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RESUMO 

 

O uso de marcadores genéticos bem como a determinação da expressão de genes envolvidos 

no sistema imune de búfalos é de extrema valia nos programas de seleção, pois podem 

promover a escolha de animais resistentes a muitos patógenos. O objetivo do estudo foi 

associar o Polimorfismo g4467 G>A no gene INF-γ com o seu perfil de expressão gênica bem 

como do miRNA 125b em búfalas leiteiras com hemoparasitoses. Foram coletadas amostras 

de sangue de 145 búfalas para extração de DNA através do método fenolclorofórmio, seguido 

das técnicas de PCR e RT-PCR para diagnóstico molecular dos agentes Babesia spp. 

Trypanosoma vivax e Anaplasma marginale, respectivamente. Todos os animais foram 

genotipados pela técnica do PCR-RFLP. Em seguida, o RNA total dos animais de diferentes 

genótipos foram extraídos para determinação das expressões do INF-γ e do miRNA 125b 

através da RT-PCR. Todas as búfalas foram negativas para Babesia spp. e A. marginale e 

apenas 12 foram positivas para o T. vivax. A PCR-RFLP revelou três padrões de bandas para 

o SNP estudado. Onde foram observados os genótipos GG, GA e AA, nas proporções 3,4%, 

2,1% e 94,5% respectivamente e o alelo A o mais frequente (95,5%). O SNP apresentou 

desvio do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) (P<0,05) e déficit de heterozigotos com FIS 

0,759. Todos os animais dos genótipos encontrados apresentaram expressão para ambos os 

genes, exceto o GG positivo o qual, não foi detectado. O perfil de expressão do INF-γ foi 

maior nos genótipos GA e GG negativos e AA positivo. Contudo, o perfil de expressão do 

miRNA 125b foi menor para os genótipos AA e GA positivos e maior para os três genótipos 

negativos. Dessa forma, os resultados sugerem que o SNP avaliado na população apresentou 

baixa variabilidade por se tratar de um rebanho leiteiro que provavelmente se encontra sob 

pressão de seleção e que as búfalas AA positivas mesmo que assintomáticas para T. vivax 

podem mostrar-se susceptíveis a infecção devido a maior expressão do INF-γ e menor do 

miRNA 125b. Entretanto, as búfalas GG e GA negativas por terem exibido maiores níveis de 

expressão para ambos os genes podem ser consideradas geneticamente resistentes à infecção 

por T. vivax. 

 
Palavras chave: Búfalas, melhoramento genético, SNP, sistema imune, IFN-γ, miRNA 125b. 



 

ABSTRACT 

 

The use of genetic markers as well as the determination of the expression of genes involved in 

the immune system of buffaloes is of extreme value in selection programs, as they can 

promote the choice of animals resistant to many pathogens. The aim of the study was to 

associate the polymorphism g4467 G>A in the INF-γ gene with its gene expression profile as 

well as miRNA 125b in dairy buffaloes with hemoparasitoses. Blood samples were collected 

from 145 buffaloes for DNA extraction using the phenolchloroform method, followed by 

PCR and RT-PCR techniques for molecular diagnosis of Babesia spp. Trypanosoma vivax 

and Anaplasma marginale, respectively. All animals were genotyped using the PCR-RFLP 

technique. Then, the total RNA of the animals of different genotypes was extracted to 

determine the expressions of INF-γ and miRNA 125b through RT-PCR. All buffaloes were 

negative for Babesia spp. and A. marginale and only 12 were positive for T. vivax. PCR- 

RFLP revealed three band patterns for the studied SNP. Where the GG, GA and AA 

genotypes were observed, in the proportions 3.4%, 2.1% and 94.5% respectively and the most 

frequent A allele (95.5%). The SNP showed deviation from the Hardy-Weinberg Equilibrium 

(EHW) (P<0.05) and deficit of heterozygotes with FIS 0.759. All animals of the genotypes 

found showed expression for both genes, except for the positive GG, which was not detected. 

The INF-γ expression profile was higher in GA and GG negative and AA positive genotypes. 

However, the miRNA 125b expression profile was lower for the positive AA and GA 

genotypes and higher for the three negative genotypes. Thus, the results suggest that the SNP 

evaluated in the population showed low variability because it is a dairy herd that is probably 

under selection pressure and that AA-positive buffaloes, even if asymptomatic for T. vivax, 

may be susceptible to infection due to higher expression of INF-γ and lower expression of 

miRNA 125b. However, buffaloes GG and GA negative for having higher levels of 

expression for both genes can be considered genetically resistant to infection by T. vivax. 

 
Keywords: Buffaloes, genetic improvement, SNP, immune system, IFN-y, miRNA 125b. 
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CONTEXTUALIZAÇÃO 

 
A Bubalinocultura tem conquistado seu lugar na pecuária brasileira, especialmente em 

função da flexibilidade que os animais possuem de adaptarem-se as diferentes condições de 

clima e solo do país. Com isso, a produção de búfalos constitui-se uma escolha zootécnica 

viável para os produtores que buscam potencializar a eficiência do sistema produtivo (JORGE 

et al., 2010; JORGE et al., 2016). 

A eficiência pode ser alcançada através das ferramentas empregadas no melhoramento 

genético animal possibilitando a esses o aproveitamento de seu potencial genético, permitindo 

que essas características de interesse sejam repassadas as gerações futuras. Dentre as 

ferramentas, destacam-se os marcadores moleculares que propiciam a seleção de animais para 

determinadas características, em um determinado ambiente, conseguindo prever como esses 

animais selecionados se comportarão em adequadas condições de manejo (SILVA, 2020). 

Partindo desse princípio, a escolha de animais resistentes a doenças e tolerantes a 

infecções, são características de interesse procuradas nos programas de seleção visto que, as 

doenças infecciosas em animais de produção geram consideráveis perdas econômicas e 

diminuem a condição de bem estar animal (MULDER; RASHIDI, 2017). Portanto, o 

melhoramento animal selecionador que visa elevar a resistência a doenças tem sido 

componente dos programas de melhoramento genético animal (MORRIS et al., 2010; 

BISHOP, 2012b; SIMAS et al., 2019). 

A identificação de marcadores de resistência as hemoparasitoses em conjunto com 

técnicas de genotipagem e análise de expressão gênica é relevante para o avanço da pecuária 

bubalina, a qual vem sendo bastante selecionada para os sistemas produtivos, principalmente 

para a pecuária leiteira, uma vez que o leite apresenta o teor de seus constituintes com alto 

valor nutricional e maior rendimento industrial em seus derivados chegando a ultrapassar em 

40% o rendimento do leite bovino (ANDRADE et al., 2011; MANZOOR et al., 2019). 

A imunidade aos hemoparasitas em animais jovens ou adultos demanda forte estimulo 

de respostas inatas e o aprimoramento de respostas adaptativas eficientes, respectivamente 

(SUAREZ et al., 2019). O interferon gama (IFN-γ) é uma citocina eu pertence à família dos 

interferons tipo II e possui papel central na imunomodulação inata e adaptativa podendo ativar 

macrófagos, eliminar parasitas além de aumentar a síntese de anticorpo neutralizante IgG2 

(BROWN, 2001; ESTES; BROWN, 2002; TIZARD, 2013). 

O gene IFN-γ, é bastante estudados em bovinos tanto para detecção de SNPs quanto a 

expressão gênica. Porém, a associação do SNP na região 3’ UTR do gene IFN-γ ao miRNA 
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que se liga ao mesmo, aliado a análise de expressão dos genes abordados ainda não foi 

reportado em bubalinos com ou sem hemoparasitoses, sendo assim o estudo pode ser 

promissor ao revelar que o SNP pode ser um marcador genético para resistência imunológica 

especifico da espécie Bubalus bubalis. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1. Rebanho bubalino na Amazônia 

 
O rebanho nacional de búfalos (Bubalus bubalis) é de aproximadamente 1.502.482 

cabeças, sendo a região Norte a detentora do maior rebanho. O Pará é o estado que lidera na 

produção de búfalos, além de ser o maior produtor do País e da América Latina, com efetivo 

de aproximadamente 605.110 cabeças, seguido do estado do Amapá que é o segundo maior 

produtor do país. A Ilha do Marajó detém a maior quantidade do rebanho bubalino com 

422.348 animais e os municípios de Chaves, Soure e Cachoeira do Arari são os que destacam 

no segmento e possuem maior quantitativo, respectivamente (Figura 1) (IBGE-PPM, 2020). 

 
Figura 1 - Localização da Ilha do Marajó e seus municípios 

 

Fonte: NASCIMENTO et al., 2019 

 
Os búfalos são animais que se adaptam facilmente a diferentes condições de clima, 

topografia e vegetação e por isso possuem uma considerada importância na economia de 

vários países tropicais e subtropicais (MINERVINO et al., 2020). Possuem maior conversão 

alimentar quando comparados aos bovinos, dispondo de uma maior capacidade no 

aproveitamento de alimentos com qualidade nutricional inferior como pastos com gramíneas 

de baixo valor nutricional, bem como a ração volumosa de qualidade inferior (PIMENTEL, 

2019). 
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São capazes de produzir carne, leite e seus derivados mesmo em condições ambientais 

adversas presentes na região amazônica como alta umidade e temperatura que podem 

provocar no animal estresse e diminuição da resposta imune (REHMAN et al., 2021). 

Entretanto, o tipo climático da região Amazônica que é caracterizado como Afi por 

possuir uma época mais chuvosa em um período prolongado do ano (dezembro a maio) 

(LOURENÇO; GARCIA, 2006), de certa forma acaba favorecendo o alagamento dos pastos o 

que contribui para a manutenção e reprodução dos vetores das principais hemoparasitoses que 

acometem os rebanhos, como os carrapatos e insetos (REHMAN et al., 2021). 

Apesar de o búfalo ser considerado resistente ao desenvolvimento de doenças 

transmitidas por vetores como os citados anteriormente, foi verificado que esse animal pode 

ser parasitado pelo carrapato da espécie Rhipicephalus microplus, o qual pode carregar muitos 

tipos de patógenos (BATISTA et al., 2018). Ademais, o búfalo pode atuar como reservatório 

de doenças e assim propagá-las para bovinos quando são criados dentro do mesmo sistema de 

criação. 

Ainda em relação às particularidades dos búfalos docilidade e rusticidade são 

caraterísticas que merecem destaque porque mesmo que a rusticidade seja superior, os búfalos 

não devem ser esquecidos quanto a estudos de sanidade, pois podem apresentar as mesmas 

enfermidades que os bovinos, no entanto os sinais clínicos, susceptibilidade, epidemiologia e 

desenvolvimento da resposta imune podem ser divergentes (DAMÉ, 2019). 

A bubalinocultura nacional conta com a colaboração da Associação Brasileira de 

Criadores de Búfalos (ABCB), que reconhece no Brasil quatro raças: Murrah, Mediterrâneo, 

Carabao e Jafarabadi na qual cada uma delas apresentam suas peculiaridades e por isso são 

destinadas aos segmentos dos sistemas de produção principalmente carne, leite e derivados 

(ABCB, 2021). 

Portanto, frente a todas essas características o setor é visto como uma das atividades 

pecuárias de grande prospecção para o Brasil e que, na atualidade é responsável pela geração 

de emprego e renda para milhões de pessoas (SANTOS et al., 2016). A criação de búfalos 

encontra-se distribuída pelo país como um todo e esse cenário exige melhorias especialmente 

no manejo sanitário e preventivo dos animais, com o objetivo de garantir que a circulação de 

agentes infecciosos esteja controlada dentro dos rebanhos (SOUZA, 2013; FIGUEIRÓ; 

SARAIVA 2018). 
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1.2. Sistema imune 

 
A defesa de todos os organismos multicelulares sejam animais ou plantas contra a 

invasão de microrganismos patogênicos é mediada pelas reações iniciais da imunidade inata e 

tardia pela ação da imunidade adaptativa (Figura 2). 

 

Figura 2 - Mecanismos da Imunidade Inata e Adaptativa 

 

Fonte: ABBAS et al. 2015 

 
 

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do animal contra esses 

microrganismos e consiste em acionar mecanismos de defesa celulares e bioquímicos para 

responder de forma imediata aos mesmos. De forma que, o sistema atua bloqueando a entrada 

desses invasores e eliminando ou contendo seu crescimento, devido principalmente aos 

aparatos de defesa do sistema que foram surgindo por meio da seleção natural, durante o 

processo de evolução contra as diversas ameaças provocadas por bactérias, protozoários, vírus 

e outros (BUCHMANN, 2014; ABBAS et al., 2015). 

Os principais componentes da imunidade inata incluem barreiras físicas e químicas 

(pele, epitélio, agentes antimicrobianos), células fagocíticas (macrófagos, neutrófilos), células 

dendríticas, células naturais assassinas (NK), proteínas sanguíneas e respostas inflamatórias. 

O processo de inflamação consiste no recrutamento de leucócitos e proteínas plasmáticas do 

sangue, onde sua aglomeração nos tecidos lesionados é responsável pela destruição dos 

microrganismos. Inúmeras dessas reações imunes inatas envolvem citocinas sintetizadas por 

células dendríticas, macrófagos e outras, sendo, portanto moléculas importantes de 

comunicação entre células hospedeiras contra uma gama de organismos patogênicos 

(RAJAEE et al., 2018; ABBAS; LICHMAN, 2019). 



17 
 

 

 

 

Em contrapartida a resposta imune adaptativa é desencadeada através das várias 

exposições aos agentes infecciosos e não infecciosos, reconhecendo e reagindo por meio de 

vias regulatórias de antígenos. Os linfócitos, células envolvidas nessas respostas são capazes 

de reconhecer muitos antígenos e as características desse sistema espelham suas propriedades 

que são: especificidade e diversidade, memória e autotolerância (ABBAS; LICHMAN, 2019). 

As citocinas são polipeptídios sintetizados em resposta a aparição de microrganismos 

bem como de determinados antígenos e são empregadas pelo sistema imune como proteínas 

indicadoras que darão inicio, prosseguimento e designação de uma resposta inflamatória, 

consequentemente são moléculas chave na conexão entre células hospedeiras envolvidas tanto 

no sistema imune inato quanto no adaptativo contra uma considerada diversidade de 

patógenos (TIZARD, 2013; RAJAEE et al., 2018). 

São classificadas quanto ao local de atuação, tipo de imunidade, patogenia e funções 

efetoras. Sendo TNF-α, IL-1, IL-10, IL-12, interferons tipo I (IFN-α e IFN-β), IFN-γ, e 

quimiocinas as principais citocinas mediadoras da imunidade inata. Sendo as mediadoras do 

sistema imune adaptativo a IL-2, IL-4, IL-5, TGF-β, IL-10 e IFN-γ (ABBAS; LICHMAN, 

2019). 

1.3. Citocina Interferon gama (IFN-γ) 

 
Em relação à função desempenhada tanto no sistema imune inato quanto adaptativo, se 

destaca o IFN-γ que é uma citocina que pertence à família tipo II, sintetizada por linfócitos T 

helper ou auxiliares (Th1), CD8+ e células NK, bem como por macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B. Além disso, o IFN-γ é considerado o mais potente dos três tipos de 

interferons sendo conhecido como uma das mais relevantes citocinas estimuladoras da 

imunidade contra infecções. É responsável também por promover a apresentação de antígenos 

devido o aumento da expressão de genes do Complexo principal de Histocompatibilidade 

(MHC) das classes I e II (TIZARD, 2013; ROSÁRIO et al., 2018). 

O IFN-γ visivelmente atua como uma citocina indiscutível no controle da infecção, em 

razão do seu papel potente na ativação de macrófagos envolvidos no controle da parasitemia 

(SCHMIDT et al., 2002; RUSSELL et al., 2012; KATO et al., 2016), sendo uma das 

principais citocinas respondedoras nas infecções por Mycobacterium, por exemplo. Ademais, 

possui o papel de induzir a produção de óxido nítrico (NO), intensificando funções 

microbicidas com um grande campo de ação. 

Além de responder na infecção por Mycobacterium o IFN-γ também é acionado por 

meio de componentes imunogênicos da saliva do carrapato Rhipicephalus microplus principal 
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vetor da Tristeza Parasitária Bovina (TPB) os quais ativam células linfocitárias auxiliares tipo 

2 (Th2) e inibem as Th1 principais produtoras de IFN-γ, gerando um ambiente ótimo para o 

desenvolvimento de patógenos intracelulares (BROSSARD; WIKEL, 2001). 

Os patógenos da TPB protozoários do gênero Babesia e bactérias do gênero 

Anaplasma se desenvolvem nos hospedeiros bovinos e bubalinos e o organismo destes gera 

respostas imunes inatas e adaptativas eficazes. Sendo que a capacidade de controlar a 

parasitemia depende de células T CD4+ específicas para antígenos (BROWN, 2001; ESTES; 

BROWN, 2002), além de envolver elementos celulares e humorais principalmente o criado 

pelo IFN-γ o qual determina o equilíbrio entre as células T CD4+ (Th1) e T CD4+ (Th2). 

Contudo, na infecção pelo protozoário do gênero Trypanossoma em bovinos a resposta 

imune humoral se dá por meio do estimulo provocado por substâncias derivadas do parasito 

as quais induzem a síntese de imunoglobulinas através da ativação das células B, essa 

ativação promove a liberação da imunoglobulina IgM logo nos primeiros dias da infecção e a 

síntese da imunoglobulina IgG aumenta paulatinamente, uma vez que seu aumento é 

responsável por controlar a parasitemia (BASSI et al., 2018). 

Na resposta mediada por células se acredita que os Linfócitos T não possuam função 

relevante no controle da pasitemia, entretanto a colaboração dos linfócitos T gama-delta (T- 

γδ) foram importantes para controlar a pasitemia e foram aumentados durante a fase inicial da 

infecção por T. vivax em bovinos (BASSI, 2014). Entretanto, células NK e células T são 

ativadas também por substâncias derivadas do parasito gerando a síntese de IFN-γ, que é 

responsável pela indução de macrófagos que libera outras citocinas pró-inflamatórias como o 

TNF indispensável para a eliminação do parasito (STIJLEMANS et al., 2017). 

 

1.4. Marcadores genéticos de imunidade em búfalos 

 

Os marcadores genéticos são fragmentos de DNA que em união com um determinado 

ponto no genoma possibilitam a associação com índices zootécnicos de reprodução, 

produtividade, biodiversidade, preservação de espécies e resistência a doenças nos animais de 

produção (SINGH et al., 2014). Entretanto, os programas de melhoramento genético no Brasil 

são mais desenvolvidos para bovinos existindo apenas alguns programas para bubalinos (GIL 

et al., 2013). 

A aplicabilidade desses marcadores principalmente em relação à resistência dos 

animais a determinadas doenças como as hemoparasitoses que são transmitidas por vetores 

biológicos, mecânicos e causadas por diferentes agentes infecciosos, se faz necessário 

objetivando a constituição de rebanhos saudáveis (SILVEIRA et al., 2016). Sua classificação 



19 
 

 

 

 

é baseada de acordo com a técnica empregada para sua detecção, sendo revelados por 

amplificação do DNA através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) ou por hibridização 

com sonda de DNA, desses destacam-se o marcador do tipo polimorfismo de comprimento de 

fragmento de restrição (RFLP) (VIGNAL et al., 2002; SINGH et al., 2014). 

A maioria dos marcadores RFLP são co-dominantes e altamente específicos sendo 

constantemente utilizados em estudos de mapeamento genético, bem como para análise de 

variação genética por meio da genotipagem (NCBI, 2021). Visto que, a genotipagem de genes 

de interesse zootécnico possui grande destaque na produção de animais de fazenda 

(BOICHARD et al., 2016). Nessa circunstancia, pesquisas tem procurado encontrar genes ou 

marcadores dos quais os seus transcritos estejam associados às respostas imunes, 

selecionando animais superiores para prevenção de doenças e aumento da resistência a 

parasitas em geral (COUTINHO et al., 2010). 

Considerando a importância de doenças que afetem o desempenho produtivo de 

animais leiteiros Roldan-Montes et al. (2020), encontraram 13 SNPs em búfalos Murrah 

sendo a maioria na região codificadora no gene TLR4 que é um receptor de reconhecimento 

que desempenha papel importante no sistema imunológico ao se ligar a padrões moleculares 

associados a patógenos. Todos os SNPs foram significativamente associados à contagem de 

células somáticas (CCS) e, portanto, o gene pode ser utilizado como marcador molecular de 

resistência a mastite em búfalas. 

Além disso, o gene TRL4 conta também com uma proteína chamada TRIF, que leva a 

ativação de IRFs (fator de resposta aos interferons), que são responsáveis pela expressão de 

interferon (ABBAS et al., 2018). 

Pesquisas voltadas a potenciais biomarcadores moleculares para o gene IFN-γ 

possuem elevada importância, diante disso Javed et al. (2021) encontraram após seleção 

genômica de búfalos de rio, 8 SNPs na região codificadora do gene IFN-γ, os quais por serem 

únicos nessa espécie contribuíram para o destaque imunológico natural contra o 

Mycobacterium permitindo que esses SNPs possam ser novos marcadores para seleção de 

animais com resposta imune superior sendo explorados como prósperos na criação de 

rebanhos com animais resistentes a infecção do agente a longo prazo. 

Outro SNP na posição g4467 G>A no gene IFN-γ também em búfalos foi encontrado 

na região 3’ UTR (IANNACCONE et al., 2018b) e para verificar se o SNP estava associado a 

infecção por bTB foi realizada a genotipagem. A mesma mostrou que os indivíduos AA 

estavam mais presentes no grupo caso para bTB (15 em 59) em comparação com o grupo 

controle (8 em 124) resultado este que sugere uma forte predisposição dos indivíduos AA 
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(razão de chance 4,94) para a bTB devido à razão de chances estar na faixa de 2,1-5,7 

(IOANNIDIS et al., 2001). 

 

1.5. Doenças endêmicas nos rebanhos da Amazônia e perdas econômicas 

 
A Babesiose e Anaplasmose são doenças endêmicas em regiões tropicais do mundo 

acometem bovinos e bubalinos, provocando prejuízos anuais de milhões de dólares aos 

sistemas pecuários devido à morte dos animais, dispêndios na produção, retardamento no 

desenvolvimento e altos custos com tratamento (NÉO, 2016). 

Essas doenças são transmitidas pelo seu principal vetor, o carrapato Rhipicephalus 

microplus, conhecido popularmente como o carrapato dos bovinos. Entretanto, na 

anaplasmose pode haver a transmissão mecânica através de insetos hematófagos e a 

iatrogênica (AUBRY; GEALE, 2011; BATTILANI et al., 2017). A via transplacentária na 

transmissão da babesiose e anaplasmose ainda não possui uma considerada importância 

epidemiológica, porém pesquisas realizadas por Silva et al. (2014) e Costa et al. (2016), 

evidenciam que essa transmissão talvez esteja sendo subestimada. Ambas as doenças 

produzem uma condição infecciosa chamada Tristeza Parasitária Bovina (TPB) (BRITO et 

al., 2019). 

Os principais agentes infecciosos da TPB são os protozoários Babesia bovis e Babesia 

bigemina juntamente com a bactéria Anaplasma marginale ambos são parasitas intra 

eritrocíticos que causam aos animais sinais clínicos muito semelhantes como anemia 

hemolítica direcionando um quadro clínico intrínseco contendo febre (mais intensa na 

anaplasmose), hemoglobinúria (na Babesiose), mucosas pálidas ou icterícia, desidratação, 

redução no consumo de alimentos e da ruminação, orelhas caídas, decúbito, anorexia além de 

uma apatia acentuada (MANICA, 2013; FARBER et al., 2016; SANTOS et al., 2019). 

A tripanossomose também se destaca como outra doença endêmica no Brasil e é 

causada principalmente pelo Trypanosoma vivax que é considerado o patógeno mais 

importante em países da América do Sul incluindo Colômbia, Venezuela e Bolívia infectando 

especificamente ruminantes. Os animais infectados mostram-se geralmente assintomáticos e 

aos poucos vão apresentando febre, anemia, letargia, redução no peso, diminuição na 

produção leiteira e disfunções reprodutivas, além disso, essa sintomatologia é comum às 

outras hemoparasitoses o que acaba impossibilitando o diagnóstico e consequentemente o 

tratamento preciso nos rebanhos (BATISTA et al., 2009; GALIZA et al., 2011; ANDRADE 

et al., 2019). 
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Atualmente, alguns pesquisadores relataram que a infecção por Trypanosoma vivax 

em pequenos ruminantes ocasionou surtos tipificados por distúrbios hematológicos graves, 

neurológicos sucedendo em alta mortalidade, com animais que se restabeleceram da doença 

tornando-se cronicamente infectados (GARCIA et al., 2016; REIS et al., 2019). 

A tripanossomose é transmitida de forma mecânica através de insetos hematófagos dos 

gêneros Stomoxys sp. e Tabanus sp. bem como por fômites como seringas e agulhas 

contaminadas além de, uma possível transmissão transplacentária (DABUS et al., 2011; 

BATISTA et al., 2012). 

As doenças transmitidas por carrapatos (TBDs) acarretam prejuízos econômicos 

expressivos para rebanhos bovídeos em todo o mundo, especialmente em regiões tropicais e 

subtropicais (TISDELL et al., 1999; GALAY et al., 2021). Os animais infectados apresentam 

o bem estar comprometido, diminuem a produtividade, aumentam os gastos da propriedade 

com tratamento, controle e profilaxia (ALMEIDA et al., 2019; MENDES, 2019), de tal forma 

que todas essas consequências impactam diretamente no produto interno bruto (PIB). 

No ano de 2019 a TPB causou no Brasil perdas econômicas na faixa de 3,5 milhões de 

dólares na produção de bovinos (MENDES, 2019). Complementarmente, a infestação por 

carrapatos em vacas leiteiras produz uma diminuição de 90,24 litros de leite por vaca por 

lactação, atingindo perda nacional de US$ 922,36 milhões (FERREIRA, 2019). 

Assim como a TPB a tripanossomose também gera perdas econômicas consideráveis 

aos sistemas pecuários prejudicando sua expansão. Entretanto, números exatos que 

quantifiquem essas perdas não são bem estabelecidos na literatura e a maioria dos autores 

relacionam os prejuízos econômicos à morte dos animais, redução na produção de leite e 

ganho de peso principalmente, infertilidade, elevados custos com drogas tripanocidas, 

despesas com assistência técnica e exames laboratoriais (PEREIRA et al., 2018). 

 

1.6. Expressão gênica 

 

O processo de expressão gênica é complexo e envolve interações entre o DNA, RNA, 

proteínas e o meio ambiente. E mesmo que esse processo seja universal dentro das populações 

e entre as espécies, diferenciar as implicações operantes da variação ainda é um obstáculo 

(SIGNOR; NUZHDIN, 2018). 

E apesar de a maioria dos genes se expressarem de maneira igual a partir de ambos os 

alelos, poucos desses genes são expressos distintivamente. E o fato deles se expressarem 

dessa forma se dá principalmente pelo processo de casualização na síntese das células 

reprodutivas aliadas a troca de sequências homólogas dos cromossomos (recombinação) no 
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momento da fertilização, em conjunto também com as outras forças evolutivas constituindo a 

base fundamental da ampla variedade genética existente entre indivíduos de uma população 

(ROSA et al., 2013). 

Tendo em vista a busca por essa variabilidade, os sistemas de produção utilizam o 

melhoramento genético com objetivo de alcançar melhores níveis de produção, produtividade 

bem como qualidade do produto de acordo com o próprio sistema de produção e com as 

premissas do mercado. Essas melhorias nos níveis de produção se dão, sobretudo em cima das 

características quantitativas (características ditas complexas por serem controladas por um 

grande número de pares de genes), sendo proveitoso identificar os alelos das características 

desejáveis e assim selecionar esses animais para a reprodução de maneira que os mesmos 

sejam adequados às condições do sistema de criação e capaz de atender as demandas do 

mercado (ROSA et al., 2013). 

A colaboração da variação na expressão de genes na divergência fenotípica, na 

evolução adaptativa e susceptibilidade de doenças têm sido atualmente esclarecidas de 

maneira mais rápida. De forma que as distintas expressões dos mais variados genes dentro e 

entre as espécies normalmente são herdáveis podendo ser extremamente espécies-específicas 

(McDANIELL et al., 2009). 

Esses procedimentos dispõem de implicações práticas para a aplicação da seleção 

assistida por marcadores moleculares (SAM) para características quantitativas que vão desde 

a maior eficiência no uso dos alimentos até as de resistência ao estresse, a doenças ou a 

tolerância contra microrganismos. 

 

1.7. Papel dos MicroRNAs (miRNA 125b) 

 
MicroRNAs são pequenos RNAs não codificantes compostos por aproximadamente 

19-23 nucleotídeos que regulam a expressão gênica de maneira pós transcricional 

modificando o padrão de tradução proteica através da interação com os mRNAs (LEE et al., 

2016; O’BRIEN et al., 2018). 

A interação com os mRNAs alvo se dá através da complementariedade de bases, que 

pode ser total ou parcial e quanto maior essa complementariedade mais forte e duradoura será 

a ligação. Em razão disso, os miRNAs são considerados importantes mediadores da expressão 

gênica possuindo mecanismos dinâmicos influenciados pelo local onde estão presentes bem 

como pelos mecanismos de ligação com seus alvos (O’BRIEN et al., 2018). 

Esse mecanismo de ação engloba várias etapas com a atuação de muitas proteínas 

(PLOTNIKOVA et al., 2019). Todavia, de maneira alternativa o miRNA pode se ligar 
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também em outras regiões dos genes como a 5’ UTR (região não traduzida a montante) e até 

mesmo regiões promotoras. 

Em sua maioria, os miRNAs apresentam efeitos inibitórios na expressão gênica que é 

provocada pela coibição da tradução de proteínas do mRNA alvo. Contudo, quando a 

interação ocorre na região promotora de determinado gene, o mesmo pode desencadear efeito 

oposto provocando ativação de sua expressão (DHARAP et al., 2013). 

Uma vez que os miRNAs podem influenciar a expressão de vários mRNAs estes 

modulam amplamente muitas respostas fisiológicas e patológicas, contribuindo assim para a 

regulação das respostas de defesa do hospedeiro (FRIEDMAN; JONES, 2009; BARTEL, 

2009; O'CONNELL et al., 2010; ILIOPOULOS, 2014). 

Muitos miRNAs desempenham funções significativas na regulação da caracterização 

de células do sistema imune, na liberação de mediadores de processos inflamatórios, na 

proteção do hospedeiro contra determinado patógeno além de, inúmeras doenças 

imunológicas (BALTIMORE et al., 2008; LINDSAY, 2008). 

Dentro das atividades desempenhadas pelos miRNAs, um estudo verificou que o 

miRNA 125b pode proporcionar processo inflamatório permeado por macrófagos, elevar a 

expressão de cofator estimulatório e aumentar as ações antitumorais objetivando o fator 

regulador de interferon 4 (IRF4) (CHAUDHURI et al., 2011). Em humanos, estudos 

envolvendo a suprarregulação do miRNA 125b pode fazer com que haja elevação nos níveis 

de mRNA do gene IFNG nas células epiteliais das vias aéreas orientando a proteína 1 de 

ligação (4E-BP1) acentuando a eosinofilia da mucosa (ZHANG et al., 2012). 

Em estudo com bubalinos, foi constatado que o SNP g4467 G>A na região 3’ UTR do 

gene IFNG faz parte de uma região reconhecida pelo miRNA 125b e que ao serem associados 

demonstraram aumentar a suscetibilidade à Tuberculose bovina (bTB) (IANNACCONE et 

al., 2018b). 

Em estudo de expressão de miRNAs relacionados a inflamação na glândula mamaria 

realizado com vacas Holstein-Friesian, demonstrou que seis destes dentre eles o miRNA 125b 

foram significativamente regulados positivamente no leite de vacas com mastite em 

comparação com vacas normais, sugerindo que o leite bovino contem miRNAs associados a 

processos inflamatórios e que seus níveis podem ser afetados pela mastite (LAI et al., 2017). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

 

Analisar o Polimorfismo de nucleotídeo único na posição g4467 G>A na 3’ UTR do 

gene IFN-γ e verificar sua ação no perfil de expressão gênica do IFN-γ e miRNA 125b em 

Búfalas leiteiras com e sem hemoparasitoses. 

 

 
2.2. Específicos 

 

✔ Padronizar um protocolo de genotipagem do Polimorfismo g4467 G>A pela técnica 

do PCR-RFLP; 

✔ Estimar os parâmetros de diversidade genética do rebanho em estudo; 

✔ Diagnosticar molecularmente através da PCR as hemoparasitoses causadas pelos 

agentes patológicos Babesia spp. Trypanossoma vivax e Anaplasma marginale; 

✔ Determinar a expressão gênica do mRNA do IFN-γ e do miRNA 125b das amostras de 

sangue de búfalas com diagnóstico negativo e positivo para Trypanossoma vivax; 

✔ Prospectar a associação da expressão do mRNA do IFN-γ e o miRNA 125b com os 

genótipos gerados para cada diagnóstico. 
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3. ALTERAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DO INTERFERON GAMA (IFN-Γ) E 

MIRNA 125B ASSOCIADO AO SNP G.4667 G>A NA 3’ UTR DE BÚFALAS 

LEITEIRAS COM E SEM HEMOPARASITOSES 

 

(De acordo com as normas da revista Pakistan Veterinary Journal) 

 

 
RESUMO 

O objetivo do estudo foi associar o Polimorfismo g4467 G>A ao perfil de expressão gênica 

do IFN-γ e do miRNA 125b em búfalas leiteiras com e sem hemoparasitoses. Para esse fim, 

foram examinadas 145 fêmeas bubalinas. A extração de DNA foi realizada através do método 

fenolclorofórmio, seguido do diagnóstico molecular dos agentes Babesia spp. Trypanosoma 

vivax e Anaplasma marginale, respectivamente através da Reação em Cadeia da Polimerase 

Convencional (PCR) e em Tempo Real(RT-PCR). Em seguida, a Técnica do Polimorfismo de 

Comprimento de Fragmento (PCR-RFLP) foi realizada para genotipar o SNP g4467 G>A em 

todos os animais. A PCR em tempo real (RT-qPCR) quantificou a expressão dos genes IFN-γ 

e miRNA 125b, a partir de RNAs extraídos de 9 búfalas. A PCR-RFLP revelou os genótipos 

GG, GA e AA, nas proporções 3,4%, 2,1% e 94,5%, respectivamente sendo o alelo A o mais 

frequente (95,5%) na população. O SNP encontrado apresentou desvio do Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (EHW) (P<0,05) e déficit de heterozigotos com FIS 0,759. Todos os animais 

dos genótipos encontrados expressaram ambos os genes, exceto o GG positivo para T. vivax. 

A expressão do IFN-γ foi maior para os genótipos GA e GG negativos (P<0,05) e AA 

positivos. No entanto, a expressão o miRNA 125b foi menor para os genótipos AA e GA 

positivos e maior para todos os três genótipos negativos. Com isso, as búfalas AA positivas 

para T. vivax podem exibir susceptibilidade devido a maior expressão de IFN-γ e menor do 

miRNA 125b. As búfalas GG e GA negativas por sua vez, exibiram maior expressão para 

ambos os genes, podendo sugerir que possuem maior resistência comparada às positivas. O 

SNP avaliado na população em estudo apresentou baixa variabilidade por se tratar de um 

rebanho leiteiro que provavelmente se encontra sob pressão de seleção. 

 

Palavras chave: Búfalas, melhoramento genético, SNP, sistema imune, IFN-γ, miRNA 125b. 
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3.1. Introdução 

 
A produção de bubalinos (Bubalus bubalis) é de maneira universal um sistema 

financeiramente valoroso para produção de carne, leite e os seus principais derivados 

(SAFARI et al., 2018). Nesse contexto, o Brasil tem cerca de 1,5 milhão de cabeças com a 

maior população de búfalos situada na região Amazônica. Nesta, os estados do Pará e Amapá 

se destacam na criação bem como no número de cabeças, contem os maiores rebanhos do 

Brasil e da América Latina (IBGE, 2020). 

Do ponto de vista biológico a criação de búfalos na Amazônia é beneficiada por conta 

da condição climática, solo, variabilidade genética de forrageiras, adaptabilidade inerente à 

espécie e espaço físico, entretanto mesmo com todas essas características benéficas o 

ambiente amazônico ainda se mostra desafiador para a produção animal por conta de seu 

clima tropical com alta umidade, elevada temperatura e elevado índice pluviométrico 

(GARCIA, 2013; DA SILVA et al., 2021). 

E essas condições climáticas acabam favorecendo o surgimento significativo de 

vetores, principalmente os carrapatos que são uns dos principais transmissores de muitos 

agentes patológicos aos rebanhos. A presença expressiva desse vetor em determinadas áreas 

proporciona que estas sejam caracterizadas como enzoóticas (RADOSTITS et al., 2002; 

BUTENSCHOEN et al., 2011). Além do mais, a presença dos vetores e consequentemente 

dos agentes instituem efeito no estado imunológico dos hospedeiros, tornando-os resistentes 

ou susceptíveis a enfermidades (GARCIA, 2013). 

O emprego da seleção assistida por marcadores moleculares nos programas de 

melhoramento tem permitido o melhor aproveitamento do potencial genético destes, 

viabilizando a transmissão das características de resistência a doenças dentro dos rebanhos 

(SINGH et al., 2014). Em se tratando das hemoparasitoses que são responsáveis por gerar 

grandes perdas econômicas para os sistemas de produção, o uso de métodos moleculares para 

o diagnóstico precoce tem se tornado uma alternativa eficaz, uma vez que a PCR é o método 

direto com maior sensibilidade e especificidade sendo capaz de detectar a presença do agente 

infeccioso em animais assintomáticos (POSADA-GUAZMÁN et al., 2015; SGORBINI et al., 

2015). 

Essas ferramentas moleculares também permitem a identificação de genes candidatos 

envolvidos na imunologia dos mamíferos. Dentre os genes, destaca-se o da citocina pró- 

inflamatória IFN-γ sintetizada pelas células T e NK e caracterizada uma considerável 

molécula imunomoduladora do sistema imune inato dos vertebrados. A expressão do IFN-γ é 
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desencadeada por vários fatores como infecções virais (DAY et al., 2017), bacterianas 

intracelulares, especialmente por micobactérias (JAVED et al., 2021). 

Tanto a caracterização molecular para identificação de SNPs quanto à expressão 

gênica de uma gama de citocinas foram demonstradas em várias espécies (SHEBANNAVAR; 

RASOOL, 2015; XIANG et al., 2017) compreendendo também os búfalos tanto doméstico 

quanto o africano (PREMRAJ et al., 2005; MINGALA et al., 2006; SUZUKI et al., 2012). 

Estudo de caracterização molecular do gene IFN-γ em búfalos já foi reportado, porém em sua 

região promotora (PREMRAJ et al., 2006). 

Em contra partida, estudos direcionados para as regiões não traduzidas (UTRs) dos 

genes pertencentes às classes das citocinas ainda não são bem estabelecidos, particularmente 

para o gene IFN-γ na espécie bubalina, sendo observado apenas em estudo anterior que 

demonstrou a presença do SNP g4467 G>A associado ao miRNA 125b conferindo 

susceptibilidade para bTB em búfalos (IANNACCONE et al., 2018b). 

A partir do desenvolvimento de investigações embasadas na determinação genética 

dos búfalos bem como, no conhecimento da expressão de genes associados ao sistema imune 

inato e adaptativo da espécie podem ser utilizados como marcadores moleculares futuramente 

em estudos fenotípicos com a finalidade de viabilizar a seleção de animais resistentes a 

patógenos nos programas de melhoramento genético (BOICHARD et al., 2016). Á vista 

disso, o objetivo do presente estudo foi analisar o SNP g4467 G>A na 3’ UTR do gene IFNG 

com seu perfil de expressão gênica bem como a do miRNA 125b ligado na sequência do SNP 

em Búfalas leiteiras sem hemoparasitoses. 
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3.2. Material e Métodos 

 
3.1. 1 Ética e Animais coletados 

 
Todos os procedimentos que envolvem a utilização de animais foram conduzidos de 

acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA) utilizando metodologias aprovadas e fiscalizadas pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) com parecer de permissão N° 0054/2009/CEPAN/IEC/SVS/MS. 

No presente estudo foi utilizado um total de 145 búfalas pertencentes a uma 

propriedade privada localizada no município de Belém/PA. 

 

3.1. 2 Coleta de sangue e Local do experimento 

 
As búfalas foram submetidas à coleta de 5 ml de tecido sanguíneo através de punção a 

vácuo da veia jugular em tubos contendo 7.5 mg de anticoagulante (EDTA). Após 

homogeneização 700 µL foram transferidos para tubos de 1,5 µL contendo 300 µL de 

RNAlatter (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Após a coleta, as amostras foram armazenadas a 

temperatura de 4º C até o processamento no laboratório. 

O experimento foi realizado no Laboratório de Sorologia e Biologia Molecular 

localizado na Universidade Federal Rural da Amazônia, campus Belém. 

 

3.1. 3 Extração de DNA 

 
A extração do DNA total foi realizado por meio do método fenólico descrito por 

Sambrook et al, (1989). As amostras de DNA foram eluídas em 60 µL de tampão de eluição 

(T.E). Todas as amostras de DNA extraídas foram submetidas à eletroforese horizontal a 100 

V durante 20 minutos em gel de agarose 1,5% e em tampão de TAE 1X e corado com GelRed 

(Biotium – Califórnia/USA), para a visualização da qualidade do DNA. 

Posteriormente, foi realizada a quantificação em espectrofotômetro BioDrop µLITE 

(BioDrop), visando determinar a pureza do DNA através da relação A260nm/A280nm. 

3.1. 4 Diagnóstico molecular das hemoparasitoses 
 

- Babesia spp. 

Para a detecção de Babesia spp foi utilizado o par de primer BAB 1F (5’AAG TAC 

AAG CTT TTTA CGG TG3’) e BAB 2R (5’CCT GTA TTG TTA TTT CTT GTC ACT ACC 

TC3’) descrito por Kordick et al. (1999) e Martin et al. (2006) que amplifica um fragmento de 
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420-440 pb. A reação de Babesia spp. foi realizada para volume final de 25 µl, sendo 2 µl de 

DNA e 12,5 µl de tampão de reação de amplificação Taq Pol - Master mix (2X) Green que 

possui a seguinte composição Master mix de DNA polimerase termoestável, dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP, KCl, MgCl, corante, tampão de carregamento de gel e estabilizantes (Cellco 

Biotec, São Carlos- SP/BR) e 1,0 µL de cada primer - forward e reverse - (10 pmol/µL). 

Como controle positivo foi utilizado um DNA de um animal positivo para B. bigemina e para 

o controle negativo água ultra pura. 

As reações foram executadas no termociclador Thermal Cycler 2720 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), onde as condições de amplificação foram: desnaturação 

inicial a 95 ºC por 2 min, seguida de 45 ciclos com desnaturação a 94 ºC por 30 s, 

hibridização a 61 ºC por 30 s, extensão a 72 ºC por 45 s e extensão final a 72 ºC por 10 min. 

 

- Trypanosoma vivax. 

 
Para a detecção de T. vivax. foi utilizado o par de primer TIV 2 (5’ GCC ATC GCC 

AAG TAC CTC GCC GA 3’) e DTO 156 (5’ TTA GAA TTC CCA GGA GTT CTT GAT 

GAT CCA GTA 3’) descrito por Reis et al., (2019), que amplifica um fragmento de 177 pb. A 

reação de T. vivax. foi realizada com volume final de 25 µl, sendo 2 µl de DNA e 12,5 µl de 

tampão de reação de amplificação Taq Pol - Master mix (2X) Green que possui a seguinte 

composição Master mix de DNA polimerase termoestável, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, KCl, 

MgCl, corante, tampão de carregamento de gel e estabilizantes (Cellco Biotec, São Carlos- 

SP/BR) e 0,5 µL de cada primer - forward e reverse - (10 pmol/µL). Como controle positivo 

foi utilizado um DNA de um animal positivo para T. vivax. e para o controle negativo água 

ultra pura. 

As reações foram executadas no termociclador Thermal Cycler 2720 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), onde as condições de amplificação foram: desnaturação 

inicial a 94 ºC por 2 min, seguida de 35 ciclos com desnaturação a 94 ºC por 30 s, 

hibridização a 55 ºC por 30 s, extensão a 72 ºC por 30 s e extensão final a 72 ºC por 10 min. 

Após a realização das PCRs os produtos foram analisados em eletroforese horizontal 

em gel de agarose 1,5% para Babesia spp. e 2% para T. vivax. em tampão TAE 1x (TRIS 400 

mM, Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM), corado com Safedye Nucleic Acid Stain - 10.000x 

(Cellco Biotec, São Carlos-SP/BR) e corrente de 100V/90 mA por 50 minutos. 

Os produtos amplificados para ambos os hemoparasitas foram identificados através da 

comparação com uma escala molecular de 100 pb Ladder (Cellco Biotec, São Carlos-SP/BR), 

juntamente com uma amostra positiva do gênero B. bigemina e T. vivax. A visualização dos 
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tamanhos dos fragmentos (pb) foi realizada por meio do Transiluminador de luz ultravioleta 

M-20 (UVP). 

 

- Anaplasma marginale 

 
Para detecção de A. marginale foi utilizado o par de primer AM-1 (5’ TTG GCA AGG 

CAG CAG CTT 3’) e AM-2 (5’ TTC CGC GAG CAT GTG CAT 3’) descrito por Carneiro 

(2019) que amplifica uma região de 95 pb. A reação de RT-PCR para A. marginale foi 

realizada com volume final de 10µL, sendo 1µL de DNA e 5,0µL de tampão de reação de 

amplificação Master mix for real-time qPCR Green-fluorescent DNA Stain (Cellco Biotec, 

São Carlos -SP/BR), 0,5µL de cada primer -forward e reverse - (10 pmol/µM) e 3,0µL de 

água ultra pura. Como controle positivo foi utilizado o gBlock na diluição de 10-1 e para o 

controle negativo água ultra pura. 

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador CFX96 Touch ™ Real- 

Time Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), onde as condições de amplificação 

foram: ativação enzimática a 94 ºC por 2 min, seguida de 44 ciclos com desnaturação a 95º C 

por 5 s, Hibridização/Extensão a 58º C por 30 s e curva de dissociação a 65-95º C 

(Incremento de 0,5º C) por 5 s. 

 

3.1. 5 PCR do Gene IFN-γ 

 
Para a investigação do SNP g4467 G>A foi utilizado o par de primers F (5’TCC TGT 

GAC TAT TTC ACT TGA CC3’) e R (5’TGA CTA GAT GGC ATC ATT TCA TT3’), 

desenhado através do Primer3Plus baseado na sequência de referência depositada no 

Genbank (ID: 102416494) e possui fragmento de 182 pares de bases (pb). As reações foram 

realizadas com volume final de 20 µL, obedecendo a seguinte condição de reagentes: 10 µL 

de tampão de reação de amplificação Taq Pol - Master mix (2X) Green que possui a seguinte 

composição (Master mix de DNA polimerase termoestável, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, KCl, 

MgCl, corante, tampão de carregamento de gel e estabilizantes), 0,5/µL de cada primer - 

forward e reverse- (10 pmol/µL) e 2 µL de DNA genômico. 

As reações foram executadas no termociclador Thermal Cycler 2720 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), onde as condições de amplificação foram: desnaturação 

inicial a 95 ºC por 3 min, seguida de 30 ciclos com desnaturação a 95 ºC por 30 s, 

hibridização a 59 ºC por 30 s, extensão a 72 ºC por 30 s e extensão final a 72 ºC por 1 min. 
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Os produtos finais dos PCRs foram visualizados em eletroforese horizontal em gel de 

agarose 2,0% em tampão TAE 1X (TRIS 400 mM, Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM), 

corado com GelRed (Biotium – Califórnia/USA), corrente 100V/90mA por 45 minutos. Uma 

escala molecular de 100 pb foi utilizada como referência para o produto gerado no PCR. A 

visualização ocorreu por meio do transiluminador de luz ultravioleta M-20 (UVP). 

 

3.1. 6 Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição (RFLP) 

 
Os produtos do PCR do gene IFN-γ foram submetidos à enzima de restrição BspLI 

(NIaIV) (Invitrogen), selecionada através da ferramenta Mapa de Restrição do software 

BioEdit 7.2 para a investigação dos genótipos do polimorfismo g4467 G>A na 3’UTR do 

gene IFN-γ. 

As reações foram realizadas com volume final de 15 µL com às seguintes condições 

de reagentes: 5 µL do produto da PCR, 0,35 µL da enzima BspLI e 1,5 µL de tampão da 

reação, completando o restante do volume com água deionizada. A condição de amplificação 

da reação de RFLP foi: restrição a 37 °C durante 3 horas, de acordo com a recomendação do 

fabricante. Os genótipos gerados foram visualizados em gel de agarose 3,0% com corado com 

GelRed (Biotium – Califórnia/USA). 

3.1. 7 Extração de RNA 

 
Foram selecionados 9 animais negativos, três de cada genótipo e 8 animais positivos 

para T. vivax, 2 do genótipo heterozigoto e 6 do genótipo homozigoto mutante detectado pela 

PCR-RFLP. A extração de RNA foi realizada a partir de 300 µL de sangue de cada amostra, 

sendo estas colocadas em tubos novos de 1,5 µL contendo 700 µL de Trizol (Life 

Technologies, USA), o restante dos procedimentos seguiu as recomendações do fabricante. 

Após a extração foram realizadas as quantificações em espectrofotômetro BioDrop 

µLITE (BioDrop), visando determinar a pureza do RNA através da relação A260nm/A280nm. 

Após a quantificação as amostras foram diluídas para obterem concentração igual a 30 ng/µL. 

 

3.1. 8 Expressão Gênica (RT-PCR) 

 
As reações de RT-PCR foram elaboradas a partir dos primers descritos na tabela 1. Os 

primers utilizados com exceção do miRNA 125b descrito por Iannaccone et al. (2018b), 

foram confeccionadas através do programa Primer3Plus. As análises foram realizadas para 

determinar o perfil de expressão gênica da citocina IFN-γ e miRNA 125b. E como controles 
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foram utilizados os genes endógenos GAPDH e Let-7a. A reação foi realizada com volume 

final de 10 µL com 2x do Master mix for real-time qPCR Green-fluorescent DNA Stain 

(Cellco), 1 µL de RNA, 0,5 µL de ambos os primers Forward e Reverse, 0,04 µL de 

Transcriptase reversa e 3,0 µL de água ultra pura. 

As reações foram executadas no termociclador CFX96 Touch TM Real-Time 

Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). O protocolo adotado seguiu as 

recomendações do fabricante do kit utilizado. Os valores de Ct (limiar do ciclo) foram obtidos 

e determinados pelo método relativo através da equação 2 –ΔCt, onde ∆Ct significa a diferença 

entre o Ct do gene alvo e o Ct do gene endógeno (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

Tabela 1 

Sequências de primers sintetizadas de acordo com o ID Genbank para análises de expressão 

gênica em búfalos. 

Genes Oligonucleotídeos (5’ - 3’) ID Genbank 

IFN-γ 
F: CAG ATC ATT CAA AGG AGC ATG GA 

R: GTC CTC CAG TTT CTC AGA GCT 
102416494 

 

miRNA 125b 
F: GCA GTC CCT GAG ACC CT 

R: CCA GTT TTT TTT TTT TTT TCA CAA GT 

 

351208 

 

GAPDH 
F: ACC CAG AAG ACG GTG GATG 

R: CCG TTG AGC TCA GGG ATGA 

 

102404028 

 

LET-7a 
F: GCA GTG AGG TAG TAG GTTG 

R: GGT CCA GTT TTT TTT TTT TTT TAA CTA TAC 

 

030971.1 

 

 
3.1. 9 Análise estatística 

 
Todos os animais foram genotipados com a presença ou ausência do sítio de restrição. 

A partir de então foram estimadas suas frequências alélicas e genotípicas, probabilidade do 

equilíbrio de Hardy Weinberg (P> 0.05) e coeficiente de endocruzamento (FIS) foram obtidos 

através do software GenePop (RAYMOND; ROUSSET, 1995b). 

Os padrões de expressão gênica relativa foram executadas no software SAS 

OnDemand (versão livre), no qual assumindo a não distribuição normal dos dados, foi 

utilizado o teste não paramétrico Kruskal-Wallis que determina se existem diferenças 

significativas entre as medianas dos genótipos para o IFN-γ e miRNA 125b. O nível de 

significância adotado foi de 0,05. 
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3.3. Resultados 

Diagnóstico de hemoparasitas 

Do total de 145 búfalas avaliadas no presente estudo, 12 foram positivas apenas para 

T. vivax correspondendo a aproximadamente 8,27% (12/145) da população (Figura 1). No 

entanto, todas as búfalas foram negativas (145/145) para os hemoparasitas Babesia spp. e A. 

marginale (Fig. 2, 3 e 4.), respectivamente. 

 

Fig.1. Gel de agarose corado com Safedye. PCR diagnóstico de T. vivax. [1 4 5 6 10 11 12 

13]: amostras positivas para T. vivax; [10, 31] [C+]: Controle positivo 177 pb (T.vivax) [C-]: 

Controle negativo, [L]: Padrão de massa molecular Ladder de 100 a 1000 pb (Cellco Biotec). 

 

 
Fonte: Santos 2021 

 
 

Fig.2. Gel de agarose corado com Safedye. PCR diagnóstico de Babesia spp. [1 2 3 4 5 6 7 8 

9 10 11 12 13 14 15 16]: amostras negativas para Babesia spp. [C+]: Controle positivo 420- 

440 pb (B. bigemina) [C-]: Controle negativo da reação, [L]: Padrão de massa molecular 

 

Ladder de 100 a 1000 pb (Cellco Biotec). 

Fonte: Santos 2021 
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Fig.3. Teste de especificidade alcançado pela RT-PCR para A. marginale (MSP1), a seta preta 

indica o controle negativo, a seta amarela indica o controle positivo -Gblock- de A. marginale 

com curva de dissociação de 84,5°C. 

Fonte: Santos 2021 

 

 

Fig.4. Reação de RT-PCR de A. marginale, referentes às amostras de búfalas 1 a 42. A 

amplificação aconteceu no Ct 10,68 com curva de dissociação na temperatura de 84,5 ºC. O 

ponto de cisão foi definido para o ciclo 30. Todas as amostras que exibiram as curvas de Ct 

após este foram consideradas negativas. 

Fonte: Santos 2021 
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Identificação do SNP g4467 G>A na região 3’ UTR de IFN-γ pela PCR-RFLP 

 

Todas as búfalas foram genotipadas para detecção do SNP g4467 G>A na 3’ UTR do 

IFN-γ. A enzima BspLI (NIaIV), gerou padrões de banda diferentes para cada genótipo 

encontrado. Os genótipos gerados foram AA, GG e GA, ambos homozigotos para alelo 

mutante, homozigotos para o alelo selvagem e heterozigotos, respectivamente. Os três foram 

encontrados em todos os animais negativos (145) para as três hemoparasitoses avaliadas, 

porém nos animais positivos para T. vivax (12) somente foram encontrados os genótipos 

homozigotos mutantes e heterozigotos, com ausência do homozigoto selvagem. 

Para os homozigotos GG os padrões de bandas verificados não foram cortados pela 

enzima BspLI (NIaIV) sendo demonstrado um fragmento de 182 pb, para os heterozigotos GA 

a enzima realizou corte no alelo A gerando fragmentos de 182 pb, 101 pb e 81 pb e para o 

homozigoto AA a mesma realizou corte nos dois alelos gerando fragmentos de 101 pb e 81 

pb, os mesmos estão descritos na Figura 6. 

 

Fig.6. Padrão dos genótipos para o SNP g 4467 G>A na 3’ UTR do IFN-γ. [12], [29 30 33] e 

[38 39 40 41 42 104]: amostras de búfalas e seus respectivos genótipos; [PCR]: PCR do gene 

IFN-γ usado como controle para o GG; [L]: Padrão de massa molecular Ladder de 100 a 1000 

pb (Cellco Biotec). 

 

Fonte: Santos 2021 

 
Além disso, o SNP analisado no presente estudo faz parte de uma região reconhecida 

pelo miRNA 125b o qual atua como um biomarcador de infecções e está descrito na Figura 7. 
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Fig.7. SNP g. 4467 G>A do gene IFN-γ de búfalo pertence à sequência alvo do miRNA 125b. 

A ligação do miRNA 125b maduro é mostrada e o SNP g. 4467 G>A no qual consta o alelo A 

(mutante) está na primeira linha dentro da área demarcada em vermelho. 

 
Fonte: Santos 2021 

 
Diversidade genética da população 

 

Apoiado nas frequências alélicas, genotípicas, coeficiente de endocruzamento e no 

equilíbrio de Hardy-Weinberg foi possível identificar as diversidades genéticas (tabela 2) da 

população de búfalas leiteiras. Logo, o equilíbrio de Hardy-Weinberg determina que as 

frequências genotípicas de GG, GA e AA para o SNP g4467 G>A foram de 3,4 %, 2,1 % e 

94,5 % respectivamente. Assim como, o SNP avaliado apresentou desvio do EHW (P<0,05) e 

déficit de heterozigotos podendo ser evidenciado pelo valor de FIS positivo (0,759). Sendo o 

alelo mutante do SNP (G→A) o que apresentou maior frequência (95,5%) em relação ao alelo 

selvagem (4,5%). 

 

Tabela 2 - Diversidade genética da população bubalina para o SNP g4467 G > A na 3’ UTR 

do gene IFN-γ. 

SNP Alelos Genótipos Observados FIS EHW 

g4467 

(G → A) 

G A 

0,045 0,955 

GG  GA  AA 

(0,034) (0,021) (0,945) 

 

0,759 
 

0.000 

EHW: equilíbrio de Hardy-Weinberg (P>0,05); FIS: coeficiente de endocruzamento da 

estatística F. 

 
Expressão da citocina IFN-γ e miRNA 125b 

 
Os animais negativos dos três genótipos exibiram níveis distintos de expressão tanto 

do IFN-γ quanto do miRNA 125b assim como, os animais positivos para T. vivax com 

exceção do GG que não foi encontrado (Figura 8). Para o IFN-γ as expressões foram maiores 

para os genótipos GA e GG negativos e AA positivo, com diferença estatística entre os 

genótipos GG e AA negativos (P<0,05) com o heterozigoto semelhante estatisticamente aos 

homozigotos. Contudo, para o miRNA 125b as expressões foram menores para os genótipos 
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AA e GA positivos e maiores para os três genótipos negativos, com diferença estatística do 

AA com o GA e com o GG (P<0,05). (Figura 8). 

 

Fig.8. Expressão relativa do gene IFN-γ (A) e miRNA 125b (B) nos diferentes genótipos (AA, 

GA e GG) de búfalas da região Amazônica negativas e positivas para T. vivax. Segundo a 

equação 2-∆Ct. Letras diferentes acima das barras indicam comparações pareadas 

significativas de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). 

 

Fonte: Santos 2021 

 
3.4. Discussão 

 
A planície Amazônica é uma área considerada de estabilidade enzoótica para as 

infecções provocadas pelo T. vivax e nesse local normalmente acontece de forma 

assintomática com a parasitemia contida pela resposta imune do hospedeiro em virtude da 

exposição contínua ao parasito (MADRUGA et al., 2009; GARCIA et al., 2016). 

Tal resultado foi evidenciado no presente estudo, visto que aproximadamente 8,27 % 

das búfalas foram positivas assintomáticas para o T. vivax provavelmente, devido ao fato de 

estarem em constante contato com o agente infeccioso. O que pode estar relacionado com a 

presença de moscas e mutucas na propriedade, fato que aumenta a possibilidade de 

transmissão do T. vivax no rebanho acontecendo principalmente de animais altamente 

parasitados para outros (DESQUESNES et al., 2009). 

Nos búfalos a infecção é caracterizada por baixa parasitemia o que pode favorecer o 

estabelecimento de um equilíbrio entre o mesmo e o parasito, permitindo que a doença fique 

assintomática por um longo tempo, tipificando a fase crônica da doença (SHAW; LAINSON, 

1972; RADOSTITS et al., 2000). Em pesquisas realizadas na Venezuela as maiorias dos 

búfalos positivos para o gênero Trypanossoma apresentaram baixas parasitemias, 
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manifestando infecções crônicas (GARCÍA et al., 2006). Todavia, os casos agudos de 

tripanossomose promovem perdas na produção de leite, abortos e infertilidade nos ruminantes 

gerando assim, grandes dispêndios econômicos que impactam diretamente na pecuária 

(BATISTA et al., 2008b). 

Além da importância da PCR no diagnóstico de muitas doenças infecciosas, as técnicas 

baseadas nela são empregadas em estudos epidemiológicos bem como, no uso de SNPs em 

programas de melhoramento animal abordando a genotipagem com intuito de viabilizar as 

informações contidas nos mesmos (COUTINHO et al., 2010; GEURDEN et al., 2010; LIMA, 

2014). Em estudo realizado com crianças infectadas pelo parasita intestinal Giardia lamblia a 

reação RFLP através da enzima BspLI (NlaIV) juntamente com o sequenciamento do gene β- 

giardina revelou o genótipo AA com maior frequência (77,5%) na população geral, revelando 

também os subgenótipos AII, BIII/BIV e AI demonstrando que as infecções caracterizadas 

pelos diferentes subgrupos tem relação com a população humana, localização da mesma e 

contato com animais (HOOSHYAR et al., 2017). 

A enzima BspLI (NlaIV) também foi capaz de distinguir os genótipos para o SNP 

rs43382671 A>G no gene HDAC9 envolvido em processos de regulação e desenvolvimento 

de tecidos musculares em bovinos Canchim, onde o alelo G (mutante) apresentou frequência 

de 79,81% e o genótipo GG 61,27% sendo as maiores encontradas para o SNP. Além disso, o 

SNP apresentou efeito significativo sobre o valor genético aditivo (VGA) (P<0,05) para área 

de olho de lombo (AOL) (LIMA, 2014). A RFLP com uso da enzima BspLI empregada no 

presente estudo foi capaz de demonstrar os diferentes genótipos presentes do rebanho sendo o 

primeiro estudo de genotipagem em búfalos a utilizá-la (Fig. 6.). 

De acordo com proporções do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) os alelos dos 

genes são combinados de maneira aleatória formando os genótipos. Entretanto, quando ocorre 

alguma alteração essa pode indicar qual o processo genético estaria influenciando na 

variabilidade genética. Apoiado nisso, o SNP analisado no presente estudo apresentou desvio 

no EHW (P<0,05), sendo verificado déficit de heterozigotos baseado no valor de Fis positivo 

(MEEÛS, 2017). De forma que é provável que essa redução de indivíduos heterozigotos seja 

devido a fatores como efeitos de seleção, agrupamento de populações e o cruzamento 

consanguíneo, pois diminuem o número de alelos de uma população, aumentando 

consequentemente os indivíduos homozigotos (RAYMOND; ROUSSET, 1995; 

WILKINSON et al., 2011). 

Os polimorfismos encontrados em regiões não traduzidas dos genes (UTRs), em 

especial a 3’ UTR influenciam na tradução de mRNA pós-transcricional, modificando os 



39 
 

 

 

 

sítios de ligação de miRNAs. Estudos principalmente em humanos demonstram que muitos 

SNPs localizados na 3’ UTR ligados a sequencia de miRNAs tem sido implicados na 

susceptibilidade ou indício de doenças infecciosas (APPS et al., 2013; HORNE et al., 2016; 

RYAN, 2017; RAMSURAN et al., 2018). Em bovinos e búfalos estudos de SNPs na 3’UTR 

de vários genes relacionados susceptibilidade ou resistência a doenças infecciosas foram 

reportados dentre elas a brucelose, tuberculose bovina (bTB) e mastite (GANGULY et al., 

2008; BALASUBRAMANIAM et al., 2013; IANNACCONE et al., 2018b; EL- 

HALAWANY et al., 2018). 

A expressão de IFN-γ observada nas búfalas negativas T.vivax avaliadas no presente 

estudo foi semelhante à expressão de IFN-γ encontrada em bovinos Canchim com baixa 

parasitemia para B. bovis e B. bigemina (BILHASSI et al., 2019). E essa expressão, pode estar 

ocorrendo devido ao papel da IL-10 não conseguir inibir a expressão regular de mRNA do 

IFN-γ, o que talvez seja consequência de mecanismos de controle imunológico, acrescentado 

de perda ou processamento modificado de RNA (MOREIRA et al., 2017). 

Os perfis de expressão gênica de várias citocinas foram estudados em células 

mononucleares do sangue periférico de bovinos (PBMC) resistentes (N’Dama) e susceptíveis 

(Boran) a tripanossomose africana, sendo verificado aumento da expressão de mRNA de IFN- 

γ em 4,3 vezes no gado resistente, esse aumento permite que os animais sejam capazes de 

controlar a infecção de forma mais eficaz por meio da resposta imune Th1 responsável pela 

regulação da liberação de IFN-γ (HERTZ et al., 1998). Com isso, pode-se inferir que as 

búfalas positivas assintomáticas do genótipo AA detectadas no estudo apresentaram níveis 

maiores de expressão do IFN-γ para tentar controlar o parasitismo conferindo às mesmas 

susceptibilidade a infecção por T. vivax, quando comparadas aos genótipos negativos. Por 

outro lado, quanto ao heterozigoto GA e o homozigoto GG negativos pode-se inferir que, 

ambos podem conferir às búfalas resistência a infecção por T. vivax, pois, apresentaram níveis 

de expressão maiores do IFN-γ além de possuírem o alelo G na sequência o que potencializa 

seu pareamento com o miRNA 125b fazendo-o expressar-se mais. 

Em búfalos africanos (Syncerus caffer) a elevada resistência à tripanossomose se deu 

através da evolução em virtude da síntese de anticorpos específicos para a glicoproteína de 

superfície variante silenciosa (VSG) e a formação de H2O2 molécula tripanocidas que provoca 

a eliminação do parasita no sangue (BLACK et al., 2001). Por se tratar de uma 

hemoparasitose endêmica na região amazônica estudos voltados à evolução da espécie 

Bubalus bubalis com o foco na resistência a tripanossomose devem ser realizados baseados 

nos genes VSGs, bem como a expressão das citocinas pró-inflamatórias. 
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Aliado aos estudos de expressão estão os miRNAs, que podem se ligar na sequencia 

alvo dos mRNAs atuando no processo de regulação e devido a isso, são considerados 

potenciais candidatos como biomarcadores de infecção (VELU et al., 2012). Mas em animais 

de produção em geral os estudos voltados a expressão de miRNAs se concentraram 

essencialmente em funções na regulação de características para a produção como progresso e 

hipertrofia muscular, incremento de tecido adiposo e fertilidade (WANG et al., 2013; 

HUANG et al., 2019; CAPRA et al., 2020). 

Uma vez que são apontados como competentes biomarcadores de imunidade Chen et al. 

(2014) demonstraram que a expressão de vários miRNAs dentre eles o miRNA 125b eram 

reduzidas em vacas saudáveis entretanto, aumentavam em vacas com mastite em 14 genes do 

complexo do Fator de Transcrição kappa B (NF-κB) envolvido na regulação da expressão de 

muitos genes ligados a resposta inflamatória. O que corrobora com a baixa expressão 

significativa (P<0,05) do miRNA 125b observada nas búfalas negativas dos genótipos GG, 

GA e AA para as hemoparasitoses. Desse modo, pode-se deduzir que a expressão reduzida do 

miRNA 125b reprime a expressão gênica na via de sinalização do NF-κB de animais 

saudáveis objetivando preservar o equilíbrio imunológico. 

Outra pesquisa realizada com bubalinos demonstrou que a genotipagem do SNP g4467 

G>A no gene IFN-γ revelou indivíduos AA com uma forte pré-disposição para bTB devido a 

presença do alelo A na sequência inibir a ligação do miRNA 125b com o mRNA do IFN-γ, 

provocando então a susceptibilidade. Propondo também que o SNP pode ser um relevante 

marcador molecular em programas de melhoramento animal (IANNACCONE et al., 2018b). 

Logo, o desenvolvimento de pesquisas de potenciais marcadores de imunidade associado à 

presença de miRNAs diretamente relacionados às hemoparasitoses em búfalos se faz 

extremamente necessário, dado que para outras doenças infecciosas estes se mostram bem 

estabelecidos. 

 

3.5. Conclusão 

A determinação da expressão gênica aliada aos genótipos para o SNP avaliado no estudo 

forneceu mais esclarecimentos de como os processos imunológicos acontecem em búfalas 

negativas e positivas assintomáticas para T. vivax. No qual, as búfalas negativas do genótipo 

GG foram capazes de demonstrar maior resistência a infecção devido as maiores expressões 

da citocina IFN-γ bem como do miRNA 125b, quando comparadas as búfalas positivas dos 

genótipos GA e AA com expressão maior da citocina IFN-γ e menor do miRNA 125b. Dessa 
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maneira, o presente estudo pode favorecer o desenvolvimento de futuras pesquisas referentes 

à resistência ou susceptibilidade de tripanossomose na espécie. 
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4. CONCLUSÕES GERAIS 

Em conclusão, o processo de genotipagem das búfalas leiteiras realizado pela técnica 

PCR RFLP mostrou-se apropriado, podendo ser aplicado em outros rebanhos. Entretanto, para 

a população investigada o SNP g4467 G>A encontrado apresentou baixa variabilidade devido 

ao fato do rebanho leiteiro certamente encontrar-se sob pressão de seleção. Ademais, a 

detecção do SNP g4467 G>A na 3’ UTR do gene IFN-γ juntamente com a associação 

significativa para o miRNA 125b dos animais negativos GA e GG para T. vivax através do 

pareamento parcial com o mRNA do IFN-γ, pode promover a inibição da tradução além de 

interferir diretamente com os fatores de transcrição ou alterar a função da cauda poli-A. Logo, 

a mesma deve ser investigada mais a fundo em bubalinos visando a utilização do SNP como 

possível marcador molecular de resistência as principais hemoparasitoses endêmicas na região 

Amazônica, a exemplo da tripanossomose. 
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