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1 INTRODUCAO

Cavalos Crioulos apresentam algumas caracteristicas bem marcadas e
fundamentadas pela sua associagdao (ABCCC), como morfologia e funcao, e, mais
recentemente, com exames de paternidade, agregando mais valor a esta raca. Além
destas caracteristicas, a pelagem € um outro fator descrito e utilizado para catalogar
0S animais, porém, até o momento, ndo se tem uma analise dentro da raca crioula
gue determine estas variacbes na pelagem. Mutagcdes no gene KIT, descritos para
outras racas, s80 responsaveis por padrdes de manchas brancas em cavalos. Este
gene possui 21 exons e desempenha papel importante na sobrevivéncia dos
melandcitos durante o desenvolvimento embrionario (Hasse e Brooks, 2007), que
migram distalmente até as extremidades e colonizam a epiderme. A existéncia de
mutacdo no gene KIT, resulta em fendétipos de despigmentacédo, como os padrdes de
pelagem Tobiano, Rudo, Branco Dominante e Sabino-1.

O padrao de pelagem Sabino-1 (SB1) caracteriza-se por modificacbes na
cor causadas por uma mutacdo no intron 16 do gene KIT, onde ocorre a substituicao
da base T(timina) por uma base A(adenina). Esta mutacéo resulta em uma alteracéo
no splice feito normalmente para a retirada do intron, acarretando em um escape do
exon 17 (Brooks, 2005). Cavalos heterozigotos para a mutacdo Sabino-1 (SB1/sbl)
se caracterizam por manchas brancas e irregulares na por¢ao inferior das patas, na
face, geralmente combinadas com manchas brancas ao longo do corpo e areas
ruas. Cavalos homozigotos (SB1/SB1) séo parcialmente ou totalmente brancos, com
pele rosada (Castle, 2009).

Os animais que possuem manchas brancas irregulares nas patas , face, sdo
reconhecidos como Sabino (Sponemberg 2003). Embora Brooks e Bailey (2005)
tenham encontrado uma ampla distribuicdo de KI16+1037 associado com padréo
Sabino-1 em diversas racas, nem todos os fenétipos do tipo Sabino sdo explicados
por esta mutagao.

.Com base no exposto acima o objetivo do trabalho é verificar se todos os
animais que possuem o padrdo de manchas Sabino-1 representam mutagdes na
regido do intron 16 do gene KIT.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

As amostras de sangue foram coletadas em tubos a vacuo. As extracdes de DNA
foram realizadas utilizando o Kit Blood Genomic DNA Miniprep® de acordo com as
instrugdes do fabricante (Axygen Bioscience, USA). Para verificar o polimorfismo no
intron 16 do gene KIT, foram amplificados a porgdo da extremidade 3’ do intron 16
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até o inicio do exon 17 usando a técnica da PCR descrita por (Brooks, 2005) . As
amplificagbes foram realizadas usando uma temperatura de desnaturacgéo inicial a
94°C por 3’, seguidos por 35 ciclos com deshaturacdo a 94°C, anelamento 57°C por
35 segundos e extensdo a 72°C também por 35 segundos. Foram utilizados os
primers KITi16aF ( 5- GGT CCT GAC GAT GAG AAA CAC AAG T- 3) e KiTe17-
117R ( 5- TTT GAC CAC ATA ATT AGA ATC ATT C- 3’). Os produtos foram
checados em Gel de Agarose 1%, corado com Gelgreen e visualizado em
transluminador de luz branca. O produto da PCR foi digerido adicionando-se a
enzima de restricdo Mnll e colocado em Banho Maria a 37°C “overnight” conforme
(Brooks, 2005). Em seguida, os produtos foram aplicados em gel de poliacrilamida
10%, que foi corado com nitrato de prata para a visualizacdo das amostras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma adicdo ou delecdo de varios pares de bases (pb) na regido do intron
pode ocasionar uma mudanca na fase de leitura dos éxons pela modificacdo no
momento do splicing, provocando a ma formacéo da proteina final (Brooks, 2005). A
partir da amplificacdo do intron 16 até os primeiros 290 pb do intron 17, € possivel
verificar se o tamanho dos fragmentos obtidos esta de acordo com o tamanho dos
fragmentos esperados (Figura 1), pois a modificagdo no exon 17 pode alterar a
migracdo dos melandcitos e resultar no padrdo de pelagem Sabino-1. Para isso,
foram utilizadas amostras de cavalos sem as caracteristicas fenotipicas Sabino-1,
considerados homozigotos ndo Sabino (sbl/sbl) e amostras de cavalos com
fendtipo de despigmentacdo caracteristico do padrdo de pelagem, com manchas
brancas nas patas, na face (Figura 2), considerados heterozigotos Sabino-1
(SB1/sbl).
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Figura 1: As amostra 1, 3 e 5 homozigotos ndo Sabino (sb1/sbl). Amostra 2,4,6,7,8
e 9 heterozigotos para sabino (SB1/sbl). N para controle negativo e M marcador de
peso molecular (GeneRuler®).

Na imagem acima (Figura 1) € observado o resultado de um dos géis de agarose
com os produtos correspondentes a amostras tanto de equinos com fendtipo
compativel a Sabino-1 como de equinos sem o padrdo de manchas caracteristico.
Animais sem o padrao de pelagem Sabino-1 (sb1l/sbl) apresentam as bandas 207,
74 e 47 pb além da banda com 356pb. Animais homozigotos para Sabino-1
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(SB1/SB1) apresentam somente as bandas 252 e 74 pb, enquanto que animais
heterozigotos (SB1/sbl) possuem bandas 252, 207, 74 e 47 pb. As bandas de 74 e
47 pb ndo sdo observadas no gel de agarose, mas foram observadas no gel de
poliacrilamida 10%.

Figura 2: Animal colorado mostrando as manchas caracteristicas do animal sabino.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura descrita por Brooks e Bailey(2005)
confirmando a presenca do SNP na regido do 16° intron que resulta no fenoétipo

sabino. Os animais apresentados foram classificados pela ABCCC e, até o
momento, nenhum dos animais testados foi homozigoto para a mutacao Sabino-1.

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados até o momento, a mutacdo descrita na
literatura para outras racas, também esté presente no cavalo crioulo.
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