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Bentin, L.A.T. Influéncia do exercicio de curta duragao e alta intensidade sobre a
expressao temporal do mRNA de leucécitos de equinos. 2020. 56f. Tese
(Doutorado)-Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2020.

RESUMO

A ‘“industria do cavalo” no Brasil movimenta bilhdes de reais anualmente e é
responsavel por 3 milhbées de postos de trabalho. O rebanho nacional supera 5
milhées de animais, sendo a raca Quarto de Milha a terceira em numero de equinos
e uma das que predomina nas atividades esportivas, demonstrando a importancia da
raga no pais. Devido a importancia do tema tanto na medicina quanto na fisiologia do
exercicio, muitos estudos tém focado sobre os efeitos do exercicio nos leucdcitos do
sangue periférico e a recente introdugao da técnica de microarranjo incrementou muito
as pesquisas. Para avaliar o efeito do exercicio sera realizado um teste de esforco, onde
0s animais fizeram o aquecimento e uma sessdo de exercicio que mimetize a
competicdo, seguido de desaquecimento. As colheitas das amostras de sangue
aconteceram no momento uma hora antes do treino e no momento 4 horas apés o treino
de esforgo. Para identificar os genes diferencialmente expressos a partir do
microarranjo, utilizou-se o software Transcriptome Analysis Console (TAC). Assim
para identificar os genes inflamatérios diferencialmente expresso a partir do TruSeq®
Targeted RNA expression, foi realizada usando o aplicativo TruSeq Targeted RNA
v1.1 no BaseSpace. Os perfis transcriptdmicos em leucécitos isolados do sangue
antes e apods o treino de esforgo foram identificados e os genes diferencialmentes
expressos estao relacionados ao processo inflamatdério, estrutura muscular e protecéo

ossea e articular.

Palavras chaves: Equino. Transcriptoma. Exercicio. Expressdao Génica.
Sequenciamento.



Bentin, L.A.T. Influence of short duration and high intensity exercise on temporal
expression of equine leukocyte mRNA. 2020. 56f. Tese (Doutorado)-Faculdade de
Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2020.

ABSTRACT

The “horse industry” in Brazil moves billions of reais annually and is responsible for 3
million jobs. The national herd exceeds 5 million animals, with the Quarter Horse breed
being the third in number of horses and one that predominates in sports activities,
demonstrating the importance of the breed in country. Due your importance of the topic
in both medicine and exercise physiology, many studies have focused on effects of
exercise, on peripheral blood leukocytes and the recent introduction of the microarray
technique has greatly increased research. To assess the effect of exercise, an exercise
test will be performed, where the animals will warm up and an exercise session that
mimics the competition, followed by a cool-down. The blood samples were collected
at time one hour before training and at time 4 hours after exercise training. To identify
the differentially expressed genes from the microarray, Transcriptome Analysis
Console (TAC) software was used. Thus, to identify the inflammatory genes
differentially expressed from TruSeq® Targeted RNA expression, it was performed
using TruSeq Targeted RNA v1.1 application in BaseSpace. Transcriptomic profiles in
leukocytes isolated from blood before and after exercise training were identified and
differentially expressed genes are related to inflammatory process, muscle structure

and bone and joint protection.

Keywords: Equine. Transcriptome. Exercise. Gene Expression. Sequencing.
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1 INTRODUGCAO

A “industria do cavalo” no Brasil movimenta bilhdes de reais anualmente e é
responsavel por 3 milhbées de postos de trabalho. O rebanho nacional supera 5
milhdes de animais, sendo a raga Quarto de Milha (QM) a terceira em numero de
equinos e uma das que predomina nas atividades esportivas, demonstrando a
importancia da raga no pais (ROBERTO ARRUDA DE SOUZA LIMA, 2016).

A rapida aceleracdo do QM e o fato de ser a raca mais veloz em curtas
distancias (NIELSEN, B. D. et al., 2006) o torna superior em provas de curta duragao.
Na prova de Trés Tambores os melhores animais geralmente finalizam o percurso em
cerca de 18 segundos, tempo suficiente para induzir aumento substancial na
lactatemia, com queda do pH e das concentragdes de bicarbonato no sangue (SILVA
et al., 2013). Embora as respostas metabdlicas e adaptagdes ao exercicio tenham
sido bem documentadas, os mecanismos celulares e moleculares ainda n&o sao
completamente conhecidos (BAGGISH et al., 2011). Tanto em humanos quanto em
equinos, sessbes curtas de exercicio de alta intensidade induzem aumento
substancial de leucdcitos na circulagédo (BARREY et al., 2006; CAPPELLI et al., 2007,
2009; FEHRENBACH, 2007; NIELSEN, HENNING BAY, 2003; SHEPHARD, 2003),
desempenhando papel na reparagao tecidual, crescimento muscular e outros
processos-chave no organismo (SABROE; WHYTE, 2007).

Devido a importancia do tema tanto na medicina quanto na fisiologia do
exercicio, muitos estudos tém focado sobre os efeitos do exercicio sobre expressao
dos receptores de citocinas, apoptose e o controle da proliferacéo celular (BUTTNER
et al., 2007; CONNOLLY et al., 2004; FEHRENBACH, 2007; ZIEKER et al., 2005) nos
leucdcitos do sangue periférico com a utilizagdo da técnica de microarranjo. Por
analisar milhares de expressdes de genes simultaneamente, esta tecnologia
desempenha um papel importante na elaboragcdo de conclusées biologicas uteis
(SHAO et al., 2015), na identificagdo de novas fun¢des para moléculas conhecidas
(PEDERSEN, LINE et al., 2016; WU et al., 2015) ou novos receptores (ZUCHERO et
al., 2016), no melhor entendimento dos diferentes tipos de neoplasias (RUSSO;
ZEGAR; GIORDANO, 2003), no estudo dos microrganismos (EVERETT et al., 2010)
e seus mecanismos de resisténcia (BRAZAS; HANCOCK, 2005), dentre tantas outras

possibilidades.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Cavalo

Antes do desenvolvimento das armas de fogo, o cavalo era crucial para a
guerra e antes da invengao do motor a vapor, era a forma mais rapida e confiavel de
transporte terrestre. Hoje sua importancia dificiimente diminuiu em partes da América
do Sul, Asia, Africa e Europa Oriental, e mesmo em outros lugares, é de grande
importancia econdmica para as industrias de esporte e lazer (LEVINE, 2005;
OUTRAM et al., 2009). Nenhum outro animal doméstico desempenhou papel tao
direto no desenvolvimento social e politico da humanidade como o cavalo, embora no
inicio de sua domesticacdo tenham sido utilizados como fonte de matéria prima e
alimentos, ao longo da histéria foram amplamente empregados como meio de
transporte e no progresso agricola (PEREIRA et al., 2015). No século XX, com o
desenvolvimento tecnoldgico das mais diversas areas, grande parte do seu uso
pratico chegou ao fim, ficando restrito as regiées com baixo indice de desenvolvimento
econdmico. Contudo, os seres humanos mantiveram estreita relagdo com estes
animais, criando-os para a pratica de esportes, recreagao, ou simplesmente por sua
beleza fisica (ALDRIDGE, 2000; PEREIRA et al., 2015). No Brasil o rebanho nacional
supera 5 milhdes de animais, sendo a raca QM a terceira em numero de equinos
registrados (LIMA, 2016).

2.2 Raga Quarto de Milha e seu uso nas Praticas Esportivas

A primeira raga de equinos que se desenvolveu na América foi a Quarto de
Milha, iniciando-se nos Estados Unidos por volta do ano de 1600 (VULCANO et al.,
2006). A raga se caracteriza por extrema docilidade, partida rapida, parada brusca,
grande capacidade em alternar a diregéo e enorme habilidade de girar sobre si mesmo
e considerada a mais versatil do mundo, € utilizada em varias modalidades de trabalho
e corrida, sendo o cavalo completo segundo a Associagéo Brasileira de Criadores de
Cavalo Quarto de Milha — ABQM (CORREA; DA MOTA, 2007; VILLELA; MOTA;
OLIVEIRA, 2002; VULCANO et al., 2006). Como ja descrito anteriormente os cavalos
da raga Quarto de Milha sdo conhecidos por sua grande versatilidade, podendo ser

utilizados em modalidades equestres de competicdo, como corridas em curtas
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distancias, tambor, baliza, vaquejada, polo e provas de rodeio em geral (CAPELLETO;
ANGELI; GRAFF, 2017; CORREA; DA MOTA, 2007).

2.3 Prova dos 3 Tambores

As exigéncias por niveis extremos de desempenho atlético por parte da espécie
equina crescem cada vez mais, devido a cultura do esporte juntamente a valorizagao
econdbmica de animais de alto desempenho esportivo (RODRIGUES; SPINDOLA,;
BOTTEON, 2016). A Prova dos Trés Tambores € uma modalidade esportiva na qual
0 conjunto (cavalo e cavaleiro) deve executar um circuito onde trés tambores sao
dispostos nos apices de um triangulo. O percurso se inicia de 13 a 18 metros de
distancia do primeiro tambor, localizado a direita da base do tridngulo e, consiste em
realizar uma volta completa em torno de cada tambor, retornando em linha reta até o
ponto de partida no menor tempo e sem faltas (STRICKLIN, 1998) conforme ilustragédo

na Figura 1.

Figura 1- llustragao do percurso da prova dos 3 tambores

2.4 Fisiologia do Exercicio associado ao Cavalo
A capacidade atlética dos cavalos € atribuida a adaptagdes fisioldgicas, essa
capacidade ¢é atribuivel a sua alta capacidade aerdbica, grandes reservas

intramusculares de substratos energéticos e em particular glicogénio, alto volume
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mitocondrial no musculo, a capacidade de aumentar o transporte de oxigénio no
sangue no inicio do exercicio através de contragao esplénica, eficiéncia da marcha e
eficiéncia termorregulacdo (HINCHCLIFF; GEOR, 2008).

A cadeia de transporte de oxigénio, do ar para o musculo, dos cavalos é
adequada para o transporte de grandes volumes de oxigénio necessarios para
suportar a alta taxa metabdlica do exercicio intenso de cavalos (PERSSON, 1967). A
grande capacidade aerdbica em cavalos esta associada a varios fatores, incluindo um
débito cardiaco maximo maior e uma concentracdo mais alta de hemoglobina
(JONES et al., 1989). O débito cardiaco € o produto da frequéncia cardiaca e do
volume sistdlico, e € o débito cardiaco que determina a entrega de sangue, e, portanto,
oxigénio, ao tecido (CONSTANTINOPOL et al., 1989). Altas taxas de aerdbica no
metabolismo muscular de cavalos sao favorecidos pela alta densidade capilar no
musculo, favorecendo o oxigénio entrega e alta atividade de enzimas envolvidas na
utilizacado de energia no musculo (JONES et al., 1989; POOLE; ERICKSON, 2008).

O treinamento prepara o atleta equino para a competicdo, induzindo as
adaptacgdes fisioldgicas necessarias para realizar um alto nivel com risco minimo de
lesdo e fornecendo os fatores comportamentais e psicoldgicos apropriados,
essenciais para uma competicao efetiva e para preparar um cavalo adequadamente
para a competicdo, o cavalo deve executar regularmente o tipo de atividade que
realizard na competicdo em uma intensidade que induza as mudangas fisiologicas
necessarias para permitir o desempenho ideal (HINCHCLIFF; GEOR, 2008).

2.4 Tecnologia de Microarranjo

O desenvolvimento da tecnologia de microarranjos esta intimamente ligada a
transicdo da biologia molecular de sua fase classica para a era pés-gendémica, esta
tecnologia promete ndo apenas acelerar drasticamente o trabalho experimental da
biologia molecular, mas também possibilitar uma abordagem experimental totalmente
nova (BLOHM; GUISEPPI-ELIE, 2001). Em vez de investigar a complexidade dos
efeitos biolégicos analisando genes unicos de suposta importancia, um apoés o outro,
muito ou mesmo todos os genes de um organismo podem agora ser testados de uma
s6 vez (EPSTEIN; BUTOW, 2000). A tecnologia de microarray liderou os estudos das
fungdes bioldgicas individuais de alguns genes, proteinas, caminhos para

investigacdes mais globais da atividade celular (HOHEISEL, 2006).
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do treinamento em cavalos
quarto de milha no exercicio de alta intensidade e curta duragao por meio da resposta

transcriptdmica de leucécitos circulantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e o Centro de Treinamento Esportivo

Foram utilizados 3 equinos da raca Quarto de Milha, estes animais apresentavam
higidos, livre de lesées ou qualquer enfermidade, pesando entre 330 kg a 470 kg, de
ambos os sexos, todos estavam sob a mesma condicdo de manejo e alimentagéo
durante todo o experimento. Os treinamentos ocorriam 3 vezes na semana em um
reconhecido centro de treinamento para modalidade esportiva trés tambores no interior
do Estado de S&o Paulo. O presente experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
na Experimentagcdo Animal de acordo com os principios éticos na experimentacao

animal.

4.2 Teste de Esforgco, Coleta das Amostras e Monitoragao via Sistema de
Posicionamento Global

Para avaliar o efeito do exercicio foi realizado um teste de esforgo (TE), onde os
animais fizeram o aquecimento por 20 minutos € uma sessao de exercicio que
mimetizou a competicdo, ao mesmo tempo foi monitorado a frequéncia cardiaca minima
e maxima o tempo de prova através do sistema de posicionamento global para equinos
(RS800CX-G3, Polar Electro, Lake Success, NY, USA) seguido de desaquecimento de
10 minutos. Os dados obtidos pelo G.P.S. foram analisados usando o aplicativo KER
Clocklt Sport (Kentucky Equine Research, USA),

As colheitas das amostras de sangue foram realizadas no momento 1 hora antes
do exercicio (Basal) e 4 horas ap6s o término do exercicio (M4). Conforme representado
no fluxo de trabalho na Figura 2. Para avaliar o efeito do treinamento, foram realizados
dois TEs em cada animal, sendo o primeiro teste (TE1) com o animal no inicio do

treinamento e o segundo teste (TE2) apds cinco meses de treinamento.

4.3 Isolamento de leucécitos para obtencao de RNA total

Foram colhidos 9 mL de sangue venoso total em tubos a vacuo contendo EDTA
(BD Vacutainer®, San Jose, CA, EUA). Brevemente, as amostras de sangue foram
passadas através de filtro LeukoLOCK® (Total RNA Isolation System®, Ambion,

Woodward St, USA) para enriquecer os leucdcitos totais. Cada filtro foi lavado com
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tampéo fosfato-salino (PBS) para remover hemacias residuais. Em seguida, foram
adicionados 3 mL de RNAlater® (Ambion, Woodward St, USA) para estabilizar o RNA.

Estas amostras ficaram armazenadas a -80°C até o momento do isolamento do RNA.

Figura 2 - Representacao dos treinos de esforcos 1 e 2, mensuragao da frequéncia
cardiaca e tempo de prova além da colheita de sangue periférico no inicio do
treinamento e apos 5 meses de treinamento respectivamente

G.PS.

1 hora antes o TE
1 hora antes o TE
Basal Basal )
Colheita de Sangue
Colheita de Sangue o
rc Treinamento de Esforco (~31 min) _mm Treinamento de Esforco (~31 min) ?

(Méxima e Minima) Aquecimento (20 min) Aquecimento (20 min) (Méxima e Minima)
s TE1 = TF? = o
@ Sess3o de Exercicio (= 18 segundos) Sessdo de Exercicio (= 18 segundos) @

Tempo de Prova Desaquecimento (10 min) Deseaquecimento (10 min) Tempo de Prova

4 horas apés o TE Y b 4 horas apés o TE
Colheita de Sangue ’ ’ Colheita de Sangue

4.4 Isolando e Concentrando o RNA total

G.PS.

Para o isolamento do RNA total foi utilizado o protocolo alternativo para
extragdo do RNA de células capturadas a partir do filtro LeukoLOCK® (Total RNA
Isolation System®, Ambion, Woodward St, USA) usando o TRI Reagent® (Ambion,
Woodward St, USA) conforme instrugbes do fabricante. Em seguida as amostras de
RNA foram concentradas no equipamento Eppendorf Concentrator 5301 (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) conforme descrito em (HERMANN et al, 2019). A
quantificagcao foi realizada pelo espectrofotdmetro NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher
Scientific Inc, Waltham, MA, USA).

O kit RNA 600 Pico foi utilizado para mensurar a qualidade do RNA por
eletroforese capilar na plataforma Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).
A métrica DV2oo foi usada para calcular a porcentagem dos fragmentos do RNA com

tamanho > 200 nucleotideos.

4.5 Microarranjo para Analise Transcriptomica
Utilizou-se um kit de reagente WT PLUS (Affymetrix®, Santa Clara, CA, EUA)

para preparo das amostras de RNA para analise da expressao do transcriptoma no
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GeneChip™ Equine Gene 1.1 ST Array Strip, (Affymetrix®, Santa Clara, CA, EUA)
obedecendo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, os controles RNA Poly-A
(lys, phe, thr e dap), ausentes nas células eucaridticas foram adicionados as amostras
de RNA (controle do ensaio) antes da geracdo do cDNA. Apds o processo de
amplificagdo, o cDNA final foi purificado, quantificado, fragmentado e marcado para
hibridagado em strips. Os strips permaneceram durante 20 horas a 48°C num forno de
hibridagdo. Os strips foram, entdo, lavados e corados no sistema robético GeneAtlas
(Affymetrix®, Santa Clara, CA, EUA) usando o kit GeneAtlas Hybridization, Wash and
Stain para WT Array Strips (Affymetrix®, Santa Clara, CA, EUA). Finalmente, os strips
foram digitalizados usando o sistema de imagens GeneAtlas (Affymetrix®, Santa
Clara, CA, EUA). Os valores de intensidade nos arquivos foram corrigidos em segundo
plano, transformados em log? e depois normalizados pelo software Transcriptome
Analysis Console (TAC) (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, EUA), utilizando-
se o algoritmo Robust Multi-array Average (RMA).

4.6 Avaliacdo do Perfil Inflamatério Através do Sequenciamento de Nova
Geragao

O perfil de expressao génica multiplexada foi obtido usando o kit de expresséo
TruSeq® Targeted RNA expression (lllumina, San Diego, CA) com painéis de alvos
personalizados (Apéndice). As bibliotecas foram preparadas e porteriormente
reunidas e lidas no sequenciador MiSeq (lllumina) com o kit MiSeq v3 (lllumina) e 150

ciclos/leitura, obedecendo as instru¢cdes do fabricante.

4.7 |dentificagcdo de Genes Diferencialmente Expressos no Microarranjo e
Sequenciamento de Proxima Geragao

Para identificar os genes diferencialmente expressos a partir do microarranjo,
utilizou-se o software Transcriptome Analysis Console (TAC) (Affymetrix®),
empregando-se a analise estatistica ANOVA (fold change = 1,5; FDR corrigido p <
0,05). Para identificar os genes diferencialmente expressos a partir do TruSeq®
Targeted RNA expression, utilizou-se o aplicativo TruSeq Targeted RNA v1.1 no
BaseSpace (lllumina®, San Diego, CA). Apdés a desmultiplexagcdo e a geragao de
arquivos FASTQ, as leituras de cada amostra foram alinhadas as referéncias

especificadas no manifesto usando o algoritmo Smith-Waterman que alinha todas as
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sequencias e produz arquivos de destino que contém contagens replicadas alinhadas
brutas para cada transcrito. Em seguida foi realizado analise de expresséo diferencial,
na qual foram calculados os valores de normalizacdo da profundidade do
sequenciamento, estimativa de varidncia e p valores (fold change * 1,5 p-

ajustado<0,05 usando o método Benjamini-Hochberg).

4.8 Anadlise funcional de enriquecimento de conjuntos de genes
diferencialmente expressos através da ferramenta Enrichr

Para descrever a implicacdo dos genes diferencialmentes expressos nos
leucécitos de equinos, realizou-se uma analise funcional na plataforma Enrichr (CHEN
etal., 2013) (KULESHOV et al., 2016). Foi também utilizada a biblioteca de analise de
vias Wikipathway 2019 Human (KUTMON et al.,, 2015; SLENTER et al., 2017),
seguida da avaliagdo da via enriquecida e ontologia daquelas com valor de p-

ajustado<0,05 pelo teste de Bonferroni.



29

5 RESULTADOS

5.1 Analise do Tempo de Prova e Mensuragao da Frequéncia Cardiaca através
do Sistema de Posicionamento Global

Através do sistema de posicionamento global os animais foram monitorados
durante o percurso da prova de 3 tambores, mostrando que o tempo de prova foi
significativamente menor (p=0,011) no TE2 em comparac¢ao com o TE1, enquanto as
médias das FCmax (p=0,33) e FCmin (p=0,36) foram iguais nos dois testes de esforgo,

de acordo com o teste t de Student (Tabela 1).

Tabela 1- Frequéncias cardiacas (batimentos/minuto) maxima (FCmax) e minima
(FCmin) e tempo de prova (segundos) desenvolvidos durante o percurso da prova de 3
tambores em dois testes de esfor¢o (TE) fisico. Os dados representam a média * desvio-
padrao

Momento FCmax FCmin Tempo de prova
TE1 170,80 £ 32,212 44,67 £ 6,812 27,17 £ 4,612
TE2 142,33 £ 65,222 40,00 £ 5,902 22,78 + 2,58

ab | etras diferentes na coluna indicam que as médias diferem entre si (teste t, p<0,05).

5.2 Perfil de Expressao Génica Via Analise do Microarranjo

Num total de 26006 genes, 88 genes foram encontrados diferencialmente
expressos apos aplicarmos o filtro ENSECA (Equus caballus) apés o teste de esforgo
TEA1. Destes 88, 49 estavam up-regulados e 39 down-regulados em M4 (fold change
+ 1,5 e false discovery FDR p<0,05), correspondendo a 55,68% e 44,32%
respectivamente (Figura 3A). Quando os animais foram submetidos ao teste de
esforco TE2, utilizando os mesmos critérios, comparando os momentos M4 e Basal,
foram encontrados 17 genes diferencialmente expressos (12 up-regulados e 5 down-
regulados em M4 — fold change + 1,5 e false discovery FDR p<0,05) correspondendo
a 70,59% e 29,41%, respectivamente (Figura 3B). A Tabela 2 e 3 mostram os genes
up-regulados e down-regulados com seus respectivos fold change comparando-os
nos dois treinos de esfor¢go e mostrados na cor vermelha (fold change positivo) € na
cor azul (fold change negativo).

Para investigar a existéncia de diferengas significativas da expressao génica

entre os momentos Basal e M4 nos grupos TE1 e TE2, utilizamos o método de
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agrupamento hierarquico que foi aplicado ao conjunto de genes diferencialmente
expressos. O mapa de calor mostra que no TE1 ha dois agrupamentos distintos com
diferenga de expressao génica quando comparados os momentos M4 e Basal (Figura
6). No TE2 notadamente observa-se os mesmos agrupamentos, com modificagdo da
expressao génica nos mesmos momentos (Figura 7). O Diagrama de Venn na Figura
4 apresentam os genes diferencialmente expressos no momento Basal, no TE1 (49
genes up-regulados) e TE2 (12 genes up-regulados) com dois genes em comum,
enquanto a Figura 5 apresentam os genes diferencialmente expressos no M4, no TE1
(39 genes down-regulados) e no TE2 (5 genes down-regulados), podendo observar

que os genes representados neste diagrama ndo apresentou genes em comuns.

5.3 Analise do Perfil Inflamatoério

Para analise do perfil inflamatorio utilizamos a tecnologia TruSeq Targeted RNA
Expression através de um painel customizado (APENDICE A), que apds comparagao
entre os momentos (Basal e M4) no TE1 e TE2, observou que houve expressao dos
genes deste painel em ambos os treinos de esforgos (APENDICE B), embora n3o
tenha havido diferenca significativa entre eles (p < 0,05, pelo teste de Bonferroni). O
que significa que manteve o comportamento inflamatério nos treinos de esforgo 1 e 2

nos momentos Basal e M4.

5.4 Enriquecimento Funcional e Classificagao Funcional

Para o enriquecimento funcional e classificacdo dos perfis de expressio obtida
nos TE1 e TEZ2, utilizou-se a ferramenta online de enriquecimento funcional Enrichr.
As vias enriquecidas nos TE1 e TE2 de interesse (p<0,05) estdo associadas a
resposta inflamatoéria Regulation of Toll-like receptor signaling pathway WP1449
(p=0,035) e via Cardiac Progenitor Differentiation WP2406 (p=0,002) demonstradas
nas Figuras 8 e 9. Enquanto a via enriquecida nos TE1 e TE2 do perfil inflamatério
manteve a expressao nos momentos Basal e M4 nos TE1 e TE2 a mesma via

Regulation of Toll-like receptor signaling pathway WP1449 (p = 0,0001).
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Figura 3- Sumarizagcao dos resultados realizado pelo programa Transcriptome
Analysis Console e Volcano Plot ilustrando genes diferencialmente expressos, (A) 4
horas apés o término do TE em relagdo ao momento Basal (-1 hora do inicio do TE)
no TE1 e (B) horas apés o término do TE em relagado ao momento Basal (-1 hora do
inicio do TE) no TE2. O eixo x representa o log? (razido) onde a relagio é a proporgio
das médias de intensidade dos tratamentos sob o controle. O eixo y representa -log"’
(p-valor) onde p < 0,05 é o valor associado ao teste estatistico ANOVA aplicado na
comparacao entre os grupos. Os pontos coloridos mostram os genes considerados
up-regulados (cor vermelha) ou down-regulados (cor verde), enquanto que os genes
nao regulados sao exibidos como pontos na cor cinza (FDR <0,05, fold change * 1,5)
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« P-val: < 0,05
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« Down-Regulated: 39 (44,32%)
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Tabela 2 - Lista de genes diferencialmentes expressos up-regulados e down-regulados
em M4 do TE1, com seus respectivos fold change representados nas cores vermelha
(fold change positivo) e na cor azul (fold change negativo) e o fold change do contraste

em TE2

(continua)

Up-Regulados

Down-Regulados

Fold Change Fold Change
Gene M4 vs Basal Gene M4 vs Basal
TE1 TE2 TE1 TE2
RPS17L; LOC100065786 PGBD5 T e
RPS8 DCDC2B
CAPZB e CLDN19 e
PGD SLC12A3
LAPTM5 KLRG2 R
IGJ PPM1J I
LOC100055584; RPL23A | LOC100068584 e
LOC100057617 BGLAP
LOC100057175 e G0S2 e 0
S100A8 KCNJ10
S100A12 MFSD5
KCNJ8 e KRT73 e
ARHGDIB PPAN
RPS28 NFIX
PET100 DOHH
IL18 BRI3BP I
PICALM KcTD15 B B e
LY96* ZNF135
LOC100066849 e LG4
CCL5* e NUMBL
LOC100054725 MIR1180 e
FTHA ALDH3B1 e
LOC100059021 IGF2*
UBE2D2 SHANK2
ATP6VOE1 ZNF629
PCBP1 ALKBH4
LAPTM4A e F12
RPL31 ARHGEF37
LAMP1 MIRLET7G
ALOX5AP PLCD1
CYTIP SLCO2A1
BMP6 e SLC25A15
LOC100058247 | LOC100062763
TREM1* IRX4* I
PTP4A1 Loc100071531 ||
RPL10A FAM90A1
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LOC100053279 TYMP

DYNLRB1 SH3BP1

HNRNPK TNFRSF13C
RPL12
TXN
FNTA
GLIPR1
RGS18
RGS2
WTAP
AP1S2
RPS4
SAT1

A escala de cores ilustrada com a cor vemelha significa o fold change (+) e a cor azul significa o fold
change (-). Momento Basal: 1 hora antes do inicio do teste de esfor¢co; M4: 4 horas apds o término de
cada teste de esforgo. *Genes identificados na analise de enriquecimento funcional.

Figura 4 - Diagrama de Venn dos genes diferencialmente expressos da comparagao
entre os treinamentos de esfor¢os 1 e 2 no momento Basal

47 2 10
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Tabela 3 - Lista de genes diferencialmentes expressos up-regulados e down-regulados
em M4 do TE1, com seus respectivos fold change, e o fold change do contraste em TE1

Up-Regulados Down-Regulados
Fold Change Fold Change
Gene M4 vs Basal Gene M4 vs Basal
TE1 TE2 TE1 TE2

NMES1 LOC100067067 P I | s
SNX10 iNnHBA< L
Aamp scn4s N

DYNLL1 Loc100056766/ I O
LeaLsoch ELPsl
LOC100060989
MAT2B s
RPL15

LOC1001469550

A escala de cores ilustrada com a cor vemelha significa o fold change (+) e a cor azul significa o fold
change (-). *Genes identificados na analise de enriquecimento funcional.

Figura 5 - Diagrama de Venn dos genes diferencialmente expressos da comparagao
entre os treinamentos de esfor¢cos 1 e 2 no momento 4
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Figura 6 - Mapa de calor comparando os genes diferencialmente expressos (M4 vs
Basal) em leucécitos de equinos quarto de milha submetidos ao exercicio de alta
intensidade no TE1. Intensidade da cor indica niveis de expressao (cor verde down-
regulado e cor vermelha up-regulado em M4). A semelhan¢a entre individuos com
armazenamento em cluster hierarquico pode ser vista acima e a esquerda do mapa de
calor
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Figura 7- Mapa de calor comparando os genes diferencialmente expressos (M4 vs
Basal) em leucécitos de equinos quarto de milha submetidos ao exercicio de alta
intensidade no TE1. Intensidade da cor indica niveis de expressao (cor verde down-
regulado e cor vermelha up-regulado em M4). A semelhan¢a entre individuos com
armazenamento em cluster hierarquico pode ser vista acima e a esquerda do mapa de
calor.
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Figura 8- Via de Regulation of toll-like receptor signaling Pathway no TE1. As estrelas vermelhas indicam os genes com diferencas

significativas e diferencialmente expressos identificados no microarranjo.

conhecidos na via e sem identificagao na analise transcriptomica.
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Figura 9- Via Cardiac Progenitor Differentiation no TE2. As estrelas vermelhas indicam os genes com diferengas significativas e
diferencialmente expressos up-regulados e a estrela verde indica o gene down-regulado identificados no microarranjo. Sem marcagao

com estrelas representam os genes conhecidos na via e sem identificagdao na analise transcriptomica.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo revelamos que os cavalos submetidos a treinamento fisico ao
longo de 5 meses evidenciaram melhora no seu condicionamento fisico e também
houve mudanga no perfil transcriptdmico dos leucdcitos circulantes de equinos em
resposta ao esforco de alta intensidade. No ambiente de desenvolvimento esportivo,
o monitoramento dos treinamentos usando ferramentas nao invasivas de treinamento
séo eficientes em termos de ganho de tempo e obtencédo de informagdes precisas,
sendo possivel rastrear o tempo do exercicio e monitorar o status da frequéncia
cardiaca.

O tempo de prova foi significativamente menor no TE2 em comparagéo com o
TE1, portanto, € razoavel sugerir que o treinamento foi suficiente para promover o
ganho de tempo apos 5 meses de condicionamento fisico, onde os animais treinados
ganharam velocidade e poténcia uma vez que diminuiram em média 4 segundos na
prova dos 3 tambores. Esse ganho poderiam estar associado ao tipo de treinamento
e condicionamento proposto aos animais, estudo conduzido com cavalos puro-sangue
inglés para avaliar respostas fisioldgicas ao treinamento intermitente de alta
intensidade conduzido por 8 meses, mostrou que além da melhora no
condicionamento fisico os animais ganharam poténcia e melhoram a capacidade
aerobia (OHMURA et al., 2013). As FCmax possuem valores absolutos mais elevados
em cavalos em estagios de treinamento mais avangado para provas de trés tambores
do que aqueles encontrados anteriormente no estudo que avalia os efeitos nos
parametros eletrocardiograficos e sanguineos em cavalos quarto de milha na prova
de 3 tambores (BINDA et al., 2016). A taquicardia pds-exercicio observada corrobora
com achados na literatura como encontrada no trabalho que usou suplementacéo oral
de creatina para avaliar o desempenho de cavalos (TEIXEIRA et al., 2016) e pode ser
atribuida ao aumento das necessidades metabdlicas dos musculos durante o
exercicio e aumento da atividade simpatica, sendo dependente da intensidade do
esforgo fisico (DE et al., 2009).

Neste estudo, analisou-se os perfis transcriptdmicos de leucécitos totais

envolvidos no treino de esforgo, entre o momento que antecede a sessido de
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treinamento e quatro horas apds a sessdo do treinamento. O sangue periférico é
amplamente utilizado para monitorar o status do organismo (MOHR; LIEW, 2007). E
de fato, a analise do transcriptoma em leucécitos coletados de amostras de sangue €,
sem duvida, capaz de evidenciar resposta dos equinos ao exercicio (BARREY et al.,
2006; CAPOMACCIO et al., 2013; GIM et al., 2014). Ao comparar os respectivos perfis
transcriptdbmicos no sangue antes e apos o exercicio, conseguimos identificar genes
diferencialmente expressos, que poderiam se encaixar perfeitamente no contexto bem
caracterizado de regulagcdo adaptativa ao exercicio em equinos. Nesta visao
abrangente, os genes diferencialmente expressos estavam ligados ao processo
inflamatorio com genes que atuam na via Regulation of toll-like receptor signaling e
genes que atuam no metabolismo celular, e que atuam na via Cardiac Progenitor
Differentiation. O exercicio fisico induz diferentes alteracdes inflamatorias, que se
correlacionam com o tipo, intensidade e duracéo do exercicio e o nivel de treinamento,
com elevagao de glicoproteinas no tecido muscular, levando a altera¢des nas células
imunes que provocam a elevagao sistémica de citocinas pré- e anti-inflamatorias
(ANDRADE et al., 2018; LIRA et al., 2015; PEDERSEN, BENTE KLARLUND;
HOFFMAN-GOETZ, 2000; PETERSEN; PEDERSEN, 2005) Nossos resultados
sugeririam que os animais treinados ao longo de cinco meses poderiam sofrer
processo inflamatoério devido a intensidade e a velocidade da prova, uma vez que os
cavalos necessitavam de poténcia e forgca para cumprir a prova, ou ainda poderia
sugerir o aumento da permeabilidade intestinal. De acordo com (PALS et al., 1997)
ativacao de TLRs ocorre em resposta a estimulagao da atividade antimicrobiana como
efeito da intensidade da corrida sobre a permeabilidade intestinal. Estes mesmos
dados foram encontrados no sequenciamento de nova geragédo do presente estudo.
A auséncia diferengas significativas permitem sugerir que o padrdo do perfil
inflamatdrio foi o mesmo nos dois treinos de esforco. Por tratar-se de exercicio de
curta duracdo, mesmo de alta intensidade, ndo houve lesdo muscular que pudesse
causar alteracado no perfil inflamatério. A musculatura corporal e os tenddes foram
avaliados por ultrassonografia (dados ndo mostrados) e corroboram esta hipotese.

O gene IRX4 importante mediador da diferenciagdo ventricular durante o
desenvolvimento cardiaco (BAO et al., 1999; BRUNEAU et al., 2000) e o gene IGF2
esta envolvido no metabolismo da glicose do musculo esquelético, além de participar
no transporte de moléculas através das membranas celulares e também no interior da

célula, o que sugeriria no nosso trabalho que este gene participaria do metabolismo
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muscular uma vez que estes animais estariam iniciando os treinamentos (WILLIAMS
et al., 2012). Em cultivo de células mioblasticas C2C12 com a supresséo da proteina
ZBEDG6 que regula a expressado de IGF2 mostrou que este gene quando regulado
positivamente pode afetar o crescimento muscular além da estrutura muscular do
coracdo (MARKLJUNG et al., 2009).

O gene INHBA exerce fungéo nos o0ssos, influenciando o desenvolvimento de
osteoblastos e osteoclastos, de forma que as inibicdes desse gene exercem efeitos
supressores sobre a diferenciagado e o metabolismo das células ésseas (NICKS et al.,
2009; NICKS; FOWLER; GADDY, 2010). Ademais, um estudo realizado para a
supressao do gene IHBA em cultivo de células primarias da medula 6ssea de roedores
demonstrou que a sua supressdo diminuiu completamente a osteoblastogénese
(GADDY-KURTEN et al., 2002). Assim sugere que nos animais estudados, este gene
down-regulado poderia estar associado a protegdo 6ssea e articular em resposta ao

exercicio de curta duracao e alta intensidade.
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7 CONCLUSAO

O exercicio proposto conseguiu demonstrar que o periodo do treinamento
melhorou o condicionamento fisico dos animais como demonstrado pelos dois testes
de esforgo. Os perfis transcriptdmicos em leucdcitos isolados do sangue antes e apés
os testes de esforgo estao relacionados ao processo inflamatdério, estrutura muscular

e protecao 6ssea e articular.
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APENDICE

APENDICE A - Painel e genes para customizagdo do TruSeq Targeted RNA Expression com o Gene Symbol, Ensembl ID, Genebank

Acession, Gene Name, Localization e Exon

ss;’;,il EnsIeDmbI A(f:?:zts)grokn Gene Name Localization Exon
TLR-4 ENSECAG00000010339 NCBI toll like receptor 4 Chromosome 25: 21,966,163-21,976,507 forward strand Exon count 3
TLR-2 ENSECAG00000018028 NCBI toll like receptor 2 Chromosome 2: 80,143,503-80,170,045 reverse strand Exon count 8
MyD88 ENSECAGO00000001774 NCBI myeloid differentiation primary response 88 Chromosome 16: 47,093,285-47,096,316 reverse strand. Exon count 5
TIRAP ENSECAGO00000012390 NCBI TIR domain containing adaptor protein Chromosome 7: 35,105,295-35,107,741 forward strand Exon count 8
TICAM1 Gene ID: 100062414 NCBI toll like receptor adaptor molecule 1 Chromosome 7, NC_009150.3 (3401162..3411521, complement) -
TICAM2 Gene ID: 100529854 NCBI toll-like receptor adaptor molecule 2 Chromosome 14 (GPC_000003375.1):56,354,108 - 56,376,631 -
TRAM2 ENSECAG00000010916 NCBI translocation associated membrane protein 2 Chromosome 20: 50,162,197-50,233,536 reverse strand Exon count 11
NFKB1 ENSECAG00000015042 NCBI nuclear factor kappa B subunit 1 Chromosome 3: 37,317,740-37,407,632 reverse strand. Exon count 28
TAB1  ENSECAG00000017245 NCBI ;r%t':e'ﬁleﬁa activated kinase 1 (MAP3K7) binding ¢y o< ome 28: 36,233,750-36,244,869 forward strand. Exon count 12
STAT2 ENSECAG00000022326 NCBI signal transducer and activator of transcription 2  Chromosome 6: 73,982,635-73,993,353 reverse strand Exon count 24
STAT3 ENSECAG00000016439 NCBI signal transducer and activator of transcription 3 ~ Chromosome 11: 20,610,215-20,637,153 forward strand. Exon count 24
STAT4 ENSECAG00000023170 NCBI signal transducer and activator of transcription 4 ~ Chromosome 18: 67,349,714-67,444,539 reverse strand. Exon count 25
STAT5A  ENSECAG00000012328 NCBI Signal transducer and activator oftransefiplion - grromosome 11: 20,641,426-20,659,699 reverse stran Exon count 19
ATF3 ENSECAG00000011486 NCBI activating transcription factor 3 Chromosome 5: 26,065,349-26,077,751 reverse strand Exon count 7
IRF1 ENSECAG00000017794 NCBI interferon regulatory factor 1 Chromosome 14: 43,066,114-43,072,270 forward strand. Exon count 12
IRF5 ENSECAG00000009902 NCBI interferon regulatory factor 5 Chromosome 4: 83,815,034-83,820,274 forward strand. Exon count 9
IRF7 ENSECAG00000009744 NCBI interferon regulatory factor 7 Chromosome 12: 31,760,352-31,763,393 reverse strand. Exon count 10
IRF9 ENSECAG00000024429 NCBI interferon regulatory factor 9 Chromosome 1: 162,064,904-162,069,554 forward strand. Exon count 9
TNFAIP3 ENSECAGO00000009626 NCBI TNF alpha induced protein 3 Chromosome 10: 83,095,482-83,105,236 forward strand. Exon count 10
BATF3  ENSECAG00000011042 NCBI basic leucine zipper ATF-like transcription factor o, cme 5. 26,005,544-26,014,071 forward strand. Exon count 3

3



RELA
IL-1A
TNF
IL10
IL6
TGFB1
IL1R1
AQP9
PCDHB7
BTLA

ENSECAG00000013763
ENSECAG00000023727
ENSECAG00000001174
ENSECAG00000009179
ENSECAG00000016482
ENSECAG00000011671
ENSECAG00000016394
ENSECAG00000012789
ENSECAG00000001422
ENSECAG00000016436

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

RELA proto-oncogene, NF-kB subunit
interleukin 1 alpha

tumor necrosis factor

interleukin 10

interleukin 6

transforming growth factor beta 1
interleukin 1 receptor type 1
aquaporin 9

protocadherin beta 7

B and T lymphocyte associated

Chromosome 12: 25,800,277-26,031,018 reverse strand.
Chromosome 15: 15,701,256-15,710,378 reverse strand.
Chromosome 20: 31,358,747-31,360,636 forward strand.
Chromosome 5: 2,987,183-2,991,116 reverse strand.
Chromosome 4: 54,422,007-54,426,062 forward strand
Chromosome 10: 11,893,629-11,906,388 reverse strand.
Chromosome 15: 7,464,747-7,540,005 reverse strand.

Chromosome 1: 133,233,259-133,273,779 reverse strand.

Chromosome 14: 35,759,788-35,762,175 reverse strand.
Chromosome 19: 45,200,513-45,228,165 forward strand.

Exon count 11
Exon count 7
Exon count 4

Exon count 5
Exon count 5
Exon count 7
Exon count 15
Exon count 7
Exon count 1

Exon count 6




APENDICE B - Lista de genes diferencialmentes expressos identificados no sequenciamento de nova geragao com o seu respectivo
transcrito, média nos momentos Basal e M4, folge change e o valor de p

Treino de Esforco 1 Treino de Esforgo 2
Transcrito Gene Fold Fold
Média Change p Média Change p
Basal M4 Basal M4
ENSECAT00000003236 KRT34 0,30 0,00 0,00 0,8140 0,00 0,00 1,00 1000,0000
ENSECAT00000002048 TNF 0,30 0,00 0,00 0,1690 0,70 0,00 0,00 0,8070
ENSECAT00000002299 MYD88 222,70 319,00 0,13 0,4620 69,00 160,00 0,84 0,7700
1188,0 3673,3 3381,0 4590,0
ENSECAT00000003301 UBB 0 0 0,63 0,1640 0 0 0,62 0,8780
1000,000
ENSECAT00000004851 Aquaporin 4 0,00 0,00 1,00 0 2,30 0,00 0,00 0,4960
1000,000
ENSECAT00000004884 TICAM1 0,00 0,00 1,00 0 0,30 0,30 0,87 1000,0000
1000,000
ENSECAT00000005758 ILARAP 0,00 0,00 1,00 0 0,70 17,70 0,23 0,5850
ENSECAT00000007411 RNF114 137,30 1,00 0,00 0,3040 173,00 66,30 0,17 0,5180
1000,000
ENSECAT00000009338 IL10 0,00 0,00 1,00 0 0,70 0,00 0,00 0,7790
ENSECAT00000009822 SLC16A3 45,00 256,70 0,42 0,6470 1,00 3,00 3,10 0,8890
ENSECAT00000010015 TNFAIP3 1,30 0,30 0,03 0,4990 188,00 29,30 0,06 0,4410
ENSECAT00000010020 IRF7 430,00 633,30 0,17 0,2480 102,00 549,70 14,60 0,8410
ENSECAT00000010372 IRF5 87,30 458,70 2,00 0,9790 368,30 511,70 1,10 0,7930
ENSECAT00000010707 TLR4 2,70 360,70 7,70 0,9120 0,70 5,30 0,37 0,7280
1000,000
ENSECAT00000011734 RAD50 0,00 0,00 1,00 0 0,00 0,00 1,00 1000,0000
ENSECAT00000011367 BATF3 0,30 0,70 0,25 0,4640 2,00 0,70 0,02 0,7430

ENSECAT00000011931 ATF3 156,00 0,30 0,00 0,2070 2,00 1,00 0,01 0,8800



ENSECAT00000012588
ENSECAT00000012827

ENSECAT00000013438
ENSECAT00000013461
ENSECAT00000013715
ENSECAT00000014559

ENSECAT00000014355
ENSECAT00000014845
ENSECAT00000016309
ENSECAT00000016255
ENSECAT00000017060

ENSECAT00000016697
ENSECAT00000017312
ENSECAT00000017645
ENSECAT00000017260
ENSECAT00000017492

ENSECAT00000017688
ENSECAT00000018007

ENSECAT00000018433
ENSECAT00000019013
ENSECAT00000019986
ENSECAT00000020455
ENSECAT00000021108

CD86 1,00 1,30
TIRAP 1,00 0,00
TICAM2 4,30 36,00
RNF166 92,70 15,30
KLF10 0,30 0,70
VCL 1,00 0,70

5123,3
ARHGDIB 45,70 0
SLA2 0,30 0,00
NFKB1 14,00 45,70
UBE2H 0,70 0,00
KLHL12 0,70 0,30
MYOG 0,00 0,00
NUP50 1,00 28,30
IL1IR1 0,70 0,30
BTLA 1,00 0,00
IL6 0,30 0,70
IL5 0,00 0,00
APPBP2 0,30 0,70
TAB1 0,00 0,00
TLR2 3,70 392,00
TRAM1 81,30 220,70
FANCD2 2,30 0,30

POLR3A 0,70 0,30

0,16
0,00

0,15
0,10
0,68
0,12

11,50
0,00
0,61
0,00
0,05

1,00
7,50
0,01
0,00
0,11

1,00
0,40

1,00
32,00
0,62
0,03
0,16

0,7930
0,1800
1000,000
0
0,6740
0,6830
0,8750

0,0150
0,8140
0,8570
0,1420
0,7320
1000,000
0
0,6060
0,9030
0,5380
0,4640
1000,000
0
0,4640
1000,000
0

0,3830
0,7790
0,7760
0,7810

3,00
0,30

1,00
0,30
0,70
65,70

790,70
70,30
2,30
0,70
1,00

0,00
2,00
0,30
0,00
1,00

0,00
0,30

0,00
6,00
26,70
0,00
0,00

1,00
0,00

0,30
0,70
25,00
64,00
1208,3
0
0,00
71,70
272,00
0,30

0,00
1,30
1,00
0,00
0,30

0,00
0,00

0,00
217,00
136,30

0,00

0,00

0,20
0,00

0,11
1,40
0,78
1,10

1,90
0,00
1,30
100,90
0,18

1,00
0,16
0,64
1,00
0,00

1,00
0,00

1,00
0,99
0,98
1,00
1,00

0,7760
0,5860

0,8720
1000,0000
0,5910
0,7470

0,9490
0,1280
0,6720
0,4050
0,7070

1000,0000
0,9260
1000,0000
1000,0000
0,8820

1000,0000
0,5860

1000,0000
0,5650
1000,0000
1000,0000
1000,0000



ENSECAT00000021100
ENSECAT00000021660
ENSECAT00000022205
ENSECAT00000021877
ENSECAT00000022506

ENSECAT00000023364
ENSECAT00000023628
ENSECAT00000024249

ENSECAT00000023921
ENSECAT00000024637

ENSECAT00000024744
ENSECAT00000025147
ENSECAT00000025746
ENSECAT00000026310

ENSECAT00000017076
ENSECAT00000019193
ENSECAT00000021394
ENSECAT00000025375

CHRNA1
BCL2
MAPKAP1
ARHGDIA
CDK2

LAMC2
ELF2
STAT2

CKM
CD69

FOSL1
LCK
cuL4s
IRF9

* %k
* %k
* %k

* %k

0,00
1,00
0,70
2,70
3,70

0,00
1,00
112,70

0,00
1,30

0,00
2,00
1,30
1,00

0,00
0,30
0,70
0,30

0,00
0,70
37,00
11,30
0,00

0,00
0,30
252,70

0,00
89,30

0,00
249,70
192,30

65,70

0,30
0,00
263,00
0,70

1,00
0,05
10,90
0,59
0,00

1,00
0,01
1,40

1,00
8,80

1,00
46,00
14,20
24,10

Infinity
0,00
11,40
0,25

1000,000
0
0,6640
0,8120
0,9060
0,2460
1000,000
0
0,5630
0,8810
1000,000
0
0,8540
1000,000
0
0,3010
0,7730
0,5490
1000,000
0

0,8140
0,8640
0,4640

0,00
0,30
0,70
148,70
1,00

0,00
1,30
7,30

0,00
2,70

0,00
206,30
73,00
7,30

0,00
22,30
1,70
0,00

0,00
0,70
8,00
456,30
0,30

0,00
74,00
4,00

0,00
2,00

0,00
151,30
1,30
710,00

0,00
231,70
74,00
0,00

1,00
1,10
0,18
1,20
0,07

1,00
1,40
0,16

1,00
0,25

1,00
0,36
0,07
3,40

1,00
47,60
0,83
1,00

1000,0000
1000,0000
0,6800
1000,0000
0,8700

1000,0000
0,6080
0,8400

1000,0000
0,9310

1000,0000
0,5960
0,2300
0,5880

1000,0000
0,7320
0,5560

1000,0000

*#%* Genes que ndo anotados em Equus Cabalus



