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Associacdo gendmica ampla para identificacéo de genes candidatos

relacionados com metabdlitos proteicos em ovinos Santa Inés

RESUMO

Niveis de albumina e ureia no sangue sao usados como indicadores clinicos, bem
como para avaliar o estado nutricional de um animal. Assim, 0 presente estudo tem por
objetivo realizar analise de associacdo gendmica ampla para dosagens de albumina e ureia
em ovinos Santa Inés, a fim de identificar genes candidatos para essas variaveis. Um total
de 320 cordeiros foram genotipados com o OvineSNP50 BeadChip. Apos o controle de
qualidade, 43.996 SNPs foram utilizados nas analises de associacdo via método
ssGBLUP. Foram discutidas janelas que explicam pelo menos 1% da variancia genética
das dosagens de albumina e ureia. Qito regides gendmicas explicaram 11,6% da variancia
genética de albumina, sendo encontrados os genes candidatos ALDH7A1, GAPDHS,
STRAP, MGTS1, EI24, HAMP, PTPRO, FFAR1, FFAR2, FFAR3, KIRREL2, ITGAS,
NPHS1, TYROBP, MAG, DIABLO, PRODH2 e HPD. Sete regides gendmicas foram
responsaveis por explicar 12,4% da variancia genética de dosagem de ureia, sendo
identificados os genes candidatos PCDH9, AZGP1, LAMTOR4, SMURF1, RAB3l1,
ARPC1A, ARPC1B, CNTN1, PDZRN4, NDUFV2, CLOCK e NMU. A maioria destes
genes candidatos estdo envolvidos em processos bioldgicos relacionados com fungdes
hepéticas e renais e podem conter variantes uteis ao processo de selecdo de ovinos Santa

Inés.

Palavras-chave: albumina, cordeiros, metabolismo, proteina, ureia



Genome-wide association for identification of candidate genes related to protein

metabolites in Santa Ines sheep

ABSTRACT

Albumin and urea serum levels are used as clinical indicators, as well as to
evaluate the nutritional status of an animal. Thus, the present study aims to performer a
genome wide association study (GWAS) to identify candidate genes for albumin and urea
levels in Santa Ines sheep. The GWAS analysis was performed with 320 lambs and
43,996 SNPs, using the ssGBLUP method. Regions that explain at least 1% of the genetic
variance of the albumin and urea levels were discussed. Eight genomic regions explained
11.6% of the genetic variance in albumin level and the candidate genes ALDH7AL,
GAPDHS, STRAP, MGTS1, ElI24, HAMP, PTPRO, FFAR1, FFAR2, FFARS, KIRREL?2,
ITGA8, NPHS1, TYROBP, MAG, DIABLO, PRODH2 and HPD were found. Seven
genomic regions explained 12.4% of the genetic variance in urea level, and the candidate
genes PCDH9, AZGP1, LAMTOR4, SMURF1, RAB31, ARPC1A, ARPC1B, CNTN1,
PDZRN4, NDUFV2, CLOCK and NMU were identified. The genes found in the current
study are involved in biological processes related to hepatic and renal functions and

variants in these genes can be useful for breeding schemes in Santa Ines sheep.

Keywords: albumin, lambs, metabolism, protein, urea



1. INTRODUCAO

Animais de producdo em sistemas especializados costumam receber dietas
balanceadas, que Ihes permite expressar todo seu potencial genético e maximizar suas
taxas de crescimento. Essas dietas geralmente apresentam altos teores de proteina e
energia, 0 que aumenta a atividade metabolica em alguns 6rgaos como o figado e os rins.
O figado atua em processos fisiologicos como o metabolismo de macronutrientes,
controle do volume sanguineo, suporte ao sistema imunologico, controle endécrino do
crescimento, homeostase de lipidios e colesterol, aléem de quebrar compostos
xenobidticos (TREFTS, GANNON e WASSERMAN, 2017). Ja o rim é vital para
excrecdo de produtos metabolicos do sangue, preservando outros constituintes
importantes como algumas proteinas do sangue ao exemplo da Albumina (HUMES et al.,
1999). Por isso, exames clinicos geralmente incluem a determinacdo de metabdlitos
sanguineos, que estando em niveis inadequados podem indicar problemas hepaticos ou
renais (BRAUN, TRUMEL e BEZILLE, 2010).

O figado é o principal responsavel pela sintese da maioria das proteinas
encontradas no sangue, pelo processamento de aminoacidos para geracdo de energia e
pelo descarte de proteinas e residuos nitrogenados da degradacgéo proteica, como a ureia
(TREFTS, GANNON e WASSERMAN, 2017). O ciclo da ureia é realizado
principalmente no figado e visa transformar um produto mais téxico (aménia) em um
produto de baixa toxicidade (ureia), que em condi¢des normais € filtrado pelos rins e
excretado na urina (WEINER, MITCH e SANDS, 2015).

Uma das consequéncias do alto consumo de proteina é o aumento da sintese
hepéatica de albumina (ROTHSCHILD, ORATZ e SCHREIBER, 1975). A albumina

sérica de ovinos (ALB-201) é uma proteina de 583 aminoéacidos, rica em cisteina e com



baixo conteudo de triptofano (AASIF-DAR et al., 2016). Ela é sintetizada no figado e
tem uma variedade de funcGes importantes no organismo, que vado desde o controle da
pressao osmotica coloidal do sangue, passando pela sua capacidade de ligagdo com vérias
moléculas enddgenas e exdgenas, transporte de ions e de residuos toxicos, além de ter
potencial efeito antioxidante (MERLOT, KALINOWSKI e RICHARDSON, 2014).
Estudos em humanos revelam que o nivel sérico de aloumina pode ser considerado um
bom indice clinico de doencas e quanto maior for este nivel, mais intacta serd a satde
geral dos humanos (FRIEDMAN e FADEM, 2010). Em ovinos, animais gravemente
infectados por Fasciola hepéatica apresentaram reducBes nos niveis de albumina
(MATANOVI¢ et al., 2007).

Componentes bioquimicos do sangue como ureia e albumina sdo pouco estudados
no contexto do melhoramento genético de animais de interesse pecuario. Porém, Prins et
al. (2017) estimaram coeficientes de herdabilidade para aloumina (0,15 + 0,04) e ureia
(0,14 + 0,04) em humanos, 0s quais demonstram que essas variaveis possuem um
componente genético que ndo pode ser ignorado. A identificacdo de genes candidatos
pode ajudar a entender esse controle genético, pois uma vez conhecidos, esses genes
podem ser sequenciados para melhor conhecer os mecanismos moleculares envolvidos
na expressao dessas caracteristicas. Em humanos foram identificados SNPs nos genes
GCKR e SLC14A2 associados com niveis de albumina e nitrogénio ureico,
respectivamente (KAMATANI et al., 2010). Em outro estudo com humanos foram
identificados os genes MTX1-GBA, PAX8, MECOM, UNCX, MPPED2-DCDCS5,
C120rf51, WDR72 e GNAS como candidatos para associagdo com nitrogénio ureico no
sangue (OKADA et al., 2012). Porém, em ovinos ndo foram identificados até o presente

momento genes candidatos para dosagens de ureia e albumina. Assim, o presente estudo



tem como objetivo realizar andlise de associacdo gendmica ampla para dosagens de
albumina e ureia em ovinos Santa Inés, a fim de identificar genes candidatos para essas

variaveis.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panorama da ovinocultura no Brasil

A espécie ovina foi uma das primeiras a ser domesticada pelo homem, que visava
a obtencdo de alimentos (carne e leite), além de protecdo contra o frio (14). Ela esta
amplamente difundida em todos os continentes e isso se deve a facil adaptacdo aos
diferentes climas, relevos e vegetagdes (VIANA, 2008).

Os ovinos foram trazidos para o Brasil durante o processo de colonizagéo e hoje
sdo encontrados em todo o territorio nacional. A variabilidade genética da espécie ovina
no Brasil permite escolher o genétipo em funcédo do local de producgdo. Assim, tem-se na
regido sul uma variedade de racas lanadas ou semilanadas, enquanto na regido nordeste
h& um predominio de racas deslanadas (AZEVEDO et al., 2016).

O rebanho ovino brasileiro tinha 17,98 milhGes de cabecas no ano de 2017 e
comparando ao ano anterior houve uma reducao nesse efetivo de 2,3%. A regido nordeste
detém o maior numero de animais (64,2%), seguida pela regido sul (23,7%), sendo a
Bahia e Rio Grande do Sul detentores de 40,0% do efetivo nacional 2017 (IBGE, 2018).

No Brasil o crescimento do consumo de carne ovino depende de fatores como
crescimento populacional e da renda. Porém, é fundamental que haja uma maior

organizacédo do setor, reduzindo aspectos como a informalidade dos abates (MARTINS



et al., 2016). Segundo Sorio e Rasi (2010), citam que o abate clandestino de ovinos é
maior que o legalizado, mas essa informalidade também esta presente na producdo e no
comércio. Segundo Viana e Silveira (2009) citam que as dificuldades encontradas pelos
produtores na comercializagdo dos animais para 0s abatedouros, encontra-se na
sazonalidade da producéo, caréncia na frequéncia de produto para oferecer ao mercado,
demanda continua na oferta de animais, necessidade de escala na comercializacéo e a
procura por animais mais jovens pelos abatedouros. Solucionar essas questdes pode
impulsionar o setor como um todo, ampliando até mesmo o consumo de carne ovina pelos
brasileiros.

2.2. Raga Santa Inés

A raga Santa Inés foi criada a partir do cruzamento de ragas europeias e africanas
na regido do nordeste brasileiro (PEREIRA, 2008). A raca é caracterizada por ser
deslanada (Figura 1), com pelos curtos e sedosos, tem grande porte, com peso dos machos
variando entre 80 a 120 kg e de fémeas com peso entre 60 e 90 kg, além de apresentar
boa qualidade de carne e baixo teor de gordura. Os animais apresentam tronco grande e
comprido, cobertura muscular boa, com troncos bem posicionados, fortes e com bons
aprumos. A pelagem pode variar entre vermelha, preta, branca e suas combinacdes,
apresentando aptiddo para producdo de carne e pele com bom valor comercial.

De acordo com (PEREIRA, 2008) o crescimento da raca € devido as suas
caracteristicas raciais como bom porte, rusticidade e habilidade materna. Na regido
nordeste do pais as espécies ovinas deslanadas ndo apresentam estacionalidade
reprodutiva (MAIA, MEDEIROS e LIMA, 2011) e por apresentarem boa rusticidade, sdo

adaptaveis a diversos sistemas de criagéo.



Figura 1 — Exemplares da raga Santa Inés
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Fonte: Arquivo pessoal

2.3. Perfil metabolico

O perfil metabdlico é uma ferramenta importante, pois fornece informagdes sobre
o funcionamento do organismo de um individuo. O estudo do perfil metabélico foi
proposto por Payne et al., (1970) em Compton na Inglaterra, com vistas a conhecer 0s
componentes hemato-bioquimicos no sangue de vacas leiteiras, a fim de diagnosticar e
prevenir possiveis transtornos metabolicos. De acordo com Caldeira (2005), o sangue
sempre foi o fluido mais utilizado para definir as concentraces dos indicadores sobre o
estado nutricional ou metabdlico, isso devido & qualidade de informagdes e facil obtencédo
de coleta. A utilizacdo do perfil metabolico contribui para o diagnostico de doengas de
producio e pode ser avaliado individualmente (GONZALEZ, 1997). Além disso, pode
apontar possiveis desequilibrios metabdlicos e nutricionais, além de alteracdes clinicas e

subclinicas. Diante disso, o perfil hematoldgico, juntamente com outros testes, fornece ao



clinico informagdes importantes para chegar a um diagndstico final (POLIZOPOULOU,
2010).

Muitas varidveis podem ser mesuradas quando o objetivo é definir o perfil
metabdlico no sangue (WITTWER, 2000b). Glicose, acidos graxos livres, corpos
cetdnicos, beta-hidroxibutirato e colesterol sdo indicadores que geralmente definem o
perfil metabolico energético. Célcio, fosfato, magnésio, sddio, potéssio, cobre, zinco,
selénio e T4 (iodo) formam o perfil metabolico mineral, enquanto hemoglobina, ureia e
albumina refletem um perfil metabdlico proteico.

O perfil metabdlico ja vem sendo utilizado na pecuéria por diversos autores, com
diferentes finalidades. Parametros bioquimicos do sangue foram usados para verificar o
metabolismo energético-proteico em bovinos (GONZALEZ et al., 2000) e ovinos
(RIBEIRO et al., 2003; BRITO et al., 2006). Além disso, a influéncia de fatores como
sexo e faixa etaria sobre os parametros bioquimicos do sangue tem sido avaliado em
ovinos, incluindo a raca Santa Inés (MEIRA-JR et al., 2009) e a Dorper (MADUREIRA
etal., 2013).

O estado fisiologico do animal e a condi¢cdo ambiental que 0 mesmo se encontra
devem ser caracterizados, pois pode ocorrer alteracdo de regido para regido, e dessa forma
influenciar na analise do perfil metabdlico. Outros fatores podem alterar o perfil
metabolico, por isso é importante conhecer os valores de referéncia para as diferentes
espécies, clima, idade, sexo, condicdo corporal, estresse, entre outros fatores (HAIDA et
al., 1996; BARIONI et al., 2001). Dentre as concentracGes séricas de metabdlitos
sanguineos tem-se a ureia e a albumina, que estdo relacionadas com o metabolismo de
proteinas. Estudos realizados com ovinos reportaram valores entre 24 a 45 g/L para

albumina e 2,2 a 10 mmol/L para ureia (CALDEIRA, 2005).



2.4. Indicadores do metabolismo proteico

A ureia e a albumina s&o os principais indicadores do metabolismo proteico em

ruminantes, pois a ureia demonstra em curto prazo o estado proteico do animal, enquanto

baixa velocidade de sintese e degradacdo da albumina pelos ruminantes a torna um

indicador de longo prazo (PAYNE e PAYNE, 1987).

A concentracdo dos metabdlitos no sangue pode variar devido a alguns fatores ou

situagdes, as quais podem indicar deficiéncias ou excessos de nutrientes, alteragdes

bioguimicas que afetem a producdo, fertilidade ou doencas (CONTRERAS, 2000), os

quais citam como fatores ou situages:

a)

b)

Fatores nutricionais - influencia a concentragdo dos metabdlicos proteicos no sangue.
A ingestdo de proteinas na dieta altera a concentragéo de ureia e também da albumina.
A energia da racéo interfere nos indicadores do metabolismo proteico, uma vez que,
decréscimos de energia no final do periodo de lactagdo tém sido associada a reducao
na concentracdo de albumina. Da mesma forma a menor quantidade de dgua ingerida
aumenta a concentracdo de ureia sanguinea;

Parto e lactacdo - no inicio da lactacdo a concentracdo de ureia e de albumina reduz,
porém logo a albumina retoma sua concentracdo adequada, se o aporte de proteina
na dieta for adequado. Quando a concentracdo de albumina esta dentro do valor de
referéncia, observa-se maior producdo de leite durante a lactacdo e melhor
fertilidade;

Estacdes do ano - influenciam nas concentrages dos metabolicos proteicos, porém
diferir a estacdo do efeito da alimentacdo é dificil, visto que a estacdo influéncia na

qualidade do alimento disponivel;
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d) Doencas infecciosas - podem ocasionar aumento de globulinas e reducdo nas
concentracdes de albumina, sendo as doengas de origem viral as que tém menos
efeito.

2.4.1. Albumina

A albumina é a proteina que se encontra em maior concentracdo no plasma
sanguineo e corresponde a aproximadamente 50% das proteinas circulantes no plasma. A
sintese de albumina ocorre no figado e a concentracdo esta relacionada com a quantidade
de proteina da dieta. Porém, maior medida na concentracdo sanguinea também esta
relacionada com a capacidade que o figado tem de sintetizar (CONTRERAS, 2000).

A albumina é um importante reservatério de proteinas labeis e transportador de
aminodcidos constituintes (KANEKO, 1997). A albumina contribui com 80% da
osmolaridade do plasma sanguineo, além de reserva proteica, transportar &cidos graxos
livres, aminodacidos, metais, calcio, horménios e bilirrubina, participa da regulacdo do pH
sanguineo (GONZALEZ e SCHEFFER, 2003). A albumina é a proteina plasmatica com
maior atividade osmotica ativa e isso se deve a sua abundancia e por ter pequeno tamanho,
sua atividade osmotica no plasma fica em torno de 75% (KANEKO, 1997).

Mesmo que dietas contendo alto ou baixo nivel de proteina influencie os
componentes sanguineos, deve-se ter cautela para interpretar os resultados que deem fora
da normalidade dos perfis metabolicos relacionados a nutricdo (PAYNE, 1978). Reducéo
dos niveis de albumina, juntamente com o da ureia, indica uma deficiéncia proteica, ja
niveis de albumina reduzida e o de ureia normal ou elevado, mas com niveis de enzimas
altos, é um indicativo de falha hepéatica (GONZALEZ e SCHEFFER, 2003).

A albumina pode ser um indicador de déficit ou excesso de proteina na dieta,

porém essas mudancas ocorrem de forma mais lenta. Logo, para detectar alteragdes de
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albumina sérica € necessario um periodo de um més, devido a sintese e a degradacéao
ocorrerem mais lentamente (GONZALEZ e SCHEFFER, 2003). A albumina pode ser um
indicador estimavel, mas somente quando se tem um longo periodo de deficiéncia de
proteina na dieta animal (CONTRERAS, 2000).

2.4.2. Ureia

A ureia é um produto do metabolismo do nitrogénio, que pode informar atraves
de amostras do soro sanguineo a atividade metabdlica proteica do animal (WITTWER,
2000a). Os niveis de ureia estdo relacionados diretamente com a ingestéo de proteina na
dieta e com a relacdo energia:proteina. A sintese da ureia ocorre no figado através da
amonia oriunda do catabolismo de aminoéacidos e reciclagem da aménia do rumen. A
principal forma de excre¢do da ureia é através da urina e em menor quantidade no
intestino e no leite (GONZALEZ e SCHEFFER, 2003).

A ureia responde com boa velocidade a alteracbes de proteinas na dieta
(CONTRERAS, WITTWER e BOHMWALD, 2000). As variagdes dos metabdlitos
podem ocorrer tanto pelo excesso como pela deficiéncia, porém deve-se analisar a inter-
relacdo dos nutrientes para que ndo ocorram erros nos resultados. A ureia também pode
ser alterada através do aporte energético da dieta. A proporcao energia:proteina fornecida
na dieta é importante para o adequado aproveitamento da ureia e alteracbes, mesmo que
diarias, influenciam nos niveis de ureia no sangue e consequentemente no aproveitamento
do animal. A ureia é um indicador sensivel e rapido para sinalizar a ingestéo de proteinas
da dieta (CONTRERAS, 2000; GONZALEZ e SCHEFFER, 2003).

2.5. Associagdo gendmica ampla
Identificar genes que tem maior efeito sobre caracteristicas quantitativas ainda €

dificil, visto que cada gene tem uma pequena contribuicdo na herdabilidade
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(HIRSCHHORN e DALY, 2005). Porém, essa identificacdo pode contribuir para o
conhecimento das variages genéticas dessas caracteristicas e isso pode contribuir para o
progresso genético (FRAZER et al., 2009).

O melhoramento genético classico utiliza-se do fenotipo e do pedigree para
estimar os valores genéticos de cada individuo (PERTILE, SILVA e SALVIAN, 2016).
Contudo, para varidveis de dificil mensuracdo estes procedimentos ainda sdo pouco
eficazes. Por isso, identificar regiGes no genoma associadas as caracteristicas de interesse
econdmico pode contribuir para a selecdo de animais.

Regides gendmicas associadas a uma caracteristica de interesse econdmico podem
ser determinadas com base nas informacgdes de marcadores moleculares através de um
estudo de associacgao. Os primeiros estudos dessa natureza utilizavam poucos marcadores
moleculares, mas agora € possivel realizar estudos com um amplo nimero de marcadores,
0s quais séo conhecidos como estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS - Genome
Wide Association Studies). Os avanc¢os nas tecnologias de genotipagem permitiram usar
mapas mais densos (CASAS et al., 2013) e esses mapas com maior densidade de
marcadores permitem estimar com maior precisao os efeitos de cada marcador, levando
a resultados que sdo mais coerentes com a natureza poligénica da heranca de
caracteristicas quantitativas (BALDING, 2006).

Estudos com GWAS em ovinos vém sendo desenvolvidos para caracteristicas de
crescimento e producéo de carne (ZHANG et al., 2013), producdo de 1a (WANG et al.,
2014a), desenvolvimento corporal (KOMINAKIS et al., 2017), doencas hereditarias
(SUAREZ-VEJA et al., 2015) e resisténcia a parasitas (BERTON et al., 2017). No
entanto, estudos de associacdo gendmica para variaveis contida no perfil metabolico

proteico sdo inexistentes. Esse estudo pode melhorar o conhecimento dos genes que estdo
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relacionados com niveis de albumina e ureia, 0s quais poderdo ser mais bem explorados

em futuros estudos para conhecimento do metabolismo de proteinas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacéo e variaveis analisadas

Para obtencédo dos dados fenotipicos foram utilizadas informacdes de 320 animais
machos ndo castrados da raca Santa Inés. Os animais foram alojados na fazenda
experimental da Universidade Federal da Bahia (UFBA), localizada no municipio de Séo
Gongalo dos Campos, Bahia. Até os 110 dias de idade os animais foram criados a pasto.
Em seguida, os ovinos foram confinados em baias individuais de 1 m2, com fornecimento
de 4gua ad libitum e ragdo balanceada segundo recomendacdo do NRC (NRC, 2007) para
obtencdo de um ganho diario de 250 gramas/dia.

Apds 90 dias de confinamento, os animais foram abatidos. Os protocolos
experimentais utilizados foram avaliados e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
da Bahia (protocolo 07/2016).

As coletas de sangue foram realizadas no terco final de cada confinamento. O
sangue foi colhido através da venopuncdo jugular e distribuido em tubo a vacuo
(Vacutainer®) contendo EDTA a 10% para a obtencdo do plasma. A partir do plasma,
foram estimadas as concentrac¢des de albumina, utilizando o Kit Albumin VET (Labtest
Diagnéstica®, S.A., Lagoa Santa — MG, Brasil), e ureia utilizando o kit Ureia-UV-K56

(BioClin®, Belo Horizonte — MG, Brasil).
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3.2. Genotipagem

A obtencdo do DNA gendmico foi realizada através de amostras do musculo
Longissimus dorsi, apos o abate dos animais. Apos a extragéo, foi obtido atraves da leitura
do equipamento NanoDrop® a concentragdo e pureza do DNA. A anélise da integridade
do DNA ocorreu por eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando corante GelRedTM
para analise do DNA gendmico sob iluminacdo UV.

A diluicdo do DNA foi feita de acordo com o protocolo de genotipagem,
objetivando a hibridizacdo na matriz do chip Ovine SNP50 BeadChip (lllumina Inc., San
Diego, CA), apo6s a diluicdo, mensuracdo da quantidade e qualidade do DNA, as amostras
foram submetidas ao processo de genotipagem. O chip abrangia 54.241 SNPs, sendo 26
autossomos e dois cromossomos sexuais. As extragdes de DNA e genotipagem ocorreram
no Laboratdrio de Biotecnologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP,
em Piracicaba — SP.

3.3. Controle de qualidade dos dados

No presente estudo apenas marcadores moleculares contidos nos cromossomos
autossomos foram utilizados nas andlises. Todos os animais com fendtipo conhecido
foram genotipados. Para realizar o controle de qualidade dos dados foi utilizado o pacote
PREGSF90, da familia BLUPF90 (MISZTAL et al., 2002). Foram excluidos das anélises
0s SNPs com menor frequéncia alélica menor que 5% (MAF < 0,05), diferencas entre
heterozigosidades observada e esperada maior que 0,15 (Hardy-Weinberg equilibrium),
além dos SNPs e individuos com Call rate menor que 90%. Apds a limpeza do banco de

dados, permaneceram 43.996 SNPs.
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3.4 Andlises de associacdo

Nas analises de associacdo foram utilizados os programas da familia BLUPF90
(MISZTAL et al., 2002), pelo método ssGBLUP (single-step genomic BLUP) (WANG,
MISZTAL, et al., 2012). A matriz gendmica foi utilizada e incluiu todos 0s animais com
informagdes genotipicas e fenotipicas empregando na analise 0 modelo genético animal
unicaracteristica. A notagdo matricial linear para predizer os valores genéticos pode ser
descrita como:

y=XB+Za+e,

em que y é o vetor de observacdes da caracteristica em analise; X é a matriz de incidéncia
para os efeitos fixos; B é o vetor de efeitos fixos, neste caso apenas o grupo de
contemporaneos (mesmo lote de confinamento e mesma dieta dentro do lote); Z é a matriz
de incidéncia dos efeitos dos marcadores; a € o vetor dos efeitos individuais dos animais;

e e é 0 vetor dos residuos. Assume-se neste modelo que as variancias de a e e sao:

var[ 1] -

Ho%? 0
0 Id%|

no qual, a2 e ¢ representam as variancias genética aditiva e residual, respectivamente.
H representa a matriz gendmica que combina a matriz de pedigree e a matriz de
informacdo genémica (AGUILAR et al., 2010). Para a inversa da matriz H foi utilizado

0 modelo:

0 0
-1 _ -1
N |
onde, A é a matriz de pedigree de todos 0s animais; A2z representa a matriz de parentesco

dos animais com genotipos; G € a matriz de parentesco genémico (VANRADEN et al.,

2009).
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Os componentes de (co)variancia foram estimados pelo programa AIREMLF90,
através do método de méxima verossimilhanca restrita, utilizando o algoritmo EM
(Expectation — Maximization) do programa BLUPF90, usando um modelo animal
proposto por Misztal et al. (2002). Para estimar os efeitos dos SNPs foi utilizado o
programa POSTGSF90 (MISZTAL et al., 2002).

Os efeitos dos SNPs foram obtidos utilizando:

i = DZ'[ZDZ'] 74,
onde: U é o vetor de efeito dos SNPs; D representa a matriz diagonal com ponderadores
para efeito dos SNPs; Z € a matriz de incidéncia dos gendtipos; e a, representa o vetor
dos valores gendmico dos animais genotipados (WANG et al., 2012).

Para a obtencdo dos efeitos dos marcadores SNPs foi realizado um processo de
iteracdo com duas rodadas, onde na segunda rodada utilizaram-se os ponderadores
encontrados na rodada anterior. Assim, foram recalculados os valores genéticos
gendmicos e/ou 0s marcadores genéticos, os pesos para 0s SNPs foram obtidos no mesmo
software das andlises de associacdo gendmica (BLUPF90). As iteracdes servem para
aumentar o peso dos SNPs que tenham maior efeito e reduzir os de menor efeito (WANG,
MISZTAL, et al., 2014).

Os resultados encontrados nas analises do GWAS foram apresentados com base
nas regides gendmicas explicadas pelos SNPs em janelas genémicas do tamanho 1Mb
(megabase) de comprimento. Todas as janelas que explicaram > 1% da variancia genética
aditiva das caracteristicas estudadas foram objeto de estudo para identificar genes
candidatos, utilizando informacdes da plataforma NCBI (National Center for

Biotechnology Information). Ainda, na caracterizagao das funcdes bioldgicas dos genes e
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estudo da ontologia genética foram realizadas pesquisas na plataforma Ensembl e para as

vias metabolicas na plataforma DAVID 6.8 (JIAO, SHERMAN, et al., 2012).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Valores estatisticos descritivos e herdabilidade

Os valores médios de albumina e ureia foram 35,10 g/L e 39,69 mg/dL,
respectivamente (Tabela 1). Uma revisdo bibliogréfica encontrou valores médios
variando de 24 a 45 g/L para albumina em diferentes ragas de ovinos (CALDEIRA, 2005),
enquanto Madureira et al. (2013) encontraram média de 40,8 mg/dL para ureia em
machos Dorper com menos de 12 meses de idade. Assim, os valores médios de albumina
e ureia encontrados no presente estudo estdo proximos dos valores reportados em prévios
estudos com ovinos. Com relacdo a variagdo, no presente estudo foram encontrados
desvios-padrao iguais a 5,9 g/L para albumina e 14,07 mg/dL para ureia. Desvios-padréo
préximos de 5 g/L foram reportados para albumina em diferentes estudos com ovinos
(CALDEIRA, 2005), enquanto desvio-padrao de 10,9 mg/dL foi reportado para ureia em
ovinos Dorper (MADUREIRA et al., 2013). Logo, a variacdo encontrada na ragca Santa
Inés € similar a observada em outras racas de ovinos.

VariagBes nos niveis de albumina e ureia sdo normais, sobretudo quando se
compara diferentes estudos, pois esses metabolitos dependem de fatores como raga, sexo,
idade, gestacdo, disponibilidade de 4gua e concentracdo de determinados nutrientes na
dieta. Contudo, aqui foram utilizados apenas machos, de uma mesma faixa etaria e que
receberam dietas balanceadas para promover um ganho de peso diario de 250 gramas.

Logo, esperava-se menor variagdo dos niveis de albumina e ureia. Parte dessa variagao
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pode ser atribuida a componentes genéticos aditivos, pois as estimativas de herdabilidade
para albumina e ureia foram 0,29 e 0,10, respectivamente. Ressalta-se que os coeficientes
de herdabilidade na raca Santa Inés estdo proximos dos valores reportados em humanos
para albumina (0,15 * 0,04) e ureia (0,14 + 0,04) (PRINS et al., 2017). Portanto, tanto
para albumina quanto para ureia é possivel obter ganhos genéticos com a selecéo.
Tabela 1 — Tamanho amostral (N), média, desvio-padréo (DP), minimo, maximo, nimero
de grupos de contemporaneos (GC), herdabilidade (h2) e seu erro-padrao

(SE), para as dosagens de ureia e albumina na raca Santa Inés.
Caracteristica N Média DP  Minimo Maximo GC h? (EP)

Ureiamg/dL 229 39,69 14,07 1571 71,00 17 0,10 (0,07)

Albuminag/L 320 35,10 590 19,40 5530 25 0,29 (0,0003)

Fonte: Construida a partir da analise dos dados coletados.

4.2. Albumina

Foram identificadas 8 regides genémicas (Figura 2) explicando pelo menos 1%
da variancia genética aditiva de dosagem de albumina (Tabela 2), as quais estdo
localizadas nos cromossomos OAR3, OAR5, OAR14, OAR16, OAR17 e OAR21. O
conjunto destas regides explicou 11,6% da variancia genética e nestas regides foram
identificados 108 genes com funcéo bioldgica conhecida.

O nivel sérico de albumina pode ser considerado um indice clinico de doencas e
quanto maior for este nivel, mais intacta sera a saude geral em humanos (FRIEDMAN e
FADEM, 2010). Segundo estes autores, baixos niveis de albumina podem indicar doengas
ou estado inflamatorio, os quais podem atuar na reducdo da sintese, no aumento do
catabolismo e/ou na permeabilidade vascular a albumina. Dentre os genes com fungéo
conhecida identificados nas janelas mapeadas, foi possivel encontrar alguns que estéo

relacionados com processos fisiopatologicos no figado ou nos rins como ALDH7AL,
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STRAP, MGTSL1, EI24, HAMP, PTPRO, FFAR1, FFAR2, FFAR3, KIRREL2, ITGAS,
NPHS1, TYROBP, MAG, DIABLO, PRODH2 e HPD. Logo, sdo genes que podem estar

influenciando os niveis séricos de albumina.

Figura 2 - Gréafico Manhattan da anélise GWAS para dosagem de albumina em ovinos
Santa Inés

Albumina

Variancia Explicada (%)

05

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 22 24 26

Fonte: Construida a partir de dados coletados.
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Tabela 2 - Regides gendmicas que explicaram pelo menos 1% da variancia genética (V%) de dosagem de albumina em ovinos Santa Inés

Cromossomo

Posicédo SNPs

V%

Genes localizados nas janelas

5

3

17

21

14

3
16

21

25766841:26751437 25

213562255:214520608 24

61.984.865:62.923.564 17

29401654:30325768 22

48704135:49671403 17

99375714:100334700 21
66014289:66994604 25

1994443:2974605 16

2,194
1,756

1,555

1,452

1,443

1,221
1,016

1,004

LMNB1, GRAMD2B, ALDH7A1, PHAX, TEX43, LOC114115054, LOC114114925
LOC101107349

PTPRO, EPS8, STRAP, DERA, SLC15A5, MGST1, TRNAW-CCA, LOC114114234
LOC114114155 e LOC101115056

MORN3, TMEM120B, HPD, PSMD9, DIABLO, VPS33A, CLIP1, P2RX4, KDM2B,
SETD1B, WDR66, CAMKK2, BCL7A, ANAPCS5, MLXIP, LRRC43, B3GNT4,
RNF34, ORAI1, RHOF, TRNAE-UUG, TRNAG-CCC, LOC114108898,
LOC114108816 e LOC101123326

SOLD1, VSIG10L2, El24, PATEZ2, CCDC15, DDX25, HYLS1, PUS3, PATEL, ACRV1
CHEK1, ATT3A, FEZ1, PKNOX2, TMEMZ218, SLC37A2, TRNAW-CCA
LOC114110184, LOC11410016, LOC114110015, LOC114110015, LOC105604048
LOC101117978 e LOC101110715

HAMP, IGFLR1, PSENEN, SBSN, U2AF1L4, FFAR2, SYNE4, ETV2, POLR2I, TBCB
LIN37, UPK1A, KIRREL2, DMKN, MAG, HAUS5, ATP4A, NPHS1, ZNF565
TMWM147, ZNF461, OVOL3, HCST, KRTDAP, WDR62, ZBTB32, CLIP3, ALKBH6
SDHAF1, THAPS8, APLP1, PRODH2, ARHGAP33, NFKBID, LRFN3, PROSER3
HSPB6, KMT2B, RBM2B, ZNF567, GAPDHS, FFAR1, ZNF146, CD22, FFAR3
CAPNS1, TYROBP, TRNAW-CCA, TRNAT-UGU, TRNAG-CCC, LOC114118154
LOC114117891, LOC114117766, LOC114117764, LOC114117763
LOC114117762, LOC114117760, LOC105607577, LOC101122717
LOC101121538, LOC101121285, LOC101104171 e LOC101103344

DYSF, ZNF638, PAIP2B, NAGK, TRNAS-GGA, LOC114113945 e LOC105607893
LOC114118708, LOC114118698, LOC114118697, LOC114118696
LOC101120952, LOC101120862 e LOC101104428

ITGA8, MINDY3, LOC114110186 e LOC114110179, LOC114110172
LOC114110152 e LOC114110151

Fonte: Construida a partir de dados coletados.
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O gene ALDH7A1 (aldehyde dehydrogenase 7 family member Al) codifica uma
enzima que é altamente expressa no figado e rins e protege contra estresse hiperosmotico
através do metabolismo de aldeidos toéxicos (BROCKER et al., 2010). Sabe-se que esta
enzima também desempenha um importante papel no catabolismo da lisina no figado de
ratos e esse catabolismo ajuda a manter o pool de nitrogénio celular (TSAI e
HENDERSON, 1974), o qual € fundamental para a sintese de albumina nos hepatdcitos.
Além disso, anélise na plataforma DAVID revelou uma funcdo molecular significativa (P
=0,033) (G0O:0016620 - oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of
donors, NAD or NADP as acceptor), a qual tem por objetivo catalisar uma reagédo de
oxirreducdo na qual um grupo aldeido ou cetona atua como um doador de hidrogénio ou
elétron e reduz NAD ou NADP. Nesta funcdo, além do gene ALDH7AL tem-se o0 gene
GAPDHS (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, spermatogenic), que aqui foi
identificado na janela do cromossomo 14. Portanto, mutagdes nesses genes podem estar
interferindo no ambiente intracelular dos hepatécitos ou dos glomérulos renais, levando
a consequentes alterac6es no nivel sérico de albumina.

O figado exibi alta capacidade regenerativa, 0 que é crucial para homeostase e
reparo tecidual. O TGFp (Transforming growth fator-beta) é um importante regulador da
fisiologia e patologia hepética, sendo um dos principais mediadores dos processos de
regeneracdo do figado (KARKAMPOUNA et al., 2012). Aqui n6s identificamos o gene
STRAP (serine/threonine kinase receptor associated protein) como potencial candidato
para nivel de albumina sérica, pois este gene participa de vias que levam a inibicdo das
respostas transcricionais induzidas por TGFp (DATTA e MOSES, 2000). Isso pode afetar
0s processos de regeneracdo do tecido hepéatico e consequentemente alterar a sintese de

albumina.
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LesBes hepaticas podem ocorrer quando o quantitativo de agentes oxidantes
prevalece sobre o quantitativo de agentes antioxidantes nas células, fenémeno que é
conhecido como estresse oxidativo (LI et al., 2015). Algumas enzimas sdo altamente
expressas no figado em situacdo de estresse oxidativo e dentre elas tem-se a MGST1
(microsomal glutathione S-transferase 1). Essa enzima catalisa reacdes que sao
dependentes de glutationa, sendo especialmente importante para prote¢do contra a
peroxidacdo lipidica em condigdes de estresse oxidativo (JAKOBSSON et al., 2000).
Além disso, a enzima MGST1 estd envolvida com a liberagdo do citocromo-c da
mitocondria (LEE et al., 2008), o qual tem importante papel no apoptose celular. O gene
MGST1, que codifica esta enzima, foi aqui identificado como candidato para albumina
sérica e essa possivel associagdo pode estar relacionada com processos oxidativos ou de
apoptose celular no figado.

As células possuem um sofisticado sistema de reciclagem conhecido como
autofagia, através do qual macromoléculas intracelulares sdo decompostas nos
lisossomos. A autofagia constitutiva tem como funcdo a remocdo de organelas
senescentes ou danificadas e a manutencdo do balanco energético basal, enquanto a
autofagia adaptativa mobiliza nutrientes intracelulares para atender as necessidades de
energia em caso de deficiéncia de nutrientes (KIM e LEE, 2014). Portanto, a autofagia
tem importante papel na manutencdo da homeostase celular e de um tecido como um
todo. Aqui nés identificamos o gene EI24 (EI24 autophagy associated transmembrane
protein), que codifica uma proteina transmembrana (Etoposide-induced protein 2.4),
localizada no reticulo endoplasmatico. Camundongos que tiveram deplecdo de EI124 no
figado apresentaram I6bulos hepaticos desorganizados e aparéncia inchada de hepatécitos

(ZHAO et al., 2012). Portanto, EI24 é um gene essencial para a autofagia nos hepatocitos
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e mutacOes neste gene podem estar influenciando o funcionamento deste 6rgdo com
consequente alteragdo na sintese de albumina.

Problemas no metabolismo do ferro pode ter consequéncias sobre o
funcionamento do figado. Aqui nds identificamos o gene HAMP (Hepcidin Antimicrobial
Peptide) que codifica o hormonio Hepcidina, que € o principal regulador da concentragéo
plasmatica de ferro. O figado é de importancia crucial para o metabolismo do ferro, dado
que os hepatdcitos sdo a fonte predominante de producédo de Hepcidina e o principal local
de armazenamento de ferro parenquimatoso. Camundongos que ndo produziram
Hepicidina apresentaram acumulo elevado de ferro no figado, niveis elevados de ferritina
e elevado nivel de apoptose dos hepatécitos (LUNOVA et al., 2014).

O filtro glomerular do rim tem como funcdo remover &gua, ions e pequenas
moléculas do sangue e excretar na urina, a0 mesmo tempo que minimiza a perda de
proteinas plasmaticas, como a albumina. Assim, a perda de albumina na urina tem sido
relacionada com alteragbes estruturais na membrana basal glomerular (GBM), nos
poddcitos ou no endotélio (RABELINK e ZEEUW, 2015). Os poddcitos, células
epiteliais especializadas, desempenham papel estrutural e funcional importantes na
manutencdo da barreira de filtragdo (CHUNG et al., 2015). O gene PTPRO (protein
tyrosine phosphatase receptor type O) codifica proteinas especificas de poddcitos que
podem regular a estrutura e a funcdo glomerular, afetando o controle da pressao
glomerular e a taxa de filtracdo em camundongos (WHARRAM et al., 2000). Esse gene
foi associado a permeabilidade a albumina em glomérulos isolados de ratos e coelhos
(CHARBA et al., 2009). Além disso, uma analise do GWAS revelou uma associacao
entre mutagcdes no gene PTPRO e a Sindrome Nefrotica (OZALTIN et al., 2011), um

grupo de distarbios caracterizados por proteindria, hipoalbuminemia e edema.
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A macropinocitose é considerada uma via importante para a reabsor¢do de
proteinas do filtrado glomerular por células dos tubulos proximais no rim
(SCHNATWINKEL et al., 2004) e quando a capacidade dessa reabsorcédo é saturada, ha
excrecdo de proteinas do plasma, como a albumina, na urina (CASTROP e SCHIERL,
2017). A presenca de &cidos graxos livres associados a albumina sérica estimulam a
macropinocitose atraveés de uma via que envolve receptores de &cidos graxos livres
(CHUNG et al., 2015). No presente estudo também foram encontrados trés genes de uma
familia de receptores de &cidos graxos livres (FFAR1, FFAR2 e FFAR3), 0 que, portanto,
os tornam bons candidatos para estudos de associagdo com niveis de albumina sérica.

Outro gene candidato aqui identificado, que também esta relacionado com a
barreira de filtragem nos rins, € o KIRREL2 (Kirre Like Nephrin Family Adhesion
Molecule 2). Este gene codifica uma proteina conhecida como Filtrin, que faz parte de
uma superfamilia de imunoglobulinas e tem importante papel na promoc¢do do bom
funcionamento da barreira de filtragdo renal (HEIKKILA et al., 2011). Além disso, uma
significante diminuicdo da expressdo desse gene foi observada em humanos com doencas
glomerulares (IHALMO et al., 2007).

As celulas mesangiais podem afetar significativamente a hemodindmica
glomerular, alterando a resisténcia vascular glomerular (KURIHARA e SAKAI, 2017).
O gene ITGAS8 (Integrin, alfa 8) é expresso em células mesangiais do corpusculo renal e
camundongos com déficit na expressdo deste gene apresentaram células mesangiais com
alterac6es morfoldgicas quando comparados com camundongos com expressao normal
desse gene (MAREK et al., 2010). Alteracbes fenotipicas das células mesangiais
desempenham um papel importante na patogénese da nefropatia diabética em humanos,

levando a sinais clinicos como a microalbuminuria (NAGAI e DOI, 2016). O gene ITGA8
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também é conhecido por participar do desenvolvimento de 6rgaos e mutacGes recessivas
nesse gene foram associadas com agenesia renal bilateral em humanos (HUMBERT et
al., 2014).

O gene NPHS1 (NPHS1 Adhesion Molecule, Nephrin) codifica uma proteina
transmembrana conhecida como nefrina, que faz parte de uma superfamilia de
imunoglobulinas e é encontrada nos poddcitos glomerulares. Ela estd envolvida em
processos que sdo importantes para o funcionamento, sobrevivéncia e diferenciacdo dos
poddcitos (PATRAKKA e TRYGGVASON, 2007). Algumas mutagcBes nesse gene
causaram auséncia de nefrina e alteracfes morfoldgicas nos poddcitos, bem como uma
forma clinicamente grave de sindrome nefrética congénita conhecida como NPHS1
(PATRAKKA et al., 2000). Além disso, mutagcdes no NPHS1 foram associadas com
suscetibilidade a glomerulonefrite membranosa (LO et al., 2010), um problema renal
caracterizado pela inflamacéo e espessamento lento e gradual da membrana basal dos
capilares sanguineos dos glomérulos renais. Aqui nés também identificamos uma funcgéo
molecular (GO:0005515 - protein binding) significativa (P < 0,041), contendo NPHS1 e
outros dois genes TYROBP (TYRO protein tyrosine kinase binding protein) e MAG
(myelin associated glycoprotein), ambos encontrados na mesma janela do NPHS1 no
cromossomo 14. Sabe-se que a inibicdo do gene TYROBP pode proteger 0s rins
(GRIGORYEV et al., 2013), mas nada se conhece sobre possiveis relacbes do gene MAG
com fungdes renais ou hepéticas.

Existe uma correlacdo significativa entre o grau de proteindria e 0 nimero de
células tubulares renais em apoptose (ERKAN et al., 2005) e sabe-se que a propria
albumina pode induzir a apoptose de células tubulares do rim em humanos, através da via

metabolica mitocondrial (ERKAN, DEVARAJAN e SCHWARTZ, 2007). No presente
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estudo n6s encontramos alguns genes ligados a apoptose celular que podem estar
associados a este processo de apoptose nos tubulos renais. O citocromo-C é liberado das
mitocondrias para o citosol e promove a ativacdo da caspase-9, estimulando assim a
apoptose celular (DU et al., 2000). No entanto, algumas proteinas interagem com as
caspases ativas inibindo-as, promovendo entdo a sobrevivéncia celular. A Smac/Diablo é
uma proteina codificada pelo gene DIABLO (direct inhibitor of apoptosis protein (IAP)
binding protein) que se liga as proteinas inibidoras de caspases, portanto, atua como um
estimulador de apoptose celular (DU et al., 2000). Alta expressdo de Smac/Diablo foi
observada em células epiteliais tubulares renais em processo de apoptose (JUSTO et al.,
2003).

O gene PRODH2 (proline dehydrogenase 2) codificada a proteina (Proline
dehydrogenase 2) que catalisa 0 primeiro passo na via catabolica da hidroxiprolina e
mutacdes nesse gene foram consideradas a principal causa genética da hidroxiprolinemia
(STAUFNER et al., 2016). Um dos produtos do catabolismo da hidroxiprolina é o
glioxilato, que pode levar a um aumento nos niveis de oxalato e consequentemente a
nefrolitiase, que é a formacao de grandes cristais de oxalato de calcio nos rins. Sabe-se
que esses cristais provocam injuria mecanica nas células tubulares com consequentes
alteracdes em suas funcdes (KHAN, SHEVOCK e HACKETT, 1992), o que pode levar
a quadros de proteindria e alteracdo nos niveis séricos de albumina.

O gene HPD (4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase) codifica uma enzima
(fumarylacetoacetate hydrolase, FAH) da via metabdlica da Tirosina. Déficit dessa
enzima pode levar ao acimulo e aumento na excrecdo da Tirosina e metabdlicos toxicos,
0s quais podem causar danos ao figado e aos tabulos renais com consequente proteindria

(SANTRA e BAUMANN, 2008).
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4.3 Ureia

Foram identificadas sete janelas gendmicas (Figura 3) que individualmente
explicaram pelo menos 1% da varidncia genética aditiva de dosagem de ureia (Tabela 3),
as quais estdo localizadas nos cromossomos OAR3, OAR6, OAR10. OAR23 e OAR24.
O conjunto dessas janelas explicou 12,4% da variancia genética aditiva de dosagem de

ureia.

Figura 3 - Grafico Manhattan da analise GWAS para dosagem de ureia em ovinos
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Fonte: Construida a partir de dados coletados.
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Tabela 3 - Regides gendmicas que explicaram pelo menos 1% da variancia genética (V%) de dosagem de ureia em ovinos Santa Inés

Cromossomo

Posicédo SNPs

V%

Genes nas janelas

10

10

10

24

23

6

41.338.827:42.297.892 16

46.421.333:47.386.192 25

28322924:29319767 23

36909766:37891468 21

156487633:157469105 26

46.083.881:47.040.423 22

77404330:78402203 19

2,83

2,74

1,78

1,47

1,45

1,04

1,03

PCDH9, LOC114116694, LOC114116693, LOC114116656, LOC114116655 e
LOC114116654

KLHL1, TRNAW-CCA, LOC101121784

MAB21L1, NBEA, TRNAC-GCA, TRNAE-UUG, LOC106991378, LOC105611536,
LOC105611535 e LOC105611533

MIR25, MIR106B, COPS6, ATPSMF, GJC3, CPSF4, PILRB, AZGP1, TAF6, MAP11,
KPNA7, ARPC1A, ARPC1B, ZSCAN25, ANF394, TMEM225B, ZNF789, TRIM4,
ZNF3, PTCD1, ZKSCANS5, ZNF655, MCM7, AP4M1, CNPY4, MBLAC1, LAMTORA4,
GAL3ST4, BUD31, SMURF1, PDAP1, CYP3A24, TRNAW-CCA, LOC114110708,
LOC114110699, LOC114110573, LOC114110572, LOC114110571, LOC114108597,
LOC106991918, LOC105604801, LOC10564792, LOC101111419, LOC101110727,
LOC101110202, LOC101104469, LOC101103117, LOC101102614 ¢ LOC101102366

CNTN1, PDZRN4, LOC114113999, LOC114113998, LOC114113767,
LOC114113628 e LOC105612842

RALBP1, TWSG1, ANKRD12, RAB31, PPP4R1, NDUFV2, MTCL1, RAB12, PTPRM
e LOC114110462

KDR, CLOCK, NMU, PDCL2, TMEM165, SRDS5A3, LOC114115485,
LOC114115412,1L.0C114115411, LOC114115315, LOC105611521 e LOC101116147

Fonte: Construida a partir de dados coletados.
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O metabolismo de proteinas em ruminantes, bem como em outros vertebrados
terrestres, tem como um dos produtos o grupo amino NH,, que é toxico para varias
células. Assim, esse produto é direcionado para o figado, onde é transformado em ureia,
cujo excesso serd filtrado nos rins e excretado na urina (GONZALEZ e SCHEFFER,
2003). Portanto, genes que estejam envolvidos no ciclo da ureia, metabolismo da aménia
ou com processos fisiopatolégicos no figado e rins, podem direta ou indiretamente
influenciar os niveis séricos de ureia. Dentre os 57 genes encontrados nas janelas
gendmicas identificadas para niveis séricos de ureia, foi possivel identificar alguns genes
candidatos (PCDH9, AZGP1, LAMTOR4, SMURF1, RAB31, ARPC1A, ARPCIB,
CNTN1, PDZRN4, NDUFV2, CLOCK e NMU) os quais relacionados com processos
fisiopatolégicos no figado ou nos rins.

Na janela que explicou o maior percentual de variancia genética de ureia foi
identificado apenas um gene com funcdo conhecida, 0 PCDH9 (protocadherin 9). Este
gene codifica uma proteina transmembrana que se expressa em Varios tecidos, mas pouco
se sabe sobre a funcdo dessa proteina. Entretanto, alguns estudos revelaram que o gene
PCDH9 atua como um potencial supressor de tumor e que a perda da expressdo do
PCDH9 pode ser um fator determinante para casos de cancer nos hepatécitos (LV et al.,
2017; CHEN et al., 2015). Além disso, este gene pode estar relacionado com funcgdes
renais, pois foi identificado como gene candidato em uma analise GWAS para excre¢do
urinaria de albumina (HWANG et al., 2007), que é muito utilizada em estudos
fisiopatoldgicos dos rins.

Outro potencial gene candidato para niveis de ureia ¢ o AZGP1 (alpha-2-
glycoprotein 1, zinc-binding). Este gene é altamente expresso no figado e foi relacionado

como a modificacdo na expressdo de outros genes nesse Orgdo de camundongos e
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humanos. Em camundongos, a delecdo do AZGP1 gerou menor expressdo dos genes
GPD1 e ACSL1, que estdo envolvidos na sintese de triglicerideos e na sintese e transporte
de &cidos graxos, respectivamente, além de ter gerado um aumento na expressao do gene
11-6 que esta envolvido na resposta inflamatéria (FAULCONNIER et al., 2019). Ja em
humanos, maior expressao do gene AZGP1 inibiu a lipogénese, promoveu a lipdlise e
oxidacdo de &cidos graxos, atenuou o acumulo intracelular de gordura no figado,
enquanto uma menor expressao desse gene inibiu a oxidacao de acidos graxos, aumentou
a lipogénese e 0 acimulo de lipidios (XIAO et al., 2017). Alteracdes no metabolismo
lipidico no figado podem gerar um ambiente de estresse que compromete o metabolismo
da ureia, com consequente efeito sobre os niveis circulantes de ureia. Sabe-se também
que os niveis circulantes de AZGP1 estdo aumentados em pacientes com leséo renal aguda
(SORENSEN-ZENDER et al., 2013), o que pode levar a problemas na excre¢io de ureia.

O gene LAMTOR4 (late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR
activator 4) codifica uma importante proteina do complexo Rag-Ragulator, que tem papel
essencial na formacéo de lisossomos (SHEN, SIDIK e TALBOT, 2016). Portanto, pode
ter consequéncias sobre os processos de autofagia nas células. Sabe-se que a autofagia
tem um papel crucial na fisiologia e metabolismo no figado, podendo gerar uma série de
doencas hepaticas (WANG, LIU, et al., 2019). Além disso, ele é importante para a
ativacdo do complexo mTOR 1 (mTORC1) (BAR-PELED et al., 2012), uma serina-
treonina-quinase evolutivamente conservada que atua na regulagdo do crescimento,
proliferacdo e metabolismo celular, com relevante fun¢do na manutengdo da homeostase
das células renais e da autofagia. Além disso, esta quinase tem sido implicada no

desenvolvimento de doenca glomerular, doenca renal policistica, lesdo renal aguda e
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rejeicéo de transplante renal (FANTUS et al., 2016). Logo, 0 gene LAMTOR4 pode estar
influenciando os niveis de ureia via processos de autofagia no figado ou nos rins.

O gene candidato SMURF1 (SAMD Specific E3 Ubiquitin Protein Ligase 1), aqui
encontrado na janela do cromossomo 24, regula de forma seletiva os processos de
autofagia (ORVEDAHL et al., 2011), logo tem importante papel na prote¢do dos tecidos
onde se expressa. Além disso, prévios estudos demonstraram que a deficiéncia de
expressdo do gene SMURF1 interfere na expressdo do PPARy, afetando a sintese de
lipidios e levando a esteatose hepatica em camundongos com dieta rica em gordura (ZHU
et al., 2018). Logo, este gene pode ter um papel importante na protecdo do figado de
animais recebendo dietas com alta caloria, como € o caso de animais de produgdo. Além
disso, a analise no DAVID revelou a via Endocitose como significativa (P = 0,012), a
qual contém os genes SMURF1, RAB31 (member RAS oncogene family), aqui localizado
no cromossomo 23, ARPC1A (actin related protein 2/3 complex subunit 1A) e ARPC1B
(actin related protein 2/3 complex subunit 1B), ambos localizados no cromossomo 24.
Sabe que o silenciamento do gene RAB31 induz a apoptose de células e previne o
carcinoma hepatocelular (SUI, ZHENG e ZHAO, 2015; PAN et al., 2016). Ja os genes
ARPC1A e ARPCI1B codificam proteinas muito semelhantes que funcionam como
subunidades p41 do completo proteico Arp2/3, o qual estd envolvido no controle da
polimerizacdo de actina em diferentes tipos celulares. A regulacdo dindmica do
citoesqueleto de actina do podacito € vital para a fungdo normal do filtro renal e mutagoes
que afetem proteinas do poddcito levam ao rearranjo do citoesqueleto de actina, o que
causa proteindria (TRYGGVASON, PIKKARAINEN e PATRAKKA, 2006). Assim,
toda proteina que tem papel regulador da dindmica da actina dos podécitos séo cruciais

para o filtro glomerular (FAUL et al., 2007).
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Os dois Unicos genes de fungdo conhecida mapeados na janela localizada no
cromossomo 3 (PDZRN4 e CNTN1) foram previamente reportados em estudos que
avaliaram o desenvolvimento de carcinoma hepético. O gene PDZRN4 (PDZ domain
containing ring finger 4) parece ter um papel importante como supressor da proliferagéo
celular em linhas celulares de cancer de figado em humanos (HU, YANG e HAN, 2015).
Jad a maior expressdo do gene CNTN1 (Contactin 1) foi associada com maior
desenvolvimento e metéstase de carcinoma hepético (LI et al., 2016). Porém, os efeitos
destes genes sobre condi¢fes hepaticas normais ainda ndo séo conhecidos.

As primeiras etapas do ciclo da ureia no figado ocorrem na matriz mitocondrial
(BIGOT et al., 2017), que é envolvida por duas membranas. Na membrana mais interna
se encontra o sistema de fosforilacdo oxidativa, que tem papel importante no metabolismo
energético celular (JANSSEN et al., 2006). Aqui nds identificamos como candidato para
niveis de ureia o0 gene NDUFV2 (NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit V2),
que codifica uma subunidade do Complexo I, importante componente do sistema de
fosforilacdo oxidativ (JANSSEN et al., 2006). O Complexo | catalisa a oxidacdo de
NADH e contribui para a sintese de ATP (COO et al., 1995). Além disso, sabe-se que 0
complexo | gera espécies reativas de oxigénio que podem danificar componentes
celulares, sendo considerado um bom preditor da longevidade de mamiferos (MOTA-
MARTORELL et al., 2010). Recentes estudos demonstraram que o gene NDUFV2 pode
estar envolvido na fibrose de células hepaticas, dada sua alta expressdo em células com
fibrose hepatica (YIN et al., 2020).

O gene CLOCK (clock circadian regulator), encontrado na janela do cromossomo
6 (Tabela 3), codifica uma proteina que esta envolvida na regulacdo transcricional de

muitos genes no figado de camundongos (OISHI et al., 2003), o que pode ter efeito sobre
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varias funcdes fisiologicas (REINKE e ASHER, 2016). Dentre essas funces, destaca-se
a homeostase do nitrogénio, que exibe periodicidade de 24 horas em camundongos e seres
humanos e é dependente do gene KLF15, que por sua vez tem a expressao dependente do
sistema CLOCK/BMALL1 (JEYARAJ et al., 2012). Além disso, sabe-se que metabdlitos
do ciclo da ureia (ornithine, citrulline e 4-guanidino-butyrate) exibem um ritmo
circadiano (MINAMI et al., 2009), pois pelo menos trés proteinas do ciclo da ureia
(Carbamoyl phosphate synthetase 1, Argi-nosuccinate synthetase 1 e Arginase 1) também
apresentam ritmo circadiano (REDDY et al., 2006). Assim, o gene CLOCK pode ter efeito
sobre os niveis de ureia circulante, ao afetar diretamente a transcricdo de genes que
codificam proteinas que tem papel importante no ciclo ureia.

O gene NMU (Neuromedin U) codifica um neuropeptidio bioativo que tem
maltiplas funcBes fisiologicas e estd envolvido na ocorréncia de obesidade
(HAINEROVA et al., 2006). Camundongos com bloqueio do gene NMU exibiram figado
gorduroso (HANADA et al., 2004), enquanto camundongos com alta expressao deste
gene apresentaram reduzido acimulo de gordura no figado (KOWALSKI et al., 2005).
Assim, o NMU tem importante papel em doencas hepaticas ocasionadas pelo excessivo

acumulo de gordura no figado (TERANISHI et al., 2018).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da associacdo gendmica ampla realizado aqui identificou varias regides
gendmicas que explicam ao menos 1% da varidncia genética aditiva das dosagens de
albumina e ureia em ovinos Santa Inés. Alguns genes candidatos foram identificados, os
quais estdo relacionados a processos fisio-pataldgicos no figado ou nos rins. Logo, o
efeito sobre as concentracfes de albumina ou ureia podem estar relacionados com a
sintese no figado ou com 0s processos de excrecdo gque tem inicio nos rins. Ressalta-se
que este é primeiro estudo a identificar genes candidatos para estas variaveis em animais
de producéo, sendo, portanto, uma fonte de referéncia para futuros estudos. Um préximo
passo pode ser 0 sequenciamento completo dos genes candidatos aqui identificados, para
a realizacdo de estudos de associa¢do com maior densidade de marcadores nestas regides,
0 que permitira identificar as variantes que sdo responsaveis pelo controle parcial da
variancia genética aditiva nos niveis circulantes de ureia e albumina em ovinos Santa

Inés.
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