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Resumo
A Encefalopatia Espongiforme Bovina Atipica (EEB-H) ¢ uma enfermidade
neurodegenerativa fatal de ocorréncia espontanea, associada a mutagdes no gene da proteina do
prion (PRNP). Polimorfismos nesse gene, como o indel de 23 pb na regido promotora, sao
candidatos a marcadores para programas de selecdo assistida voltados ao aumento da resisténcia
nos rebanhos. Este trabalho estimou as frequéncias genotipicas e alélicas do indel de 23 pb no
gene PRNP em 267 bovinos da raga Nelore. O material genético foi obtido de foliculos pilosos
da cauda, submetido a extragdo de DNA, amplificagdo por PCR e genotipagem por eletroforese
em gel de agarose. Trés gendtipos foram detectados: II (5,99%), ID (10,49%) e DD (83,52%)),
com frequéncias alélicas de 11,24% para o alelo I (resisténcia) e 88,76% para o alelo D
(suscetibilidade). A distribuigao reflete a auséncia historica de sele¢ao direcionada a esse loco
na raga. A presenc¢a do alelo I em 16,48% dos animais indica variabilidade suficiente para

viabilizar programas de sele¢do assistida por marcadores moleculares visando ao incremento

de genotipos resistentes em rebanhos Nelore.
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Abstract

Atypical Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE-H) is a fatal neurodegenerative
disease of spontaneous occurrence, associated with mutations in the prion protein gene
(PRNP). Polymorphisms in this gene, such as the 23 bp indel in the promoter region, are
candidate markers for marker-assisted selection programmes aimed at increasing herd
resistance. This study estimated genotypic and allelic frequencies of the 23 bp indel in the PRNP

gene in 267 Nelore cattle. Genetic material was obtained from tail hair follicles and subjected
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to DNA extraction, PCR amplification and agarose gel electrophoresis. Three genotypes were
detected: 11 (5.99%), ID (10.49%) and DD (83.52%), with allelic frequencies of 11.24% for
allele I (resistance) and 88.76% for allele D (susceptibility). The distribution reflects the
historical absence of directed selection at this locus in the breed. The presence of allele I in
16.48% of the animals indicates sufficient variability to support marker-assisted selection

strategies aimed at gradually increasing resistant genotypes in Nelore herds.
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1 Introducao

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (EET) sdo doengas neurodegenerativas
fatais causadas pelo acimulo da isoforma anormal da proteina pridnica (PrPsc) no sistema
nervoso central. Em bovinos, a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) classica esta
associada a ingestao de alimentos contaminados, cujo controle no Brasil € regido pela Instrucao
Normativa n° § do MAPA (BRASIL, 2004). A EEB atipica, por sua vez, ocorre de forma
espontanea, independente de exposi¢do alimentar, e subdivide-se em H e L (OLECH, 2023),
representando risco que medidas sanitarias convencionais nao eliminam.

Polimorfismos no gene PRNP modulam a suscetibilidade as EET em bovinos, ovinos,
caprinos e bubalinos (VITALE et al., 2016; STEPANEK; HORIN, 2017; YAMAN et al., 2017).
Em bovinos, o indel de 23 pb na regido promotora ¢ funcionalmente relevante: o alelo de
insercdo (I) potencializa a ligacdo do repressor transcricional RP58, reduzindo a expressao do
gene e a disponibilidade de substrato para conversdo pridnica, ao passo que o alelo de delecao
(D) enfraquece essa ligagdo, elevando a suscetibilidade a EEB (SANDER et al., 2005).

A raga Nelore, representante da bovinocultura de corte nacional, nunca foi submetida a

programas de selecdo para esse marcador. Considerando que todos os casos ja registrados no
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Brasil sdo da EEB atipica, torna-se imperativo caracterizar a variabilidade alélica do PRNP
nessa raga como etapa preliminar para estratégias de melhoramento voltadas a sanidade do

rebanho.

2 Material e Métodos

O presente projeto foi aprovado pelo CEUA-UFBA (protocolo n. 75/2023).

Foram coletados pelos da cauda de 267 bovinos da raca Nelore provenientes de
diferentes regides do Brasil. O DNA genomico foi extraido com o kit NucleoSpin® Tissue,
quantificado por espectrofotometria em NanoDrop e diluido a 50 ng/uL.

A amplificagdo do indel de 23 pb foi realizada por PCR com os primers descritos de
Msalya et al. (2009): forward 5'-GTGCCAGCCATGTAAGTG-3" e reverse 5'-
CCTATTCTGGCTATTGTTGC-3'. As reagdes continham 100 ng de DNA, 0,5 uL de cada
primer (10 pM), 12,5 uL de Taq Mix e 9,5 puL. de 4gua ultrapura, com ciclagem descrita por
Yang et al. (2017). As bandas foram analisadas em gel de agarose 4% (120 V, por 230 min) e
fotografados no L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia), possibilitando a classificacdo dos
genotipos homozigotos para inser¢ao (I1), heterozigotos (ID) e homozigotos para delecao (DD).
As frequéncias genotipicas e alélicas foram estimadas utilizando o software GeneAlEx versao
6.5. O teste do equilibrio de Hardy-Weinberg por meio da comparagdo entre as frequéncias

genotipicas observadas e esperadas, adotando-se nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

3 Resultados e Discussao

Os trés gendtipos esperados foram detectados no rebanho Nelore: DD (83,52%; n =
223), ID (10,49%; n = 28) e II (5,99%; n = 16), com frequéncias alélicas de 88,76% para D e
11,24% para I. A marcante predominancia do alelo D reflete a auséncia de pressdo seletiva
historica sobre o gene PRNP no Brasil, onde a inexisténcia de EEB cléssica e a auséncia de
programas especificos de melhoramento para esse loco permitiram que o alelo evoluisse. Esse
padrdo contrasta com populacdes europeias, em que o monitoramento da EEB e o descarte de
animais afetados exerceram selecdo indireta, elevando relativamente a frequéncia de gendtipos
mais resistentes (SANDER et al., 2004).

Do ponto de vista funcional, a alta frequéncia do alelo D tem implica¢des sanitarias
diretas: a delegdo reduz a ligacao do RP58 ao promotor do PRNP, aumenta a expressao de PrPc

e, consequentemente, amplia a oferta de substrato para conversao patologica (SANDER et al.,
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2005). Esse mecanismo ¢ especialmente critico frente a EEB atipica, de ocorréncia espontanea
e ndo passivel de controle por medidas sanitarias convencionais (OLECH, 2023), impondo
riscos economicos relevantes a bovinocultura nacional, desde perdas diretas de rebanho até
restrigdes comerciais internacionais (BITENCOURT; RIBEIRO, 2022).

Em relacdo a predominancia do alelo relacionado a suscetibilidade, a presenga do alelo
I em 16,48% dos animais (n = 44; gendtipos Il e ID) demonstra que a variabilidade necessaria
para programas de sele¢do assistida por marcadores (SAM) ja estd disponivel na populagao.
Experiéncias com ovinos na Republica Tcheca e no Reino Unido mostram que a SAM baseada
em polimorfismos do PRNP pode incrementar a frequéncia de alelos de resisténcia em poucas
geracdes (STEPANEK; HORIN, 2017). A priorizacao de reprodutores II ou ID em sistemas de
acasalamento dirigido constitui, portanto, uma estratégia concreta e imediatamente aplicével a

raca Nelore, sem necessidade de introducdo de material genético externo.

4 Conclusao

O indel de 23 pb no gene PRNP em bovinos da ragca Nelore possui predominancia do
alelo D (88,76%) e do genotipo DD (83,52%), evidenciando elevada propor¢do de animais
geneticamente suscetiveis a EEB. Porém, apesar de pequena, a presenga do alelo I em 16,48%
dos individuos demonstra variabilidade suficiente para sustentar programas de sele¢do assistida
por marcadores, cujo objetivo seria aumentar gradualmente a frequéncia de gendtipos
resistentes. O mapeamento desse polimorfismo constitui uma etapa fundamental para
estratégias de melhoramento voltadas a sanidade animal, contribuindo para a mitigacdo dos
riscos sanitarios e econdmicos das encefalopatias espongiformes transmissiveis na

bovinocultura brasileira.
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