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Resumo

A Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), uma doenga do grupo das
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET), ou doenca do prion, ¢ uma doenca
neurodegenerativa fatal, afetando vdarias espécies de mamiferos e produzindo uma
degeneragdo espongiforme, caracteristica, do cérebro. O agente infeccioso ¢ uma molécula
protéica resistente a protease, PrP* que resulta de uma alteragdo conformacional de uma
glicoproteina normal, codificada pelo hospedeiro, PrP°. Uma vez formada, a PrP* induz
sua conformagdo a PrP¢, gerando moléculas adicionais de PrP*, em uma reagdo auto-
catalitica. A doenca pode ser transmitida tanto dentro como entre espécies de mamiferos.
Dois polimorfismos de inser¢do/delecdao, um de 23 pares de base (pb) na regido promotora
do gene PrP e outro de 12 pb no intron 1 do gene foram descritos, em bovinos, na
Alemanha, associados a susceptibilidade a EEB, os animais portadores das delegdes sendo
mais freqiientemente afetados pela doencga. Este trabalho tem como objetivo verificar as
freqiiéncias alélicas destes polimorfismos, em dois rebanhos bovinos do Rio Grande do
Sul, Aberdeen Angus e Charolés. O DNA foi investigado por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com primers especificos, sendo o produto de amplificagdo analisado em
gel de poliacrilamida a 10% e corado com nitrato de prata. Nas amostras de Aberdeen as
freqiiéncias das delegdes de 23 e 12 pb foram, respectivamente, 73% e 56%, os valores
correspondentes, nos Charolés, sendo de 68% e 58%. As freqiiéncias do haplétipo del 23-
del12 foi de 54 e 57% em Aberdeen e Charolés, respectivamente. Estes dados mostram a
alta freqiiéncia dos alelos e do haplotipo de susceptibilidade a doenga e a necessidade de
selecdo para aumentar a freqliéncia dos animais resistentes, reduzindo as chances de
desenvolvimento de EEB, em nossas populacdes.



Abstract

The bovine spongiform encephalopathy (BSE), a disease of the transmissible
spongiform encephalopathies (TSE) group, or prion disease, is a fatal neurodegenerative
disorder, affecting a wide variety of mammalian species and producing a characteristic
spongiform degeneration of the brain. The infectious agent is a protease resistant protein
molecule designated PrP*, resulting from a conformationally altered form of a normal,
host-encoded membrane glycoprotein called PrP°. Once PrP* has been formed it impresses
its abnormal conformation on PrP°, thereby generating additional molecules of PrP* in an
autocatalytic reaction. Prion diseases could be transmitted to the same or to a different host
mammalian species. Two deletion/insertion polymorphisms, one of 23 base pairs (bp) on
the promoter region of PrP gene and other of 12 bp on intron 1 of PrP gene, have been
described in German cattle as associated to different susceptibility to BSE disease, the
animal with deletions presenting greater susceptibility. The objective of this work was to
verify the allele frequencies of these polymorphisms in two cattle breed from Rio Grande
do Sul, Aberdeen Angus and Charolais. The DNA was investigated through polimerase
chain reaction (PCR), with specific primers and the amplicon analyzed in 10%
polyacrylamide electrophoresis gel and silver nitrate staining. The 23bp and 12bp deletion
frequencies in Aberdeen were, respectively, 73% and 56%, the Charolais values being 68%
and 58%. The 23del-12del haplotype frequency was 54 and 57% in Aberdeen and
Charolais, respectively. These data show the high frequencies of susceptibility alleles and
haplotype in these herds and the need of selection to increase the frequency of resistant
animals and reduce the probabilities of a BSE development in our populations.



I ntroducéo

1 Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (EET), também conhecidas como
doengas do prion, provocam degeneragdes cerebrais, lentamente progressivas,
caracterizadas por vacuoliza¢do do tecido cerebral (Figura 1) e depdsito de uma proteina
anormal (PrP*), e ocorrem tanto no homem como em animais. Tém como caracteristicas
comuns, nas diferentes espécies, o fato de possuirem tempo de incubacdo prolongado,
atingirem o sistema nervoso, serem debilitantes e sempre fatais, sendo que o agente
etioldgico nao induz resposta imune detectavel (Castiglioni et al., 1998; Costa, 2004;

Vrtkova et al., 2001), o diagnéstico confirmatério s6 podendo ser realizado pés-mortem.

Figura 1. Vacuolizagdo do tecido cerebral em individuos com EEB

(niah.naro.affrc.go.jp/disease/bse/images/img0034gif; acesso em 28/10/05)

Estas desordens resultam do acimulo, no cérebro, da proteina prion (PrP*), que é
uma forma alterada de uma proteina normal (PrP‘), uma glicoproteina normalmente
encontrada no organismo de animais e do homem com cerca de 250 aminoacidos. A PrP® é
uma proteina celular presente em varios tipos de células, incluindo musculos e linfocitos.

Essa proteina parece atuar na fung¢do neuronal, estando envolvida na sinapse.



A PrP* ¢ formada em um processo catalitico, sendo uma forma insoluvel da PrP°,
muito resistente a digestao por proteases. A seqiiéncia de aminoacidos da proteina normal e
da anormal ¢ a mesma, diferindo somente em relacdo ao comportamento bioquimico e
biofisico, sendo a forma celular normal predominantemente alfa-helicoidal e a alterada,
beta-helicoidal (Figura 2). Moléculas com maior propor¢ao da estrutura beta-helicoidal

parecem ser mais resistentes a digestao enzimatica por proteases (Hunter, 1999).

Figura 2. Forma celular da proteina prion normal e alterada

Proteina normal Proteit
(www.arzt-und-gesundheit.de/gemeinsam-arzt-und-gesundheit/graphic/bse/bse-prion.jpg;
acesso em 28/10/05)

As particulas infectantes ndo possuem material genético (DNA ou RNA),
multiplicam-se rapidamente, simplesmente através da alteracdo da estrutura espacial da
proteina normal, embora essas transformag¢des ndo sejam totalmente conhecidas. O
desenvolvimento da doenca depende tanto da estrutura da forma normal da proteina, no
hospedeiro, quanto da estrutura alterada, infectante, que ¢ introduzida no organismo. O
mecanismo responsavel pela doenga parece ser que, ao ser inoculado ou ingerido, um PrP*
em contato com o PrP® do hospedeiro se multiplica no tecido linfoide, onde permanece por
longo periodo. Quando ganha acesso ao sistema nervoso ocorre a formacdo de um
heterodimero PrP‘/PrP* entre a proteina normal do hospedeiro e a prion infectante. Este
heterodimero converte-se rapidamente no homodimero PrP*/PrP*, levando a um circulo
vicioso de transformag¢ido exponencial da proteina PrP®, na forma alterada PrP* que se
acumula no cérebro causando lesdes caracteristicas (Harris, 1999; Nicholas, 1999;
Dormont, 2002a; Weissmann, 2004). As principais diferencas e semelhancas entre a forma

normal e a infectante constam na Tabela 1.



Existem outras teorias sobre a etiologia destas doengas. Uma advoga que o agente
transmissor seria um virus com caracteristicas bioquimicas incomuns, e outra, de que seria
um virino, uma proteina contendo uma pequena particula de acido nucléico que codificaria
apenas a si proprio, o que explicaria a auséncia de resposta imune. No entanto, as duas
teorias ndo se sustentam quando se observa a auséncia de identificacdo de acidos nucléicos,
no patogeno e a resisténcia do agente as irradiagdes ionizante e ultravioleta, que inativaria
os 4acidos nucléicos de um possivel virus ou virino (Dormont, 2002b; Hill, 2004;

Weissmann, 2004).

Tabela 1. Diferencas entre a forma normal (PrP°) e a associada a doenga (PrP*)

PrP° PrP*
Proteases (PK) Sensivel Parcialmente resistente
Massa molecular (-PK) 33-35kDa 33-35kDa
Massa molecular (+PK) Degradada 27-30 kDa
Detergentes Soluvel Insoltvel
Localizagao Superficie das células Agregados

(Hunter, 1999).

O agente patogénico ¢ altamente estavel e resistente ao congelamento,
ressecamento e calor (do cozimento normal), a pasteurizacao, e esterilizacdo a temperatura
e tempo usuais. Pode resistir, também, a uma solucdo formolizada a 20% durante quatro
meses, a temperatura de 90°C durante uma hora e ao calor seco de 160°C, durante 24
horas. O agente também ¢ resistente as irradiagdes ionizante e ultravioleta, como referido
anteriormente. No entanto, temperatura de 105°C, sob pressdo, durante 30-60 minutos,
pode inativar o agente infeccioso, dependendo do tamanho da particula (Costa, 2004;
Dormont, 2002a).

Diferentes EET t€m sido descritas em animais [“scrapie” — Encefalopatia de ovinos
e caprinos; EEB — Encefalopatia espongiforme bovina (conhecida popularmente como
doenga da vaca louca); TME — Encefalopatia transmissivel em vison (Minks); CWD —
Doenca debilitante cronica, em mulas e alces; FSE — Encefalopatia espongiforme felina] e
humanos (Kuru; FFI — Insonia familiar fatal; GSS — Sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker; CJD — Doenca de Creutzfeldt-Jakob; Otto, 2000).

Essas doencgas foram descritas ha décadas, “scrapie” por volta de 1750, EEB em 1850

e entre 1920 e 1930 houve referéncia a casos de CJD (Bodemer e Kaup, 2004).



Os casos de transmissao das EET entre humanos, com exce¢ao da Kuru, comum em
uma populagdo da Nova Guiné e transmitido por canibalismo ritual, sdo raros, mas ha
relatos de infec¢do por instrumentos cirirgicos ou transplante de cérnea proveniente de
pacientes com CJD. A transmissdo de animais para humanos tem sido descrita, como, por
exemplo, a contaminagcdo humana por ingestdo de carne de bovinos afetados pela EEB,
resultando em uma forma variante de CJD, com manifestagdo em idades anteriores a da
CJD classica (Doh-ura e Kitamoto, 1996). Em espécies diferentes, a transmissdo ¢ mais
provavel entre organismos evolutivamente mais aparentados. A epidemia da “Vaca Louca”
no Reino Unido em 1986, por exemplo, parece ter ocorrido porque o gado estava sendo
alimentado com ragdo que continha proteina, farinha de carne e osso (FCO), proveniente
de ovelhas afetadas por “scrapie”. A distribuicdo destas doengas ¢ mundial e preocupa pelo
fato de ser sempre fatal, por ndo induzir uma resposta imune que permita o diagnostico, €
por poder ser confirmada somente apos a morte do infectado, por analise do material
cerebral.

A transmissdo entre animais de espécies distintas € caracterizada por um longo
periodo de incubagdo, sem a presenga dos sintomas. Isso porque a propagacdo da prion
depende da interagdo entre PrP® do receptor e PrP* infectante e, consequentemente da
homologia entre os genes de PrP dos diferentes organismos, sendo este processo chamado
de barreira das espécies (Dormont, 2002b). Muitas vezes o tempo de incubacdo ultrapassa
o tempo de vida do animal que ¢ abatido antes de apresentar a manifestagdo da doenga,
embora podendo transmiti-la, o que aumenta o risco de contaminagao.

O periodo de incubagdo pode variar entre organismos e espécies, € a auséncia de
sintomas clinicos em um individuo ndo exclui a possibilidade de transmissdo a um novo
hospedeiro. O longo periodo de incubacdo e o fato de poucos animais morrerem logo nos

primeiros periodos apds a infec¢do dificultam bastante o diagnodstico.

2 - A Encefalopatia Espongiforme Bovina

A encefalopatia espongiforme bovina (EEB), uma das doencas pertencentes ao
grupo das EET, embora descrita ja no século XIX, foi reconhecida pela primeira vez, no
Reino Unido, em 1986 e passou a ser conhecida como doenca da “vaca louca”. Uma das

teorias do surgimento da doenga ¢ de que uma alteragdo introduzida no processo de



obtenc¢do de farinha de carne e osso (FCO), utilizada na alimentagao do gado, no final dos
anos 70 e inicio dos 80, permitiram que o agente infeccioso oriundo da scrapie dos ovinos
sobrevivesse € contaminasse 0s bovinos.

Nao hé predisposicao relacionada ao sexo ou raga, ¢ a susceptibilidade genotipica
ndo ¢ clara, como ocorre com a scrapie. O periodo de incubagdo tem sido considerado
como de quatro a cinco anos podendo, em alguns casos, ser de dois. A evolucao da doenga
para morte varia de uma a quatorze semanas, apos os primeiros sintomas.

Os animais afetados tornam-se muito dificeis de manejar e demonstram aumento de
sinais de ataxia e alteracdes de comportamento, medo, agressividade, sensibilidade ao
barulho e ao toque, salivagdo, tremores, ¢ atitude de lamber o focinho (Hunter, 1999). Na
locomogdo, passam a hesitar nos movimentos, como ao passar por ralos, por exemplo

(Figura 3).

Figura 3. Animal saudavel e doente da raga Holandesa

&

a) animal saudavel b)1 animal doente
(www.saudeanimal.com.br/images/mal vaca louca.gif; acesso em 28/10/05)

Projetou-se que, com algumas medidas profildticas, como retirada da FCO da
alimentacdo dos animais ¢ abate e incineracdo dos animais infectados, a doenca seria
eliminada até o ano de 2001 (Hunter, 1999); mas, apesar da redu¢ao do nimero de casos,
no mundo, a incidéncia da doenga continuou, distribuindo-se mundialmente e atingindo
paises na Europa, América e Asia (Costa, 2004).

Em margo de 1996, em humanos, uma nova forma de CJD foi reportada afetando
pessoas jovens, ao redor dos 20 anos. Isto ndo acontece normalmente ja que a forma usual
de CJD afeta individuos entre a quinta e a sexta década de vida. Esta nova forma da doenca

foi denominada como variante da CJD (vCJD). Desde os casos iniciais, ocorreram 139


http://www.saudeanimal.com.br/images/mal_vaca_louca.gif

mortes de pacientes com vCJD no Reino Unido, até o final de fevereiro de 2004. Esta nova
doenga sugeriu um novo fator de risco para CJD. Através de pesquisas sobre a estrutura
molecular e os mecanismos de infec¢ao identificou-se semelhanga entre a prion da vCJD e
da EEB, demonstrando a possivel contaminagdo através da ingestdo de carne de gado
contaminado com EEB (Hill, 2004).

Enquanto as pesquisas de genes em humanos ou ratos sao realizadas para um
melhor entendimento de doengas e manutencao da satde publica, em animais domésticos,
as andlises de genes sdo mais interessantes quando associados a importancia econdmica.
Assim, genes de interesse sdo os que conferem resisténcia a doengas, ou que permitem
selecionar caracteristicas fisiologicas ou morfologicas que gerem um maior ganho para o
criador como, por exemplo, reproducdo, lactagdo e crescimento do animal. Neste sentido, a
EEB apresenta todos os requisitos para ser estudada (Vaiman, 1999).

Desde que a doenga surgiu no Reino Unido em 1986, mais de 170 mil cabecas de
gado foram sacrificadas. O medo da EEB reduziu drasticamente o consumo de carne em
toda a Europa e os custos associados a medidas para controlar a doenca e suportar os
prejuizos do mercado de carne ficaram ao redor de 2,5 bilhdes de ddlares no periodo de
1996-1997 e foi estimado um prejuizo de aproximadamente 3 bilhdes de dolares para o
periodo de 1997-2000 (Costa, 2004).

A eliminagdo da FCO da alimentagdao do gado, na Europa, fez com que as
exportacdes brasileiras de soja para racdo animal subissem 45% em dezembro de 2000
quando comparado a dezembro de 1999; além disso, as exportacdes de carne também se
elevaram consideravelmente.

Estes dados demonstram a importancia de manuten¢do do Brasil como zona livre
de EEB; caso contrario, os prejuizos para a pecuaria e para a economia nacional seriam
enormes, além dos riscos para a saude humana.

O Brasil apresenta, em principio, baixo risco de aparecimento da EEB, mas as
medidas sanitarias adotadas sdo imprescindiveis para evitar sua introdu¢do no pais. Para a
manuten¢do do Brasil como pais livre da presenca da doenca fazem-se necessarias algumas
medidas tais como a nao utilizagdo de FCO na alimenta¢dao dos animais, que deve conter
somente pasto € outros insumos que ndo tenham como base proteina animal, que ¢ a
principal forma de transmissdo da doenga, bem como a proibicao de importacao de animais

e seus produtos, de paises com registro da doenca.
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3 - Prion: gene codificador, proteina e polimorfismos

O genoma do gado ¢ composto de 29 pares de autossomos € 2 Cromossomos
sexuais. O gene codificador da proteina prion (PrP) localiza-se no cromossomo 13 ¢ ¢
formado por 3 éxons e 2 introns. O mRNA maduro sofre alteragdes pds transcricionais e
somente uma fracdo do éxon 3, de 4244 pares de bases (pb) ¢ traduzida gerando uma
proteina funcional que ¢ uma glicoproteina composta por cerca de 250 aminodacidos,
associada a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) que se liga a muitos tipos de células,
especialmente nervosas. Sua funcao parece ser facilitar a transmissao de sinais e a entrada
de ions nas células nervosas (Wechselberger et al., 2002).

Estd comprovado que certos genétipos do gene PrP sdo resistentes a doenca
neurodegenerativa em ratos, ovelhas e homem, mas, embora algumas sugestdes tenham
sido feitas, isto ndo foi comprovado no gado (Vrtkova et al., 2001).

Em humanos, o gene PrP exibe um polimorfismo no cédon 129, a homozigose
(metionina/metionina ou valina/valina), estimada em 50%, estando associada com a
susceptibilidade a doenga (Dormont, 2002b; Preuss et al., 2003).

Em ovinos, os polimorfismos nos cdédons 136 (alanina ou valina — A/V), 154
(histidina ou arginina — H/R) e 171 (glutamina, arginina, histidina ou lisina — Q/R/H/K),
tém sido descritos como associados a susceptibilidade dos animais, o gendtipo VRQ sendo
0 mais susceptivel, em algumas ragas (DeSilva et al., 2003).

Em bovinos, mais de 60 polimorfismos foram identificados nos trés €xons, bem
como na regido promotora do gene PrP. Seqiiéncias variantes no gene PrP bovino
poderiam ter influéncia sobre a seqiiéncia de aminoacidos ou o nivel de expressdo da
proteina prion e, deste modo, sobre a susceptibilidade a EEB. Entre estes, repeticdes de
octapeptideos no éxon 3, de 5, 6 ¢ 7 unidades foram descritas em animais de diferentes
racas, entre elas Charolés, Simental e outras, sendo os homozigotos 5/5 associados a maior
resisténcia a EEB (Vrtkova et al., 2001). No entanto, estes achados ndo foram confirmados
por outros autores (Premzl et al., 2000; Walawski et al., 2003). Na Alemanha, Sander et al.
(2004) sequenciaram o gene PrP de bovinos de ragas alemas, detectando 60 polimorfismos.
Destes, os autores selecionaram 4 que ou alteravam a seqiiéncia de aminodcidos da

proteina (repeti¢do de octapeptideos, anteriormente citada) ou poderiam ter efeito sobre a
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expressdao do PrP, e testaram sua associacdo com a susceptibilidade a EEB. Entre estes
polimorfismos, apenas dois mostraram associacao significante: duas inser¢des/delecdes
(indel), uma de 23 pb na regido promotora e outra de 12 pb no intron 1, os animais
portadores das dele¢des sendo mais freqiientemente afetados pela doenga. (Sander et
al.,2004).

Posteriormente, Sander et al. (2005), através da analise funcional da regido
promotora do gene PrP, verificaram que os dois indels contém sitios de ligagdo a fatores de
transcricdo que modelam a expressio do gene PrP e que a combinagdo delecio
23pb/delecdo 12 bp apresenta maior expressao génica, o que € compativel com os achados
de associacdo entre animais portadores das duas delecdes e maior susceptibilidade a EEB.
Convém salientar que, embora o indel de 12 pb esteja em um intron, ha indica¢des de que

esta regido interfere na atividade promotora do gene PrP (Inoue et al., 1997).
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Justificativa e Objetivos

No Brasil, a EEB, “scrapie” e as demais patologias relacionadas estdo incluidas no
grupo de doencas exdticas, para as quais o sistema brasileiro de vigilancia epidemiologica
mantém postura de alerta permanente, face tratar-se de doencgas de notificagao obrigatodria.

Entre os muitos polimorfismos ja descritos, no gene PrP, os inicos que apresentam
indicagdes mais consistentes de estarem associados a susceptibilidade a EEB sdo as
delegdes de 23 e 12 pb descritas por Sander et al.(2004).

Assim, este trabalho tem por objetivos:

Geral: analisar a diversidade genética de dois polimorfismos de inser¢ao/delecao
(indel), um de 23 pb, na regido promotora do gene e outro de 12 pb no intron 1, em
bovinos, no Rio Grande do Sul.

Especificos:

1. verificar, em dois rebanhos do Rio Grande do Sul (Aberdeen Angus e Charolés) , a
distribuicao dos alelos do indel de 12 pb;

2. verificar, nos mesmos rebanhos, as freqiiéncias génicas do indel de 23 pb;

3. estimar os parametros de diversidade genética, desses rebanhos, com base nestes dois
polimorfismos;

4. estimar, nos dois rebanhos as freqiiéncias haplotipicas e verificar se os dois locos
encontram-se em equilibrio de ligacao.

Os resultados obtidos permitirdo, uma vez repassados aos criadores, a selecdo de
rebanhos formados por animais portadores de gendtipos resistentes, diminuindo, assim, as

chances de desenvolvimento desta doenga, em nossos rebanhos.



Material e M étodos
1. Amostras:

Os animais, cujas amostras foram utilizadas nesta investigagdo, sdo todos fémeas
adultas, sadias, com idade variando de 4 a 6 anos, de dois rebanhos do Rio Grande do Sul,
provenientes da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), RS, um Aberdeen Angus
(n: 99) e um Charolés (n: 82). Estas duas ragas tém sido, tradicionalmente, criadas em
grande escala em nosso Estado.

A histéria do Charolés comega com um gado nativo de cor creme que habitava a
comarca de Charolais, na regido central da Franga, entre os rios Loire e Sadne. A raga
ancestral provavelmente apresentava muitas caracteristicas comuns ao gado Simental, da
Suica ¢ da Alemanha.

Da aptidao tripla (carne, trabalho e leite) passou para uma raga especializada em
carne, aumentando muito sua reputacao desde o inicio do século XX.

Sao bovinos grandes e pesados, de pelagem branca ou creme (amarelo claro), com
reflexos amarelados. Os chifres nascem lateralmente, encurvando-se para frente e para

cima, na extremidade. (Figura 4).

Figura 4. Animais da raga Charolés (www.codeman.fi; acesso em 28/10/2005)


http://www.codeman.fi/

A raca Aberdeen Angus existe na Escocia ha 400 anos e se desenvolveu no século
XIX no nordeste escocés nos condados de Angus e Aberdeen. Sua origem ¢ muito remota,
€ ja nas antigas esculturas ha representacdo dos bovinos mochos, nesta zona. O gado negro
sem chifres ¢ mencionado no século IX e no inicio do século XVI. (Figura 5).

A mescla de todos os tipos locais em uma nova raga foi estimulada por dois grandes
criadores: Watson ¢ McCombie (condados de Angus e Aberdeen, respectivamente). A
raca, formada por eles e seus vizinhos, originou o Aberdeen Angus que apresenta o biotipo

classico de raca produtora de carne.

ST S A

Figura 5. Animais da raga Aberdeen Angus

(www.glymptonaberdeenangus.co.uk/sale.html; acesso em 28/10/05)

2. Métodos Laboratoriais

O DNA foi isolado a partir de sangue total, obtido da veia jugular, através do
método de Miller et al. (1988) e foi amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
seguindo a técnica descrita por Sander et al. (2004), que consta basicamente de:

Para um volume final de 25 pl, a PCR continha 20 ng DNA, 1 unidade de Taq
DNA polimerase, 10 pmol de cada primer (Tabela 2), 5 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,
e tampdo da Taq DNA polimerase, fornecido pelo fabricante da enzima. A reagdo foi
efetuada com uma desnaturagdo inicial de 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de

desnaturacao a 94°C por 45 s, anelamento a 56°C por 45 s e extensdo a 72°C por 2 min.
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Apobs os 35 ciclos foi efetuada uma extensdo final a 72°C por 5 min. Os protocolos de
amplificacdo foram idénticos para os dois marcadores. Os produtos de PCR foram
analisados em gel de acrilamida ndo desnaturante a 10%, permitindo a visualizacdo dos

alelos 100/123 para a indel de 23 pb e 91/103 para a indel de 12 pb.

Tabela 2. Seqiiéncia dos primers utilizados nesta investigagao

Indel de 23 pb Seqiiéncia dos primers
F 5 ‘GTGCCAGCCATGTAAGTG 3’
R 5" TGGACAGGCACAATGGG 3’
Indel de 12 pb
F 5’ TTACCCTCCTGGTTAGGAG 3’
R 5" CTAGATTCCTACACACCAC 3°

Sander et al. (2004)

3. Anélises estatisticas

As freqiiéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas foram calculadas por contagem
direta.

O grau de similaridade entre as populagdes e entre as freqiiéncias haplotipicas

observadas e esperadas foi testado pelo calculo do qui-quadrado (y?), através da formula:

onde, O s3o as freqii€ncias genotipicas absolutas observadas e E as esperadas,
calculadas em tabela de contingéncia.

A heterozigozidade esperada (h) em cada loco, ponderada pelo tamanho amostral
foi calculada conforme Nei (1978), através da formula:

h=2n(1- ¥ xi®)/(2n-1)

onde, xi sdo as freqiiéncias alélicas e n ¢ o nimero amostral.

A Heterozigozidade média (H) media foi calculada pela formula:

H = }h/n, sendo n o ntimero de locos.

O conteudo de informagdes polimorficas (PIC), que revela a potencialidade de um
sistema para analises de ligagao, foi avaliado segundo Botstein et al. (1980), através da
férmula:

P=1-(Yp’) - ¥2p:’ . 2p;’

onde, p; e pjsdo freqiiéncias alélicas.
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A anélise do equilibrio entre os dois locos foi realizada por comparagao entre as
freqiiéncias gaméticas observadas e as esperadas com base nas freqii€ncias alélicas,
conforme:

d=(Gl1x G22) — (G12 x G21), em que,

G11 e G22 sdo os gametas em acoplamento ¢ G12, G21 sdo os gametas em
repulsao (Lewontin,1988).

A significancia do desvio foi estimada por:

x2 = d*N/ pip2q192, €m que,

N ¢ o nuimero total de gametas da populagdo e piq; € p.qz sdo as freqii€ncias
alélicas dos dois locos (Lewontin, 1988).

Todos os calculos foram realizados com o auxilio do programa Excel para
Windows® ou com o auxilio de uma calculadora.

Nao se analisou a associa¢ao entre os polimorfismos e a doenca porque a EEB

inexiste em nossas populacdes.
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Resultados e Discussao

Os produtos de PCR, analisados em gel de acrilamida ndo desnaturante a 10%,
permitiram a identificacdo dos alelos 100/123 para a indel de 23 pb e 91/103 para a indel

de 12 pb; exemplos dos genoétipos obtidos encontram-se representados nas figuras 6 e 7.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

123 pb
100 pb

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % do indel de 23 pb, das amostras de
DNA de bovinos submetidas a PCR. Canaletas 1 e 12 controles negativos, canaleta 8
marcador de DNA de 50 pb. Demais canaletas, amostras.

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17

103 pb
91 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % do indel de 12 pb, das amostras de
DNA de bovinos submetidas a PCR. Canaleta 1 controle negativo, canaleta 5 marcador de
DNA de 50 pb. Demais canaletas, amostras.



As freqiiéncias génicas e genotipicas para as indels de 23 pb e 12 pb encontram-se
nas Tabelas 3 e 4. As duas populagdes nao diferem significantemente quanto as
distribuigdes genotipicas, nos dois polimorfismos. Comparados com os dados obtidos, em
animais sadios, na Alemanha (Unico trabalho anterior sobre a distribuicdo desses
polimorfismos), verifica-se que as freqiiéncias alélicas em nossas popula¢des sdo mais
elevadas que as observadas naquele Pais (del 23 = 0,57 e del 12 = 0,51; Sander €t al.,
2004).

Tabela 3. Freqiiéncias genotipicas e génicas da insercao/delecao de 23 pb no gene PrP em
duas ragas bovinas

Genotipos Aberdeen (n=99) Charolés (n=82)

N° % N° %

100/100 49 50 38 46

100/123 46 46 36 44

123/123 4 4 8 10
Alelos

100 73 68

123 27 32

Heterogeneidade entre racas: x* = 3,18, NS;

Tabela 4. Freqiiéncias genotipicas e génicas da inser¢ao/delecdo de 12 pb no gene PrP em
duas ragas bovinas

Genotipos Aberdeen (n=99) Charolés (n=82)

N° % N° %

91/91 34 34 29 34

91/103 43 44 37 48

103/103 22 22 16 18
Alelos

91 56 58

103 44 42

Heterogeneidade entre ragas: x* = 0,16, NS

Os parametros de diversidade genética estdo apresentados na Tabela 5. Os valores
da heterozigosidade esperada sdo muito similares aos observados, indicando nao haver
desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg.

Apesar de serem sistemas di-alélicos, os valores do conteido de informacao

polimorfica, estdo no intervalo considerado por Botstein et al. (1980) como razoavelmente
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informativos para andlise de ligacdo. Segundo esses autores sistemas altamente
informativos apresentariam PIC superior a 0,5, os razoavelmente informativos teriam
valores de PIC entre 0,5 e 0,25, enquanto os que apresentem valores inferiores a 25%

seriam fracamente informativos.

Tabela 5. Parametros de diversidade observados em dois polimorfismos do gene PrP, em
duas ragas bovinas

Aberdeen Charolés
23 pb h: 0,40 0,44
PIC: 0,32 0,34
12 pb h: 0,50 0,49
PIC: 0,37 0,37
Conjunto H: 0,45 0,46

Como os dois polimorfismos estdo muito préximos (um na regido promotora e
outro no intron 1) e como, de acordo com Sander et al. (2005), os homozigotos para ambas
as delecdes apresentam maiores niveis de expressao do gene PrP, realizou-se a analise dos
haplotipos, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 6, onde também constam as
freqiiéncias genotipicas esperadas com base nas freqiiéncias alélicas dos locos
independentes. Pode-se verificar que ha um grande desvio, os genotipos 23 del/12 del, 23
het/12 het e 23 ins/12 ins sendo bem mais freqlientes que o esperado, indicando que os
locos ndo se encontram em equilibrio de ligacao.

As freqiiéncias haplotipicas calculadas com base nestes dados estdo apresentadas na
Tabela 7, onde se pode verificar que o haplotipo 23D-12D apresenta freqii€ncia bastante
alta nas duas populacdes.

O desvio do equilibrio foi estatisticamente significante nas duas populagdes (Tabela
7), indicando que os locos estdo em forte desequilibrio de liga¢do, de forma similar ao que

havia sido observado por Sander et al. (2005).
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Tabela 6. Freqiiéncias genotipicas observadas e esperadas, nas duas populagdes,

considerando-se os dois locos, simultaneamente

Fenotipo Genotipo Aberdeen Charolés

N % E N % E
23 del 12del DD/DD 30 30,3 17 28 34,1 13
23 del 12het DD/DI 13 13,1 26 9 11,0 19
23 del 12 ins DI/DI 6 6,1 10 1 1,2 7
23 het 12del DD/ID 4 4,0 12 1 1,2 12
23 het 12het ~ DD/IT* 29 293 19 28 34,1 17
23 het 12 ins DI/II 13 13,1 8 7 8,5 6
23 ins 12 del ID/ID 0 0 2 0 0 3
23 ins 12 het ID/11 1 1,0 4 0 0 4
23 ins 12 ins /11 3 3,0 1 8 9.8 1

N: freqiliéncia absoluta observada; E: freqiiéncia absoluta esperada; Xz: Aberdeen = 40,01,

P<0,001; Charolés =104,05, P<0,001; 23 del, 12 del : homozigotos para a dele¢do; 23het,

12 het: heterozigotos para a delecdo; 23 ins, 12 1ns: homozigotos para a insercao:

D:delecao; I: inser¢do;* genotipo mais provavel.

Tabela 7. Freqiiéncias haplotipicas e valores do desvio do equilibrio de ligacdo, nas duas

populagdes

Haplétipo  Freqiiéncias

Aberdeen Charolés

DD 0,54 0,57
DI 0,19 0,11
ID 0,02 0,01
I 0,25 0,31
D 0,13* 0,18

D: delecdo; I; inser¢do; todos os haplotipos representam o indel 23, seguido pelo indel 12;

* y* (Aberdeen) = 68,3, P< 0,001; ** y* (Charolés) = 100,3, P<0,001 .

A proteina prion tem papel central nas encefalopatias espongiformes transmissiveis
em vdrias espécies de mamiferos. Em alguns organismos h4 associacdes comprovadas
entre mutacdes no gene codificador desta proteina e a maior predisposicdo a EET. Assim,

por exemplo, em ovinos as substituigdes de aminoacidos Alal36Val, Argl54His e
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GIn171Arg/His/Lis estdo relacionadas a doenga, os gendtipos AlaArgGln ou AlaArgHis
sendo susceptiveis e o ValArgGln sendo hiper-susceptivel a encefalopatia. Similarmente,
em humanos, as substituicoes Metl29Val e Aspl78Asn estdo relacionadas ao
desenvolvimento de EET. No entanto, nenhuma associacdo consistente entre
polimorfismos e susceptibilidade a EEB tem sido relatada. Na Tabela 8, pode-se verificar
que a maioria das mutagdes descritas ndo apresenta associagdo com a doenga, com a
repeticdo de oito nucleotideos apresentando resultados contraditorios. Os dois
polimorfismos de inser¢do/delecdo descritos por Sander et al. (2004), investigados em
racas alemds, sdo os que apresentam resultados mais promissores, principalmente,
considerando que as analises funcionais dos mesmos revelaram que essas regides estao
envolvidas no reconhecimento de fatores de transcri¢do e que os animais homozigotos para
as duas dele¢des apresentam maiores niveis de expressao do gene PrP, particularmente nos
linfo-noédulos intestinais cuja expressao parece estar envolvida com a transformagdo entre
a prion normal e a infectante, o que ¢ compativel com a maior susceptibilidade dos animais

com delecdo e a BSE (Sander et al. (2005)

Tabela 8. polimorfismos estudados pela associacdo com EET

Autor/raca Gene/Polimorfismo Sensibilidade a EEB

Vrtkova et al. 2001 PrP / octarepetigoes (5,6 € 7) 5<
Racas: Holstein, Charolés,

Pinzgau, Czech red, Polish

red, Czech pied

Walawski et al. 2003 PrP / octarepeticbes (5e6)  mmmemmeeeee-
Raca: Holstein Friesian

Sander et al. 2004 PrP / Indel 23 pb del 23 pb >
Ragas alemas PrP / Indel 12 pb del 12 pb >

(sem especificacao)

PrP/Indel 14pb e

PrP / octarepeti¢des (5 6)  mmmememmeee-
Balbus et al. 2005 PRND/RS0H = -
Ragas: Holstein, Friesian, PRND/RI132Q commmmee
Holstein Red, Simmental, PRND/C4820T = cceemeeeeeee
Swiss Brown PRND /A5063T e
Jeong et al. 2005 PrP/codon 78 (G-A) e
Ragas: Hanwoo, Holstein PrP/codon 192 (C-T) e

PrP / del de uma octarepeticdo ~  ---mm---m--
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O presente trabalho verificou, nas duas ragas, alta freqliéncia dos alelos e dos
haplotipos de delecdao, associados a susceptibilidade a doenga, em bovinos de ragas
Alemas, o que sugere a importincia da sele¢do visando o aumento de animais portadores
de genotipos resistentes para diminuir, assim, as chances de desenvolvimento desta doenga,
em nossas populacdes.

A EEB nunca foi registrada em territorio nacional, no entanto, em ovinos, a
“scrapie” foi registrada em 1985 em animais importados do Reino Unido e, recentemente,
foi observada, no estado do Parand, em animais nascidos no Brasil, de terceira geragao
(Ministério da Agricultura, comunicagdo pessoal). Saliente-se que a doenga pode ser
transmitida horizontalmente, entre animais de espécies distintas.

A manutengdo da condi¢do de pais livre de EEB ¢ fundamental, seja pelo aspecto
sanitario (sade humana e animal) ou pela visdo do comércio internacional (Pereira, 1996).

A falta de um plano de controle sanitario torna o pais mais susceptivel a este tipo de
doenca. Entidades como a Unido Européia (EU) classificam os paises conforme o risco da
doenca. A imprensa comum divulgou que a falta de fornecimento de informacdes fez com
que o Brasil tivesse elevado de 1 para 2 a classifica¢ao de risco de EEB.

Desta forma, considerando a importancia potencial desses polimorfismos na
susceptibilidade a EEB e na alta freqiiéncia das dele¢des em nossas populagdes ¢
importante a selecdo de animais com gendtipos resistentes, o que possibilitaria a redugao
do risco da encefalopatia e de sua disseminacdo, obtendo-se rebanhos com melhor
sanidade e qualidade em nivel sanitario e financeiro. A obtencdo de rebanhos resistentes
pode ser feita através da selegdo de touros com genotipo para resisténcia (homozigotos
para as duas insercdes) que transmitirdo esta caracteristica para os descendentes, mesmo
que gerando animais heterozigotos. As geracdes seguintes podem continuar sendo
melhoradas, por cruzamentos dirigidos, até a obtengdo de rebanhos homozigotos para esta
caracteristica, tomando-se, no entanto o cuidado de evitar os cruzamentos endogamicos, e,
conseqlientemente, o aumento da homozigose no restante do genoma.

Destaque-se que ser portador para um alelo que predisponha a doenca nao significa
necessariamente desenvolver a patologia, o que dependera da presenga, no rebanho, de um
animal afetado, ou da proteina, no pasto, j& que a prion proveniente de ovinos (‘“scrapie’)

parece persistir por varios anos no ambiente, podendo infectar outros animais (Doyle,
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2002). No entanto, selecionar animais com genotipos mais resistentes reduziria a
incidéncia da doenca, naquela populagao.
Convém salientar que essas duas racas sdo largamente criadas no Rio Grande do

Sul, o que enfatiza ainda mais a importancia da selegao.
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