QTL encontrado por Beh et al.
(2002) para o OARG é préxima a encontrada no BTA6 em bovinos.
Essa regido possui um conjunto de genes que codificam quimocinas,
entre elas a interleucina 8 e protefnas CXC, envolvidas na resposta
inflamatéria, sendo estes genes potenciais candidatos para resisténcia.
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Associagoes significativas entre alelos dos marcadores CSRD2138,
TGLAL176 e QarAE129 (do OAR3) e OPG foram observadas em dots
rebanhos comerciats (das ragas ovinas Corriedale e Ideal) que sofreram
desatio natural, sendo H. contortus o parasita predominante. O alelo
que apresentou maior efeito fot o CSRD2138*4 que correspondeu a
redugbes de 28% e 22% no OPG (escala nao transformada por
logaritmo) (BENAVIDES et al., 2002). Esses marcadores estdo situados
préximos aos genes das interleucinas 3, 4 e 5 (MADDOX et al., 2001),
que sdo responsaveis pela mudanga da expressdo isotipica de IgA e
IgE, pelo desenvolvimento clonal e mamragio de IgA e de eosinéfilos,
e pelo desenvolvimento clonal e maturagao de IgA. Diez Tascén et al.
(2002) estudaram marcadores moleculares no cromossomo ovino 1, em
progénies de pais Romney Marsh oriundos de cruzamentos recorrentes
de linhas “alto OPG” versus “baixo OPG”, acasalados com ovelhas
Coopworth. Eles observaram ligagido entre OPG e nimero de larvas
adultas de T. colubriformis em uma regiio do OARI, situada entre os
marcadores EPCDV010 (22,7 ¢cM) e 11.S15044 (67,7 cM).

Considerando o exposto, hi uma grande variagdo na resposta
de OPG em relagao a polimorfirmos genéticos em diferentes genes e
regiées cromossdmicas. Portanto, é provivel que a sele¢ao assistida por
marcadores para resisténcia a parasitas gastrintestinais em ruminantes
seja determinada por virios genes, ¢ nao por um gene principal.
O fato de a resisténcia estar associada/ligada a vérios genes pode ter
desdobramentos priticos. A possibilidade de evasdo dos parasitas para
os mecanismos imunes, pelas mutagoes no genoma desses organismos,
¢ a maior critica que a selegio assistida recebe. Woolaston et al. (1992)
nao verificaram desenvolvimento de mecanismos de adaptagio do
H. contortus a ovinos selecionados para resisténcia, mas talvez essa
observagio seja uma avaliagao ainda muito recente. Talvez o exemplo
mais préximo de mecanismo de evasio seja o desenvolvimento de
resisténcia dos parasitas a grupos quimicos utilizados como anti-
helminticos (WALLER, 1991). O uso de anti-helmintico imp6e uma
alta pressdo de selecdo na populagio de parasitas e, para garantir
sua sobrevivéncia, o nematoide deve sofrer mutagdo rapidamente
para evadir da agido do medicamento. Como a maior parte dos anti-
helminticos considera somente um grupo quimico, é mais ficil para
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o parasita evadir aquele mecanismo em particular. Dessa forma,
Stear et al. (2001) argumentam que, se a seleqdo de animais para
resisténcia estiver baseada em um gene principal, serd mais provavel
que os parasitas desenvolvam mecanismos de evasio comparado
com selecido baseada em vérios genes. Na prdtica, os resultados estao
mostrando que ha varias vegi6es cromossomicas associadas/ligadas a
resisténcia, assim, serd menos provavel que mecanismos de evasao
sejam desenvolvidos.

Outro fator importante a ser levado em consideracéo foilevantado
por Schwaiger et al. (1995), e ele diz respeito ao uso indiscriminado
dos resultados de ligagdo génica em programas de melhoramento.
A substituigao completa de um alelo por outro que confira maior
resisténcia pode nao ser desejivel. A completa substituigdo de alelos
mais frequentes da populagao (DRB1*I) por outros mais vantajosos
para baixo OPG (DRB1*G2) pode reduzir a variabilidade genética
do rebanho. A manutengdo da variabilidade genética é benéfica,
principalmente em genes como os do sistema MHC, que possuem
importante agdo na apresentagdo de antigenos. E possivel que a
homozigose nesses genes possa prejudicar a resposta do individuo
a outras enfermidades. O incremento de alelos desfavoraveis para a
expressio do interferon-gama e favordveis para a expressao de genes
de resposta tipo T, 2, pode ser, ab mesmo tempo, benéfico para a
reducio do OPG, e maléfico para a resposta imune a outros tipos de
patégenos (PRITCHARD et al., 1997). A resisténcia do hospedeiro a
certos virus, fungos, protozodrios e bactérias é dependente da resposta
T,l, que pode vir a ser suprimida no caso de sele¢io extrema para a
resposta do tipo T, 2.

Para finalizar, é necessario alertar que, mesmo tendo encontrado
um gene ligado 2 resisténcia, a etapa de validagdo dos resultados de
QTLs em outras populagdes é um passo importante na confirmagio de
marcadores moleculares para uma espécie animal. Clarke et al. (2001)
encontraram ligagio entre OPG em ovinos Merino selecionados por
linhas divergentes desafiadas para T. colubriformis na regido do gene
que codifica a IgE no OARI1S; porém, quando os autores validaram
esses resultados em outros rebanhos selecionados para resisténcia a
T. colubriformis e H. contortus, essa mesma ligagdo nio foi observada.
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A maioria dos delineamentos experimentais faz uso de selegao diver-
gente para OPG namaximizagao da expressao de diferengas fenotipicas.
Como cada populagio possui sua frequéncia alélica particular, é possivel
que os alelos associados com reducao/incremento no OPG sejam
bastante constantes em outros rebanhos. Nesse caso, a sele¢io limitara
o uso desse marcador para aquele rebanho, uma vez que o alelo ja
estd em alta frequéncia. Se o alelo associado for de baixa frequéncia
no rebanho ou inexistente, a selegio e a introgressao desse alelo serao
efetivas.

CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo de QTLs demanda um grande esfor¢o em termos
de tempo, recursos para a formagio de familias delineadas com o
proposito de estudar ligagio génica e para a manutengao dos animais
nas condigdes experimentais adequadas, recursos de laboratério com
alta capacidade de anidlises genotipicas, além de um grande grupo
de colaboradores de virios institutos de pesquisa. O alto custo na
geragdo de resultados explica a tendéncia dos institutos de pesquisa em
patentear seus resultados de QTL. ¢ ndo disponibilizar as informagoes
para a comunidade cientifica. Mais do que o uso desses marcadores
moleculares para uma futura sele¢io assistida por marcadores,
aliada a métodos tradicionais de melhoramento animal, existe o
interesse comercial em resultados que sejam também vantajosos no
desenvolvimento de drogas imunomoduladoras, de grande valia para
industrias farmacéuticas.

Ha uma sérialimitacao de informagées sobre a resisténcia genética
a nematoides gastrintestinais na espécie caprina. Projetos estao sendo
desenvolvidos com a finalidade de gerar populagdes segregantes para
o estudo de QTLs na Embrapa Caprinos, em Sobral, CE. Um fator que
pode ser vantajoso para a espécie caprina € a remarcével similaridade
entre os genomas caprino e bovino. Assim, a espécie caprina pode se
beneficiar dos estudos em bovinos. Na realidade, por meio dos estudos
de gendmica comparativa, serd possivel beneficiar uma espécie com as
informacdes obtidas em outra.
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As pesquisas, até o momento, demonstram que a selegio de ani-
mais resistentes ¢ realidade em varios paises que possuem programas
de melhoramento genético. Os resultados sao significativos e mostram
vantagens tanto para o aumento na frequéncia de animais resistentes
como para a redu¢io média de OPG no rebanho em geral. Os estudos
de marcadores genéticos, apesar de terem tido um aumento expressivo
nos tGlumes anos, ainda sio dependentes de confirmagoes mediante
procedimentos de validagdes. De qualquer modo, os trabalhos indicam
que uma selegao assistida por marcadores sera possivel. Pelo menos
duas regioes, nos cromossomos ovino 3 (regiao proxima & do inter-
feron-gama) e 20 (regiao proxima 2 do MHC), mostraram resultados
significativos por grupos independentes. Além disso, outros resultados
confirmam a existéncia significativa de QTLs em outros cromossomos.
Essa vartagdo de resultados indica que a resisténcia genética do hos-
pedeiro a parasitas gastrintestinais nio ¢ determinada por um gene
principal, e sim por varios genes que explicam uma parte da variagio
fenotipica para OPG.

Por tltimo, é necessédrio ter em mente que é inexequivel a erra-
dicagio da verminose, portanto, seu controle em ruminantes deve ser
buscado sob um enfoque multidisciplinar e sustentivel, levando em
conta varios aspectos, entre eles o uso de novos medicamentos, as ro-
tagbes com diferentes cargas animais e os intervalos entre rotacoes, as
dietas com elevados teores proteicos (COOP; HOLMES, 1996), o uso
de vacinas — ainda em desenvolvimento - (EMERY; WAGLAND, 1991;
SMITH, 1993; TAVERNOR et al.,, 1992a, 1992b), o0 uso de fungos ne-
matéfagos (LARSEN et al,, 1998; LARSEN, 2000; WAGHORN et al,,
2003), as pastagens com altos niveis de tanino (NIEZEN et al, 1998a,
1998b, 2002a, 2002b; PAOLINI et al., 2003) e a sele¢io de animais
resistentes a parasitas gastrintestinais.
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