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RESUMO

O cavalo Quarto de Milha é uma raca que se destaca pela forga, exploséo e versatilidade,
sendo usado em diversas modalidades esportivas equestres, onde se destacam a prova de
tambor e vaquejada. A busca por animais geneticamente superiores e a possibilidade do
uso de individuos com subfertilidade adquirida impulsionou o desenvolvimento de
algumas técnicas reprodutivas em equinos. A partir da TE varias biotécnicas surgiram,
rompendo a barreira da subfertilidade e infertilidade adquiridas. O hormdnio foliculo
estimulante (FSH), uma glicoproteina secretada pela pituitaria anterior, pode regular a
funcdo ovariana através do receptor FSH (FSHR), que regula o funcionamento do FSH,
no qual desempenha um papel central na reproducdo. Foram estabelecidas técnicas de
biologia molecular como extracdo de DNA, PCR e sequenciamento de DNA, como
também analises de bioinformatica para identificar novos polimorfismos e futuras
analises estatisticas associando os polimorfismos com as caracteristicas reprodutivas em
éguas com o objetivo de identificar polimorfismos genéticos na regido promotora do gene
do FSHR e associar tais polimorfismos com tragos reprodutivos em éguas doadoras de
embrido. Portanto, o objetivo com este trabalho foi caracterizar parte da regido promotora
e aregido 5 ndo traduzida (SUTR) do gene do FSHR em equinos da raca quarto de milhas.
Foi coletado sangue periférico de 81 eguas de trés fazendas para extracdo de DNA,
seguido da amplificacdo de 707 pb da regido promotora do gene FSHR. Em seguida 0s
produtos de PCR foram purificados e sequenciados pelo método de Sanger. As sequéncias
foram alinhadas e comparadas entre as éguas. Analiticamente foram identificados trés
polimorfismos (SNPs), sendo dois na regido promotora (-217G>T e -195G>A). No SNP-
217, o alelo e o gendtipo mais frequentes sdo G=0,939 e GG=0,902. No SNP -195, o alelo
e 0 genodtipo mais frequentes sdo G=0,896 e GG=0,841. Um SNP foi identificado na 5-
UTR na posicdo 127A>G, sendo o alelo e o gendtipo mais frequente G=0,729 e
GG=0,602. O desequilibrio de ligacdo foi significativo entre os SNPs -217 e -195. Foram
identificados 74 segmentos com potenciais sitios de ligacdes na sequencia selvagem,
sendo na posicdo -217 o Spl e TFAP-2alpha e na posi¢do 195 o sitio para GR, enquanto
gue na sequéncia mutante foram identificados 71 segmentos, como os referidos sitios de
ligacGes perdidos. A regido reguladora do gene FSHR apresenta consideraveis variacoes
polimérficas para analises populacionais que podem estar envolvios nos processos de
selecédo assistida por marcadores moleculares para caracteristicas envolvidas em fatores
reprodutivos.

Palavras-chaves: Polimorfismos, equino, SNP, FSHR, Marcadores Moleculares.



ABSTRACT

The Quarter Horse is a breed that stands out for strength, explosion and versatility, being
used in various equestrian sports, where drum and vaquejada competitions stand out. The
search for genetically superior animals and the possibility of using individuals with
acquired subfertility boosted the development of some reproductive techniques in horses.
From ET, several biotechnologies emerged, breaking the barrier of subfertility and
acquired infertility. Follicle stimulating hormone (FSH), a glycoprotein secreted by the
anterior pituitary, can regulate ovarian function through the FSH receptor (FSHR), which
regulates the functioning of FSH, in which it plays a central role in reproduction.
Molecular biology techniques such as DNA extraction, PCR and DNA sequencing were
established, as well as bioinformatics analyzes to identify new polymorphisms and future
statistical analyzes associating polymorphisms with reproductive traits in mares with the
aim of identifying genetic polymorphisms in the promoter region of the FSHR gene and
to associate such polymorphisms with reproductive traits in embryo donor mares.
Therefore, the aim of this work was to characterize part of the promoter region and the
5'untranslated region (SUTR) of the FSHR gene in quarter horses. Peripheral blood was
collected from 81 mares from three farms for DNA extraction, followed by amplification
of 707 bp of the promoter region of the FSHR gene. Then the PCR products were purified
and sequenced by the Sanger method. The sequences were line up and compared between
mares. Allelic, genotypic frequencies and inbreeding coefficients were determined by the
Analytically, three polymorphisms (SNPs) were identified, two in the promoter region (-
217G>T and -195G>A). In SNP-217, the most frequent allele and genotype are G=0.939
and GG=0.902. In SNP -195, the most frequent allele and genotype are G=0.896 and
GG=0.841. One SNP was identified in 5-UTR at position 127A>G, with the most
frequent allele and genotype being G=0.729 and GG=0.602. Binding disequilibrium was
significant between SNPs -217 and -195. 74 segments with potential binding sites were
identified in the wild-type sequence, being at position -217 the Spl and TFAP-2 alpha
and at position 195 the site for GR, which, while in the sequence, 71 segments were
identified, as the missing binding sites. The regulatory region of the FSHR gene presents
variations considered polymorphic for population selections that may be involved in the
assistance processes for molecular markers for relevant traits in reproductive factors.

Keywords: Polymorphisms, equine, SNP, FSHR, Molecular Markers.
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1 INTRODUCAO

A raca quarto de milha é caracterizada por sua versatilidade possuindo aptidao
para diversas modalidades esportivas e segundo a Associacdo Brasileira de Criadores de
Cavalo Quarto de Milha (ABQM) s&o cerca de vinte e duas modalidades, entre elas temos
as principais como rédeas, apartacdo, conformacao, corrida e vaquejada (ALVES, 2021).

Por ser uma raca adaptavel a qualquer situacdo, transformou-se em instrumento
de forca, transporte e dificil de ser derrotado em provas equestres, além de melhorador
genético de plantel, contudo os equinos de um modo geral, se comparados com outras
espécies, ainda estdo aquém quando se trata de avaco relacionados a reproducdo (ALVES,
2021).

A busca por animais geneticamente superiores e a possibilidade do uso de
individuos com subfertilidade adquirida impulsionou o desenvolvimento de algumas
técnicas reprodutivas em equinos, como a inseminacdo artificial, transferéncia de
embrides, transferéncia de o0citos e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) (BERTOZZO, et al., 2014; HINRICH, 2018).

No entanto, pouco se sabe sobre os fatores genéticos que atuam na fertilidade,
devido a isso € que estudos relacionados a gendmica aplicada a reproducdo equina tém
focado na fertilidade de garanhdes (GIESECKE, et al., 2010; HINRICHS, 2013). Em
estudos com animais, sabe-se que a resposta ovariana a estimulacdo da gonadotrofina é
influenciada por fatores genéticos (SPEAROW, et al. , 1999).

Entre os prinpais genes envolvidos na fertilidade, temos o hormonio foliculo
estimulante (FSH) que desempenha um papel importate durante a foliculogénese, e sua
acdo biologica € mediada pelo receptor especifico de FSH (FSHR), expresso
exclusivamente nas células ovarianas da granulosa (FAUSER; VAN HEUSDEN, 1997).

As metodologias de genotipagem de SNP em larga escala possibilitam a
realizacdo de inimeros estudos, como a identificacdo de regifes gendmicas modificadas
pela selecdo e a identificacdo de regides cromossdmicas, genes e polimorfismos de
nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms — SNP) que contribuem para a
variacdo de caracteristicas de interesse nas principais racas de equinos criadas no mundo
(VIEIRA, 2020).

Portanto, partindo desse presuposto o objetivo com esta pesquisa € analizar o
polimorfismo no gene FSHR em éguas quarto de milha através de uma breve revisao de
literatura, assim como andlise de material molecular e desta forma desenvolver possiveis

marcadores moleculares envolvidos na reproducdo de equinos.
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2 HIPOTESE

Possiveis polimorfismos na regido promotora ¢ 5° -UTR do gene receptor do FSH
(FSHR) funcionam como marcadores de alteracGes reprodutivas em éguas.
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3 OBJETIVO GERAL

Analisar possiveis mutacOes na regido promotora e 5’ -UTR do gene do receptor de
FSH como possivel marcador de alteracdes na funcdo reprodutiva de éguas quarto de milha.

3.1 Objetivos especificos

a) Elaborar uma revisdo de literatura sobre a raga quarto de milha no Brasil
e sua utilizacdo pelos produtores, bem como aprofundar a fisiologia reprodutiva,
0 polimosfismo e receptores de FSH.

b) Detectar, identificar e caracterizar genéticamente a regido promotorae 5'-
UTR do gene do receptor de FSH em éguas.
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4 CAPITULO |

POLIMORFISMOS NO GENE RECEPTOR DO FSH OCASIONA IMPACTOS
REPRODUTIVOS POSITIVOS EM EGUAS?
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4.1 Introducéo

4.1.1 Raga quarto de milha no brasil

A raca quarto de milha é caracterizada por sua versatilidade possuindo aptiddo para
diversas modalidades esportivas e segundo a Associacdo Brasileira de Criadores de
Cavalo Quarto de Milha (ABQM) séo cerca de vinte e duas modalidades, entre elas temos
as principais como rédeas, apartacéo, conformacao, corrida e vaquejada, embora seja um
namero elevado de atividades, a sele¢do de caracteristicas como a robustez e velocidade
dos animais predominou (ALVES, 2021).

Por ser uma raca adaptavel a qualquer situagéo, transformou-se em instrumento de
forga, transporte e dificil de ser derrotado em provas equestres, além de melhorador
genético de plantel e apesar de ser melhorador genético de plantel, os equinos de um modo
geral, se comparados com outras espécies, ainda estdo aquém quando se trata de avago
relacionados a reprodugédo (ALVES, 2021).

4.1.2 Reproducdo equina

A primeira espécie a ser submetida com sucesso a inseminacéo artificial foi a
equina, entretanto se comparada as outras espécies domesticas o desenvolvimento da
reproducdo equina foi mais lento, devido a esse quadro dentro da reproducéo, foi que no
ano de 2002 a Associacdo Americana do Cavalo Quarto de Milha permitiu o registro
ilimitado de potros produzidos por égua em cada ano através da transferéncia de embrido
(TE), contribuindo consideravelmente com a popularizacdo desta técnica (SQUIRES, et
al., 2003; ALLEN, 2005). A busca por animais geneticamente superiores e a possibilidade
do uso de individuos com subfertilidade adquirida impulsionou o desenvolvimento de
algumas técnicas reprodutivas em equinos (BERTOZZO, et al., 2014).

Dentre as técnicas reprodutivas realizada em eguas temos a inseminacao artificial
(1A), técnica utilizada para obter produtos de pais com alta qualidade genética através da
deposicdo do semém no aparelho reprodutor da femea, com a vantagem de ndo necessitar
da presenca fisica do garanhdo selecionado; a transferéncia de embrides (T.E.) que
consiste na obtencdo do embrido de fémeas doadoras, eguas com valor genético elevado,
0 qual sera transferido e implantado no Gtero de éguas receptoras (animais com menor

valor genético); transferéncia de odcito (T.O) que consiste na retirada do o6cito de uma
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égua de alto valor zootécnico, impossibilitada de produzir embribes, o qual serd
transferido para o oviduto de outra égua (BLANCHARD et al., 2003; ALVARENGA E
CARMO, 2007)

Existe também a fertilizacdo in vitro (F.1.V.) que permite a producdo in vitro de
embrides de fémeas que por motivos diversos estdo impossibilitadas de naturalmente
produzirem embrides e por fim tem a inseminacdo intracitoplasmatica (I.C.1.S.),
fertilizagdo de um odcito maturado in vitro sendo posteriormente introduzido um Unico
espermatozéide intracitoplasmatico (BLANCHARD et al., 2003; ALVARENGA,;
CARMO, 2007).

4.1.2.1 Fisiologia reprodutiva da égua

A égua alcancga a puberdade aos 14 a 18 meses de idade, quando manifesta seu
primeiro estro clinico acompanhado de ovulagdo (LEY, 2006; AURICH, 2011). Seu ciclo
reprodutivo dura em média 22 dias, com estro ocorrendo por cerca de cinco a sete dias,
momento esse em que as éguas ficam sexualmente receptivas aos garanhées (AURICH,
2011).

Por ser considerado um animal poliéstrico sazonal, tendo sua atividade
reprodutiva influenciada pelo fotoperiodo, com a luz sendo o fator ambiental de maior
influéncia, seu cio ocorre apenas nas épocas do ano de maior luminosidade (LEY, 2006;
AURICH, 2011). Este sistema, chamado fotoneuroendocrino, funciona a partir da
captacdo de luz pela retina, que conduz a informacdo luminosa, pelo nervo Optico, ao
nacleo hipotalamico supraquiasmatico, o qual é responsavel por controlar a secrecao
noturna de melatonina, controlando assim, através de efeitos na fun¢do neuroenddcrina,
as respostas periodicas sazonais (DAVID, 2010).

Dessa forma, considera-se que o ciclo estral da égua tem inicio quando a
luminosidade é captada por receptores na retina estimulando o eixo pineal-hipotalamico-
hipofisario-gonadal. (HAFEZ, 2004). Esta captacdo promove a inibicdo da producéo de
melatonina, com consequente aumento da producdo de hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) no hipotalamo Aurich (2011), o qual induz a secre¢do de
horménio foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela hipéfise anterior, sendo
estes 0s responsaveis pelo desenvolvimento folicular e ovulacdo respectivamente
(HAFEZ, 2004; LEY, 2006).



20

4.1.2.2 Fisiologia da ovulacdo e acdo do horménio foliculo estimulante (FSH)

O desenvolvimento folicular caracteriza as fases estrogénicas do ciclo estral das
éguas, dentre eles tem - se 0 proestro e o estro, que se confundem clinicamente pelo fato
de ndo ser possivel diferencia - los através do estagio de desenvolvimento folicular em
que se encontram e por apresentarem dominancia de um ou mais foliculos pré-ovulatorios
(FARIAS, et al., 2016), enquanto que o periodo apds a ovulacdo determina o dominio
progesterdnico observado nas fases de metaestro e diestro e que séo intercaladas pelo
anestro, considerado um periodo de inatividade reprodutiva confuso (DAVID, 2010).

E durante o desenvolvimento folicular que ocorre a receptividade reprodutiva
(contracdo da vulva, exposicdo do clitoris e receptividade ao garanhdo das fémeas),
devido a producéo do estrogeno folicular (AURICH, 2001). Neste mesmo periodo, a
progesterona se encontra em baixa concentracao e aproximadamente, um a quatro dias
apos a ovulacéo ocorre reducdo na concentragdo de estrégeno e posteriormente aumento
na progesterona (LEY, 2006).

No ciclo estral de éguas, o desenvolvimento folicular ocorre como uma onda
folicular maior em um intervalo interovulatorio em média de 22 dias, sendo influenciado
pelo aumento da concentracdo plasmatica de FSH, que leva a um pico folicular cerca de
trés dias depois, declinando nos proximos dias até atingir niveis basais (GINTHER,
1992). Apds este estimulo, o foliculo com maior crescimento, medindo aproximadamente
21 mm, torna-se dominante dando continuidade ao processo reprodutivo da égua,
enquanto os demais tém seu crescimento reduzido levando ao chamado “desvio
folicular”, que se trata de um termo utilizado para bovinos, para descrever o inicio de uma
diferenca pronunciada nas taxas de crescimento entre os dois maiores foliculos
(GUINTER, et al, 1996; GASTAL, et al., 1997).

Essa dominancia promove uma reducdo nos niveis de FSH, que apesar de baixos,
ainda conseguem influenciar o crescimento do foliculo dominante, sendo este o principal
responsavel pela reducdo nas concentracdes de FSH, pois produz grandes quantidades de
estradiol e inibina (GINTHER et al., 2000).

4.1.3 Horménio foliculo estimulante (FSH)

As gonadotrofinas sdo horménios peptidicos que regulam a funcdo ovariana e

testicular e sdo essenciais para o crescimento normal, desenvolvimento sexual e
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reproducdo, e compreendem os hormdnios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante
(LH), ambos produzidos na hipofise, e a gonadotrofina coriénica (hCG), que é produzida
pela placenta, contudo as gonadotrofinas hipofiséarias estdo sob o controle do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), um decapeptideo produzido no hipotélamo e
liberado em resposta aos niveis circulantes de estrogénios e progesterona (LEVI;
HAMMES, 2018)

O horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH)
desempenham papéis complementares no desenvolvimento folicular e na ovulagdo por
meio de uma interacdo complexa no hipotalamo, glandula pituitaria anterior, érgéos
reprodutivos e odcitos (BOSCH, et al, 2021).

Produzido pela hip6fise anterior, o FSH é um hormdnio glicoproteico secretado
de forma ciclica, e regulado por varios mecanismos de retroalimentagéo, participando na
transicdo luteo-folicular de modo que a elevacdo nos seus niveis € responsavel pelo
processo de recrutamento folicular, ou seja, a transformacao dos foliculos primordiais
em foliculos antrais (AIRES, 1999).

O FSH induz o crescimento e a diferenciacéo das células da granulosa, estimula a
atividade da aromatase, a sintese de estradiol e a formacéo de receptores de LH. Sua
secrecdo € inibida pelo estradiol e pela inibina produzidos pelo foliculo dominante
(AIRES, 1999). Sabe — se que o crescimento folicular, ocorre ndo somente pelo estimulo
de FSH exd6geno, mas também pela producao de FSH pelo complexo cumullus oophorus
(CCOs) (WOJTOWICZ; SZOLTYS, 1998).

Por ser um horménio polipeptidico da glicoproteina, o FSH ndo pode passar
através da membrana celular, portanto sua influéncia nas células alvo deve ser mediada
pelo receptor de FSH (FSHR). Consequentemente, qualquer tipo de mutacdo no FSHR
pode afetar a reproducdo (SHARIFIYAZDI, et al., 2018).

4.1.3.1 Receptor do horménio foliculo estimulante (FSHR)

O FSHR é um membro da familia de receptores acoplados a proteina G, expresso
exclusivamente nas células de Sertoli, nos machos, e nas células da granulosa ovariana
das fémeas (CAMP, et al, 1991; DANKBAR, et al., 1995). Este receptor foi descrito
expresso no gene situado no cromossomo 2p21 e compreende 10 éxons e 9 introns
(MINEGISHI, et al., 1991; WU, et al., 2017).

A interacdo entre o FSH e o receptor FSHR é essencial para oogénese e
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espermatogénese normal, estando o seu nivel de expressdo, intimamente relacionado a
diferenciacdo e maturacdo de células germinativas, sendo, portanto, indispensavel para a
fertilidade (HECKERT;GRISWOLD, 1993; GROMOLL, et al.,1996).

4.1.4 Polimorfismos

Os polimorfismos genéticos sdo pequenas variagdes que acontecem no genoma e
que garantem as diferencas individuais, quando sua frequéncia alélica acomete pelo
menos 1% da populagdo (NUSSBAUM, et al., 2008). O exemplo mais encontrado desta
variacdo génica ocorre através da substituicdo de um Unico nucleotideo por outro (single
nucleotide polymorphism — SNP), que ocorrem com uma frequéncia aproximada de 1 a
cada 1000 pares de base (SHASTRY, 2002). Essa substituicdo pode promover ganho ou
perda de funcdo quando se trata do FSHR (THEMMEN; HUHTANIEMI, 2000).

4.1.4.1 Polimorfismo no gene do receptor de FSH (FSHR)

MutacOes dos genes das gonodotrofinas sdo raras, em contrapartida, as do seus
receptores sdao frequentemente mais encontradas, e sdo descritas em ambos 0S sexos
causando alteracdo da funcdo reprodutiva e muitas vezes mais grave para a fertilidade
feminina que para masculina (THEMMEN; HUHTANIEMI, 2000; BHARTIYA;
PATEL, 2021) acdo hormonal e os sistema de feedback endocrino podem ser modificados
por conta dos polimorfismos genéticos, causando alteracBes inter-individuais
(INUSSBAUM, 2008). Entdo polimorfismos no gene do receptor do FSH possuem
capacidade de alterar a sua acdo através da modificacdo de propriedades bioquimicas do
produto do gene ou mudando a atividade do promotor, a nivel transcricional
(GROMOLL; SIMONI, 2005).

Portanto alteracdes estruturais moleculares no gene do receptor FSHR podem
causar dessensibilizacdo dos receptores na membrana celular, diminuindo a sua eficiéncia
na transmissdo dos sinais hormonais afetando assim diretamente a foliculogénese e,
consequentemente, o desempenho reprodutivo (SIEGEL, et al., 2013; YAN, et al., 2013).

Estudos anteriores em humanos revelaram que existem varios polimorfismos de
nucleotideos unicos no gene FSHR, e muitas dessas mutacGes foram relacionadas com
doencas reprodutivas, como a sindrome do ovario policistico, onde uma resposta alterada

a estimulacdo ovariana é uma caracteristica da doenca, entdo estudos indentificaram SNP
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no exon 10 do gene do receptor de FSH (FSHR), FSHR p.N680S, que foi
consistentemente identificado como tendo uma associacdo significativa com a resposta
ovariana ao FSH (SIMONI, et al., 2008); na amenorreia primaria e secundaria, onde
estudos demonstraram pela primeira vez que um fator genético associado ao gene do
receptor de FSH, através do polimorfismo Asn680Ser, foi determinante das diferencas de
duracgéo e dindmica do ciclo menstrual humano (GREB, et al., 2005; ACHREKAR, et al.,
2010) e por fim a infertilidade masculina, onde estudos concluiram que, embora nenhum
haplotipo de FSHR tenha sido associado a diferentes niveis séricos de FSH, os alelos A-
Ala-Ser e G-Thr-Asn podem representar fatores genéticos que contribuem para o
comprometimento espermatogenético (BALKAN, et al., 2010).

Apobs inimeras mutacOes detectadas no gene FSHR humano, diversas mutacdes
do gene FSHR foram caracterizadas em varios animais (SHARIFIYAZDI, et al., 2018).
Em bovinos varios SNPs foram relatados no gene FSHR, alguns estdo associados a
puberdade precoce e tragos de superovulagdo (HOUDE, et al., 1994; MILAZZOTTO, et
al., 2008; YANG, et al., 2010)

Yang et al. (2014) relataram que houve associacdo significativa entre a mutacao
A > G localizada na posicéo -278 do gene FSHR e variacdo em resposta a superovulagéo
de gado leiteiro na China e propuseram gque o gene FSHR apresenta-se como um marcador

molecular adequado devido aos seus efeitos na superovulagéo.

4.1.4.2 Polimorfismo na regido promotora do gene do receptor de FSH
(FSHR)

Sabe-se que os promotores do gene desempenham um papel significativo na
regulacdo da transcricdo (WANG, et al.,, 2015; FAN, et al., 2016). A partir desse
entendimento, estudos foram desenvolvidos onde clonaram com sucesso o promotor do
gene FSHR em humanos, ratos, camundogos e ovelhas e o mecanismo de regulacdo da
transcricdo foi amplamente estudado (GROMOLL; DANKBAR; GUDERMANN, 1994;
HECKERT; DALEY; GRISWOLD, 1992; LEVALLET; KOSKIMIES; RAHMAN;
HUHTANIEMI, 2001; SAIRAM; SUBBARAY AN, 1997).

Em alguns estudos foi observado que tanto o promotor quanto os fatores de
transcricdo estdo intimamente relacionados a atividade do promotor, e como exemplo,
temos que no promotor do gene FSHR de humanos, ratos, camundongos e ovelhas, 0s

fatores de transcricdo USF1 e USF2 se ligam a E-box e regulam a atividade do promotor
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(GOETZ; LLOYD; GRISWOLD, 1996; HECKERT; DAGGETT; CHEN, 1998;
HERMANN; HORNBAKER; RICE; SAWADOGO; HECKERT, 2008 ; WOOQOD,;
WALKER, 2009; XING; SAIRAM, 2001).

O promotor do gene FSHR regula o local de iniciagéo da transcri¢do, o tempo e 0
nivel de expressdo, portanto, em vacas holandesas chinesas, pesquisadores observaram
que os polimorfismos no local -278 na regido promotora do gene FSHR afetaram
significativamente o numero de foliculos e o nimero de embrides transferidos (YANG,
et al., 2014).

Defeitos genéticos nos receptores de gonadotrofinas podem ser divididos em
mutacOes ativadoras e inativadoras, sendo ativo ao carregar uma mutacdo ativadora
(ganho de funcéo), independentemente da ligacdo do ligante, enquanto que ao carregar
uma inativadora (perca de funcdo) pode reduzir a funcdo do receptor (THEMMEN;
HUHTANIEMI, 2000; BECK - PECCOZ, et al., 2006; CALEBIRO, et al., 2005).

4.1.4.3. Mutacdoes ativadoras x inativadoras relacionadas aos

Polimorfismo no gene FSHR

As mutaces ativadoras conferem ao FSHR uma maior responsividade ao FSH,
tornando-o constitutivamente ativo mesmo na auséncia do ligante, enquanto as mutacdes
inativadoras reduzem a funcdo do receptor até um bloqueio total, alterando a formacéo
do complexo receptor-ligante ou a transducédo do sinal de FSH (BHARTIYA; PATEL,
2021)

Ao que se trata de mutacdes ativadoras, estas foram descritas principalmente no
dominio transmembranar da glicoproteina, sendo que a a heterozigosidade é categorica
para causar variacGes fenotipicas e uma heranca dominante (VASSART, 2004,
CALEBIRO, et al., 2005), enquanto que as inativadoras costumam estar localizadas em
qualquer regido e usualmente requerem homozigosidade para alterac6es fenotipicas e séo
transmitidas recessivamente (CALEBIRO, et al., 2005, BECK-PECCOZ, et al., 2006).
Entretanto, dentro deste contexto, uma ressalva foi descrita para mutacdo inativadora do
receptor de TSH (horménio estimulante da tiredide) que é dominante, 0 que nao ocorre
quando se trata do FSHR (CALEBIRO, et al., 2005).

4.1.4.4 Possiveis alteragdes reprodutivas associadas ao polimorfismo no
receptor de FSH (FSHR)
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No ano de 1995 em uma analise sobre insuficiéncia ovariana prematura (I0P),
realizada com 21 mulheres com IOP e 40 mulheres com fertilidade normal (grupo
controle), observou-se que o gene do receptor do FSH é polimorfico, no entanto ndo foi
observado que o polimorfismo ocorre somente em mulheres portadoras de IOP
(WHITNEY, et al., 1995)

O gene receptor do FSH em um estudo realizado por Sato et al. (2011), foi
apontado como um gene candidato que determina a taxa de ovulagdo em suinos, onde
polimorfismos (c.74C>G, ¢.532G>A e ¢.1166T>C) em sua sequéncia de codificacdo,
foram encontrados associados ao nimero de corpos liteo em uma populacdo de Meishan
x Duroc F2.

Ainda em suinos Zhang et al. (2015) estudou 3 populacBes (racas Berkshire,
Wannan Black e seus cruzamentos) para avaliar os efeitos do gene FSHR sobre o nimero
total nascido (NTN) e o nimero nascido vivo (NNV), onde observou 3 SNPs (C1491T,
G1885A e C1977T) emexon 10, 3 gendtipos (AA, AB e BB) para C1491T e 2 haplotipos
(D e E) para G1885A e C1977T . Os resultados mostraram que 0 NTN e 0 NNV de porcas
Wannan Black com o gen6tipo AB foram significativamente maiores do que nas porcas
genotipos AA (P < 0,01) em porcas de multiparidade e todas as paridades, ja na raca
Berkshire com o genotipo DE foram significativamente superiores aos genotipos DD e
EE (P <0,01). No geral, NTN e NNV dos 3 gendtipos identificados foi DE > DD > EE.
Os resultados mostraram que os polimorfismos no exon 10 do gene FSHR tiveram um
efeito significativo sobre os tracos do tamanho da ninhada dos porcos Wannan Black e
Berkshire corroborando que esses resultados podem ser aplicados para selecdo assistida
por marcadores nas duas ragas suinas.

Em ovinos, o aumento da expressdo do receptor FSHR no ovario é uma
caracteristica comum das ovelhas que carregam o alelo prolifico, indicando que o FSHR
estd envolvido na prolificacia de ovelhas (JIA, et al., 2005; DROUILHET, et al., 2010;
REGAN, et al., 2015).

Um estudo prospectivo observacional realizado por Allegra (2017), analisou a
associacdo dos polimorfismos do gene FSHR do c. 2039 A>G e c¢. -29 G>A com 0s
nameros de odcitos recuperados de 140 pacientes submetidas a ciclo de Fertilizacao in
vitro (FIV) e Injecdo Intraci toplasmatica de Espermatozdide (ICSI) com fatores
masculinos graves (<5.000.000 espermatozoides / mL) ou fatores tubarios. Observou-se
que a combinacdo genética de A/ G para o polimorfismo ¢.2039 A > G com G / G para

o polimorfismo c.-29 G > A, esta significativamente associada ao maior nimero de



26

odcitos coletados (p = 0,03) . Essa associacédo foi significativa mesmo apds o controle do
efeito de outras variaveis clinicas.

Segundo Du et al. (2019) em seu estudo com 245 ovelhas, analisando a regido
promotora de -580 a -342 do gene FSHR, foram encontradas quatro mutacdes (C.—
518T>C, c.-466C>T, c.-414A>G e c.-365C>T), seis genotipos (TT/CC/AA/CC,
TT/CC/AGI/CC, TCICT/AG/ CT/ CT, TT/CC/IGG/CC, TC/CT/GG/CT e CC/TTIGG/TT)
e trés haplotipos (T-C-A-C, T-C-G-C e C-T-G-T) e observou-se através de analise dos
dados que os polimorfismos no principal promotor do gene estdo associados ao
desempenho reprodutivo das ovelhas Hu quanto a tamanho de ninhada, e na atividade
transcricional do FSHR fornecendo assim um novo marcador candidato para selecédo

assistida por marcador na criagéo de ovelhas.

5 CONCLUSAO

A revisdo de literatura, foi de suma importancia para se compreender como
funciona a fisiologia reprodutiva da égua ligada a expressd@o do horménio FSH e 0 seu
receptor (FSHR), assim como, os polimorfismos que ocorrem no FSHR, através da busca

de trabalho iniciais, até os dias atuais.
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7.1 Introducéo

Os polimorfismos de Unica Base (SNP) sdo os mais comuns nos genomas
eucariontes e podem ocorrer nos genes, principalmente nas regifes codificadoras e ndo-
codificadoras de proteinas (RAMIRE-BELLO; JIMENEZ-MORALES, 2017). Nas
regides reguladoras dos muitos genes, frequentemente sdo identificados inumeros e
considerados SNPs (LIANG, et al., 2020) No entanto, as mutacfes ocorridas na regido
promotora dos genes podem causar alteragdes consideradas nas expressdes génicas
alterando os sitios de ligacGes de proteinas importantes para 0 mecanismo de transcri¢do
dos genes, resultando assim, em mudancas nas caracteristicas associadas aos genes
(BRNIARCZYK, et al., 2015).

O hormonio foliculo estimulante (FSH) desempenha papel importante na
gametogénese e sua atividade é mediada por seu receptor especifico de FSH (FSHR),
sendo expresso nas células da granulosa e células de Sertoli (SZYMANSKA, et al., 2018).
O FSHR e um membro da superfamilia dos receptores acoplados a proteina G e tem papel
crucial na reproducdo (ULLOA- AGUIRRE, et al., 2018).

Polimorfismos no gene do FSHR podem estar associados a infertilidade em
paciente masculinos devido a substituicdes de aminoacidos na estrutura proteica (LUO,
et al., 2017). Em pacientes mulheres, alguns polimorfismos estdo associados a
insuficiéncia ovariana prematura (LIU, et al., 2019). Ja Paschalidou et al. (2020)
avaliaram um polimorfismo no gene do FSHR em pacientes sob tratamento de
Fertilizacdo in Vitro (FIV) e Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI)
associando o mesmo caracteristicas como com quadro clinico, bioquimico, e
caracteristicas relacionadas ao protocolo de estimulacdo ovariana, bem como a taxa de
prenhes.

Em animais, um estudo com ovinos reporta que um polimorfismo na regido 3" ndo
traduzida (3"-UTR) tem papel importante na regulacdo da transcri¢cdo do FSHR (WANG,
et al., 2019). Enquanto que polimorfismos na regido 5’reguladora foram fortemente
associados com o tamanho da ninhada em racas de ovinos de alta e baixa prolificidade
(CHU, et al., 2012). Outro estudo identificou polimorfismos no éxon 10 do gene do FSHR
em suinos que estdo associados com o numero total de nascidos (TNB) e o nimero de
nascidos vivos (NBA) nas ninhadas (ZHANG, et al., 2015). Em galinhas poedeiras foram
identificados polimorfismos na regido promotora do gene do FSHR e 0s mesmos estéo

fortemente associados com a idade da postura do primeiro ovo e nimero de ovos
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produzidos até a idade de 43 semanas Li, et al. (2019) e Kang et al. (2012) também
avaliaram as mesmas carateristicas associadas a um INDEL (Insercdo/Delecao) na regido
promotora do FSHR e evidenciaram fortes associagOes. Portanto, polimorfismos no gene
do FSHR podem ser excelentes marcadores moleculares em reproducdo assistida
(PAPANIKOLAOU, et al., 2019).

A busca por animais com alto valor genético e a possibilidade do uso de individuos
com subfertilidade adquirida impulsionou o desenvolvimento de algumas técnicas
reprodutivas em equinos, como a inseminacdo artificial, transferéncia de embrides,
transferéncia de od6citos e injecdo intracitoplasméatica de espermatozoides (ISCI)
(BERTOZZO, et al, 2014; HINRICH, 2018). Contudo, pouco se conhece sobre os fatores
genéticos que atuam na fertilidade equina, sendo assim, os estudos de gendmica aplicada
a reproducdo de equinos tem focado muito na fertilidade de garanhdes (GIESECKE, et
al., 2010; HINRICHS, 2018).

A implementacdo de técnicas de biologia molecular na identificagdo de genes
importantes relacionados a caracteristicas econdmicas em equinos, principalmente na
selecdo de animais de alto valor genético tem sido positivo no melhoramento de varias
racas de cavalos em todo o mundo (VIEIRA, 2020). Dentre as varias racas de cavalos, se
destaca o Quarto de Milha (QM), que se caracterizada por sua versatilidade possuindo
aptiddao para diversas modalidades esportivas como rédeas, apartacdo, conformacao,
corrida e vaquejada (ALVES, 2021). Por ser uma raca adaptavel a qualquer situacéo,
transformou-se em instrumento de forca, transporte e dificil de ser derrotado em provas
equestres, além de melhorador genético de plantel, contudo os equinos de um modo geral,
se comparados com outras espécies, ainda estdo aquém quando se trata de avangos
relacionados a reproducdo (ALVES, 2021).

Neste contexto, por ndo ter pesquisas relacionadas a caracterizacdo e
polimorfismos em receptores de FSH de éguas doadoras de embrido, objetivou — se com
este trabalho caracterizar geneticamente e identificar polimorfismos nas regides
promotora e 5-UTR do gene FSHR em éguas da raca quarto de milha doadoras de

embrides, bem como identificar possiveis sitios de ligacbes nos SNPs.

7.2 Material e métodos

7.2.1 Aspectos éticos da pesquisa

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
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Federal Rural da Amazénia (CEUA/UFRA) sob o niamero (CEUA n° 6957170620
ID000213).

7.2.2 Animais utilizados

Foram utilizadas 92 éguas (Equus caballus) da raca Quarto de Milha, pertencentes
a haras no Pard (30), Pernanbuco (16) e Rio Grande do Norte (46) com idade de
aproximadamente 8 anos e peso entre 400 e 500kg. Os animais se encontravam sob
responsabilidade técnica de 3 veterinarios (1 por estado citado anteriormente), onde 0s
mesmo controlavam a reproducéo, sanidade, nutricdo e bem estar dos animais. As éguas
eram submetidas as mesmas condicGes sanitarias (vacinas maultiplas anuais, 4
vermifugagdes/ano, controle de ectoparasitas mensais). Os animais foram submetidos a

manejo nutricional e hidrico equivalentes.

7.2.2.1 Obtencdo das Amostras

As amostras de sangue foram coletadas através da puncdo a vacuo da veia jugular
em tubos contendo EDTA (4 ml). Em seguida identificadas e armazenadas em caixa
térmica refrigeradas e em seguida transferidas para freezer a -20°C, para posterior analises

laboratoriais.

7.2.3 Extracdo de DNA

As amostras de sangue foram submetidas ao protocolo de extracdo de DNA
gendmico, realizado pelo método do Fenolcloroférmio desenvolvido por Sambrook et al.
(1989). Apos as extracdes, as amostras de DNA foram submetidas a analise quanto sua

integridade a eletroforese em gel de agarose 1,5% e corado com gel red.

7.2.4 Reacdes em cadeia da polimerase (PCR)

Para realizacdo das reacGes das PCRs foi desenhado um par de primers que
flaqueasse a regidio 5SUTR e parte da regido promotora do gene receptor FSHR de equinos,
baseada na sequéncia depositadas no Genbank ID: 100052957. Para ela elaboragdo dos

primers foi utilizado o programa Primer3 (http://simgene.com/Primer3) da website
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(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0). As sequéncias dos primers sdo For:
TCCCCACTGAAAACATAGCC posicao:-319:-300 e Rev:
AAGGAGACCAGGAGCAAGG posicado: 365: 388 o tamanho do produto de
ampllificacdo é de 707 pb.

As Reacgdes em Cadeia da Polimerase foram realizadas a um volume final de 25
pL utilizando Kit Master mix (Cellco Biotec do Brasil Ltda, Sdo Carlos, SP, Brasil) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. As reagdes foram realizadas em um
Termociclador CFX 96 (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). As reacfes seguiram as
seguintes condi¢des de temperatura e tempo: Temperatura de desnaturacéo inicial 95°C
por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 62,5°C por 30 segundos e

72°C por 1 minuto, e temperatura de extengéo final de 72°C por 5 minutos.

7.2.4.1 Purificacdo e sequénciamento do produto da PCR.

As purificagbes dos produtos das PCRs (25 L), foram realizadas com o kit de
purificacdo de DNA em banda de gel de agarose (Ludwig Biotech LTDA, Alvora, RS,
BR), seguindo recomendacdes do fabricante.

Os produtos das purificagdes foram submetidas as reacdes de sequenciamento
pelo método de Sanger utilizando o kit BigDye (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de
acordo com as recomendacbes do fabricante e corridas no sequenciador de DNA
ABI3500XL (Apllied Biosystem, Foster City, CA, USA).

7.2.5 Alinhamento das sequéncias e identificacdo dos polimorfismos

Os ferogramas gerados foram editados utilizando o programa computacional
FinchTV Versdo 1.4.0 (Geospiza Research Team, USA), sendo sempre comparadas com
a sequéncia referencia depositada no Genbank ID: 100052957 e alinhadas para
comparacdo da mesma entre 0s animais para detectar os possiveis polimorfismos através
do programa Bioedit (HALL; MCDONNELL, 1999).

A sequéncia em estudo foi submetida para identificacdo de segmentos, como

potenciais sitios de ligacdo no programa AliBaba 2.1.

7.2.6 Andlises estatisticas
Os SNPs detectados foram tabulados e submetidos ao programa GENEPOP v.5
Raymond M and Rousset F (1995) no qual foi determinado as frequéncias alélicas,

genotipicas, os coeficientes de endocruzamento (Fis) e as probabilidades para o equilibrio
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de Hardy-Weinberg. Os haplotipos que tiveram frequéncia igual ou maior a 0,05 foram
testados através do teste ANOVA como efeito de manejo (trés fazendas diferentes, efeito
da idade dos animais) utilizando o aplicativo PROC MIXED do pacote estatistico do SAS
(OnDemand) com nivel de significancia de 0,05.

7.3 Resultados

Apos alinhamento as sequéncias foram identificadas 3 SNPs, sendo 2 na regido
promotora € 1 na regido 5' - UTR (regido 5' ndo traduzida) (Figura 1). O primeiro
polimorfismo (SNP 1) na posicdo -217G>T, onde o alelo G é o mais frequente, foram
identificados 3 gendtipos, sendo que o GG foi o que mais apareceu. O SNP 2 foi
identificado na posi¢do -195G>A, onde o alelo G foi o mais frequente e, entre os
genotipos, o GG foi 0 mais frequente. O SNP 3 foi identificado na posi¢édo 127 A>G onde
o0 alelo G foi 0o mais frequente e entre os genotipos o0 GG foi 0 que mais apareceu. Os
valores dos coeficientes de endocruzamentos (Fis) foram todos positivos para ambos os
SNPs, ou seja, indicando possiveis relacdes de endocruzamentos. Todos 0s SNPs
apresentaram desvios de Hardy-Weinberg (p<0,05) (Tabela 1).

Figura 1: Sequéncia caracterizada da regido do gene FSHR de equinos.

-320 TCCCCACTG AAAACATAGC CGCTCCTTAG ATCACTTGGA TTAGTCAGTT ATCTCAGCTG ATAACCCAGT-251

-250 CAAGAGTGCC TCCCACCCAC AGAGATCTGC CTCGGGCTCC CTACCCCACC CGCCTGTCTT CTGAGCAATG-181
-180 CCATTCACAG TTATTAATTA CAGAGAGAAA GAGGATCAAT GACCAGAACC CAGAAGTTCG GGTTTTCTAT-111
-110 CAAGCGGGCT GGAAGGAGAA GGTGATGCCA AGACTAGAAA CAGGTCCCTG CTCTTCACTT AGTGGCACTC -41
-40 TTAGTGATGT GTCATATTGT AGGTTGTGTT TTGTTTGGAG AAAGTCAATG ATGTCATTCT TCTGRAAAGA 30
31 GAATGGTGAC CAGCAGGGAC ACTTCTGCAG TGAAAGAATG TGAACTACTC CAGACATACA TCGAGCTTCT 100
101 ATTTGCTCTC TTCCTTGGGT CAGGGCATAA GARACCGATC CTGAAAGATA AGGGAGTAGA TTATCTTGCC 170
171 CCGGAAATCA CTGCTGGCAC AGAGGAATTG TGCTATTTGT CTGGAAGTGA CAAAAAAAAA GCATCATTTG 240
241 GTGGETCATG TGACTCTCCA CTCTCAAGGC GGATCTCTTC CAAGGGCTCT GTGTGGAGGC TCTGAAATCT 310
311 GTGGAGATTT TTCTCTGCAG ATGCAGGAAG AAAGCAGGTG GATGGATAAA TAAGCATGGC CTTGCTCCTG 380
381 GTCTCCTT
Em sublinhados estéo as posi¢des dos primers. Sequéncia em preto: representa a regido

promotora. Sequéncia em vermelho: representa a regido 5’"UTR. Sequéncia em cinza:

inicio do éxon 1. Letras em amarelo: representam as posi¢cdes dos SNPs.
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Tabela 1. Posicdo dos SNPs e respectivas descri¢cdes estatisticas na regido promotora do
gene FSHR em éguas quarto de milha doadoras de embrido.

SNPs Alelos Freq Gendtipos Freq Fis PHW
SNP1 G 0,939 GG 0,902 0,0009 0,025
-217G—-T T 0,061 GT 0,073

TT 0,024
SNP2 A 0,104 AA 0,049 0,0003 0,003
-195G—A G 0,896 AG 0,110

GG 0,841
SNP3 A 0,271 AA 0,145 0,0002 0,002
127A—G G 0,729 AG 0,253

GG 0,602
TOTAL 0,00001

SNPs: Polimorfismo de base unica; Freq: Frequéncia; Fis: coeficiente de endocruzamento;
PHW: Probabilidade de Hardy-Weinberg.

A analise de desequilibrio de ligacéo s6 foi significativa (P<0,05) entre 0 SNP1 e
0 SNP2, ou seja, indicando que existe maior interacdo de ligacdo entre os mesmos (Tabela
2).

Tabela 2. Anélise de desequilibrio de ligacao entre os SNPs.

SNP vs SNP P-Valor S.E
SNP1 vs SNP2 0,00021 0,000191
SNP1 vs SNP3 0,39201 0,004892
SNP2 vs SNP3 0,47382 0,005371

Um total de 12 haplétipos foram identificados, onde somente 4 tiveram frequéncias igual
ou superior a 0,05. Essses haplétipos foram avaliados quanto ao nimero de embrides

produzidos na estacdo de 2021 e o haplotipo G/G/A teve o maior nimero de embrifes
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produzidos enquanto que o G/G/G apresentou 0 menor nimero de embrides, com tudo
ndo ouve diferenga significativa do nimero de embrioes produzidos entre os hapl6tipos
(>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo de haplétipos a partir de 3 SNPs do gene FSHR.

Haplétipos Frequéncias NEPE2021
(Média+DP)
G/IAIG 0,01
G/IG/A 0,14 0,827+0,541
G/GIG 0,46 0,664+0,464
G/GIGA 0,23 0,761+0,380
G/GA/G 0,05 0,741+0,354
GIGA/A 0,01
G/GAIGA 0,01
GT/AIG 0,01
GT/GIG 0,02
GT/GAIG 0,02
GT/GA/GA 0,01
TIAIG 0,01

NEPE2021: Numero de embribes produzidos na estacdo de 2021.

Ao longo de toda sequéncia selvagem analisada foram identificados 74 segmentos
como potenciais sitios de ligacdes, sendo que nas posi¢oes dos SNPs foram identificados
importantes sitios de ligacdes. Na posi¢cdo -217G>T foram identificados dois segmentos
de ligacbes para Spl (Proteina especifica 1) e TFAP-2alpha (Proteina de ativacdo de
ligacdo nos reguladores-2 alfa), enquanto que na posicdo -195G>A foi identificado um
segmento de sitios de ligacdo para GR (Receptor de Glicocorticoide). Quando a sequéncia
mutante é avaliada, o total de segmentos cai para 71, pois os referidos sitios de ligacdes

sdo perdidos.

7.4 Discussao

A identificacdo de SNPs no gene do FSHR, independente de espécie, é observada

em toda sua extensdo, desde a regido reguladora (promotora e 5°-UTR), regides
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codificadoras e a por¢éo 3"-UTR. Como observado em varios organismos, desde humanos
(PASCHOLIDOU et al., 2020) e animais de producdo como ovinos (CHU et al., 2012;
WANG et al., 2019), suinos (ZHANG et al., 2015) e em aves de postura (KANG et al.,
2012; L1 et al., 2019). Agora foram identificados os primeiros SNPs no gene eFSHR, na
raca QM. A regido promotora apresentou-se variada semelhante a regides promotoras de
outros genes de interesse reprodutivos como o receptor de melatonina em bufalos
(BARBOSA et al., 2017) e no gene da leptina em bovinos (GUIMARAES et al., 2016).

As altas frequéncias alélicas em todos 0os SNPs também refletem nos coeficientes
de endocruzamentos, 0s quais revelam que as éguas apresentam um alto grau de
consanguinidade, assim como nos desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05).
Pois as altas frequéncias alélicas e genotipicas estdo diretamente associadas ao processo
de selecéo pelos quais os animais sdo submetidos, devido ao interesse dos produtores em
caracteristicas de alto valor econdmico. Silva-Filho et al. (2008) observaram
significativos graus de consanguinidades em seis racas de cavalos, inclusive a raga QM
atraves de marcadores ndo génicos (DNA microssatélite), o que consequentemente tinha
desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg.

O desequilibrio de ligacdo entre 0 SNP1 e SNP2 esta diretamente associado aos
padrdo de variacdo génica e genotipica dos dois SNPs, pois 0 SNP3 apresenta maior
variacao génica e genotipica e portanto, ndo tem forte associacdo com o SNP1 e SNP2.
Essa observacdo também € vista quando se compara o padrdo génico e genotipico de
SNPs entre os genes PRND e PRNP em cavalos (WON, et al., 2020).

A producdo media de embrides ap0s inseminacdo esta diretamente associado ao
um complexo bioguimico interfolicular que ativa a inibina no qual controla a sintese e
liberacdo de FSH, enquanto que o Estradiol atua na diminuicéo da expressdo de FSHR e
LHR nos foliculos. Como decorréncia, ocorre o aumento de IGF-1 nos fluidos do foliculo
dominante, alterando o fluxo sanguineo nos demais foliculos, ou seja, liberando apenas
um foliculo (GURGEL, et al., 2008). Essa explicacdo justifica a baixa taxa de producao
de embrides produzidos pelas doadoras durante a estacdo reprodutiva de 2021 e ndo foi
distinta entre os haplotipos.

Dos mais de 70 segmentos como potenciais sitios de ligacdo de fatores que
auxiliam e regulam a expressao génica. No SNP1 foi destacado o fator de transcricdo SP1
(Proteina especifica 1) que atua na regulacdo de muitos genes se ligando nos promotores
boxes GT ou GC e estdo envolvidos na diferenciagdo celular e no desenvolvimento
embrionario (THOMAS, et al., 2007).
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Em relagdo ao fator TFAP-2alpha, 0 mesmo se liga nas regides reguladoras ricas
em GC nas regido reguladora 5" e estd diretamente associada aos desenvolvimento
embrionario de muitas espécies quando envolvida com outros genes (PRAETORIUS, et
al., 2013). O GR (Receptor de glicocorticoides) foi o sitio de ligagdo encontrado no SNP2
e sua auséncia estd diretamente associada com a resisténcia a glicocorticoides
(CHARMANDARI, et al., 2007).

7.5 Conclusao

A regido reguladora do gene FSHR apresenta consideraveis variacoes
polimdrficas para analises populacionais que podem estar envolvios nos processos de
selecdo assistida por marcadores moleculares para caracteristicas envolvidas em fatores
reprodutivos, funcionando dessa forma, como marcadores de alteracdes reprodutivas em

éguas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

a) A revisdo de literatura acerca do assunto abordado no capitulo II,
“polimorfismos no gene receptor de FSH ocasiona impactos reprodutivos positivos em
¢guas?”’, foi de suma importancia para se compreender como funciona a fisiologia
reprodutiva da égua ligada a expresséo do horménio FSH e o seu receptor (FSHR), assim
como, os polimorfismos que ocorrem no FSHR, através da busca de trabalho iniciais, até
os dias atuais.

b) No capitulo II: “caracterizagdo genética da regido promotora do gene do
receptor de FSH em éguas da raga quarto de milha”. A regido reguladora do gene FSHR
apresentou variacdes polimdrficas para analises populacionais podendo ser considerado
um gene candidato nos processos de selecdo assistida por marcadores moleculares para
caracteristicas envolvidas na reproducédo, porém que ndo seja a producdo de embrides em
equinos, haja visto que a liberacdo folicular ndo esta diretamente associada com a
quantidade de foliculos em maturacdo, mas pode ser empregada em estudos que avaliam
a onda folicular em éguas. Sendo necessarios coletas de dados relacionados a onda
folicular para responder dessa forma a hipétese e objetivos do capitulo Il do presente
trabalho.



