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Resumo

Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) ¢ uma enfermidade pridnica cuja
susceptibilidade pode ser influenciada por polimorfismos no gene PRNP, especialmente
pelo polimorfismo de inser¢ao/delecdo (indel) de 23 pares de bases (pb) localizado na
regido promotora. Este estudo teve como objetivo estimar as frequéncias alélicas e
genotipicas desse marcador em bovinos da raga Gir. Foram analisadas amostras de
foliculos pilosos de 223 animais provenientes de diferentes regides do Brasil. A
genotipagem foi realizada por PCR, seguida de eletroforese em gel de agarose a 4%,
permitindo a identificagdo dos genotipos II, ID e DD. As frequéncias alélicas e genotipicas
foram estimadas no software GeneAlEx 6.5, sendo também avaliado o equilibrio de
Hardy-Weinberg. A frequéncia do alelo de inserc¢ao (I) foi de 32,74%, enquanto a do alelo
de delegdo (D) foi de 67,26%. As frequéncias genotipicas observadas foram de 16,38%
(I1), 30,17% (ID) e 49,57% (DD), evidenciando predominéancia do gendtipo DD e do alelo
de delecdo na populagdo avaliada. Esses resultados sdo consistentes com estudos
realizados em outras populagdes bovinas e contribuem para a caracterizacdo da
variabilidade genética do PRNP em bovinos zebuinos brasileiros, fornecendo subsidios
para futuras investigacdes sobre resisténcia genética a EEB e para aplicagdes em
programas de melhoramento genético.
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Abstract

Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) is a prion disease whose susceptibility may
be influenced by polymorphisms in the PRNP gene, particularly the 23-base pair (bp)
insertion/deletion (indel) polymorphism located in the promoter region. This study
aimed to estimate the allelic and genotypic frequencies of this marker in Gir cattle. Hair
follicle samples from 223 animals collected in different regions of Brazil were analyzed.
Genotyping was performed by polymerase chain reaction (PCR) followed by 4%
agarose gel electrophoresis, allowing the identification of the I, ID, and DD genotypes.
Allelic and genotypic frequencies were estimated using GeneAlEx 6.5 software, and
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Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated. The insertion (I) and deletion (D) allele
frequencies were 32.74% and 67.26%, respectively. Observed genotype frequencies
were 16.38% (11), 30.17% (ID), and 49.57% (DD), demonstrating a predominance of the
DD genotype and the deletion allele in the studied population. These findings are
consistent with previous reports in other cattle populations and contribute to the
characterization of PRNP genetic variability in Brazilian Bos indicus cattle, providing a
basis for future studies on genetic resistance to BSE and potential applications in
breeding programs.

Keywords: mad-cow disease, polymorphism, prion, zebu.

1. Introducao

A Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) ¢ causada pelo acimulo da isoforma
anormal da proteina pridnica (PrP5), resultante da conversio da proteina celular normal
(PrP®), codificada pelo gene PRNP. A enfermidade possui importincia sanitéria,
econdmica e em saude publica devido as perdas na cadeia produtiva e ao potencial
zoondtico da forma classica da doenca, associada ao desenvolvimento da variante da
doenca de Creutzfeldt-Jakob em humanos (MARZOLA et al., 2026). Embora a ocorréncia
da EEB cléssica tenha sido drasticamente reduzida ap6s medidas de controle alimentar,
casos atipicos continuam sendo registrados esporadicamente em diversos paises,
incluindo o Brasil. Diferentemente do observado em ovinos, onde polimorfismos
codificantes do PRNP apresentam forte associagdo com resisténcia ao scrapie, em bovinos
a maior parte das variantes relacionadas a susceptibilidade localiza-se em regides
regulatorias do gene. Entre elas, destacam-se os polimorfismos de inser¢ao/dele¢dao
(indels) de 23 pares de bases (pb) na regido promotora e de 12 pares de bases no intron 1,

considerados marcadores candidatos para resisténcia 8 EEB (SANDER et al., 2004).

Estudos funcionais demonstraram que esses indels alteram sitios de liga¢ao de
fatores de transcri¢do, modulando os niveis de expressdo do PRNP. A delegdo de 23 pb
remove um sitio de ligacdo para o fator represssor RP58, enquanto a delecao de 12 pb
elimina um sitio de ligagcdo para o fator SP1, resultando em maior expressao da proteina
prionica. Dessa forma, animais portadores dos alelos de insercao tendem a apresentar
menor expressio de PRNP e, consequentemente, menor susceptibilidade ao
desenvolvimento da EEB (KERBER et al., 2008; HE et al., 2023).

Apesar da relevancia desses marcadores, ainda sdo escassas as informagdes sobre

a distribuicao desses polimorfismos em ragas zebuinas brasileiras. Assim, o objetivo
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deste trabalho foi estimar as frequéncias genotipicas e alélicas do indel de 23 pb do gene
PRNP em bovinos Gir.

2. Materiais e Métodos

Foram analisadas amostras de foliculos pilosos de 223 bovinos da raga Gir
provenientes de diferentes regides do Brasil. O DNA gendmico foi extraido utilizando o
kit comercial NucleoSpin® Tissue, de acordo com as recomendagdes do fabricante, sendo
posteriormente quantificado em espectrofotdometro NanoDrop®. A genotipagem do
polimorfismo de inser¢ao/delegdo (indel) de 23 pb localizado na regido promotora do gene
PRNP foi realizada por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers
especificos (F: GTGCCAGCCATGTAAGTG; R: CCTATTCTGGCTATTGTTGC) para
amplificacdo da regido de interesse.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 4%,
permitindo a distin¢do dos gendtipos de acordo com o tamanho dos fragmentos obtidos
através de imagens geradas em alta exposi¢do pelo foto-documentador L-Pix Touch
(Loccus Biotecnologia, Sao Paulo, Brazil). Os individuos foram classificados como
homozigotos para inser¢ado (II), heterozigotos (ID) ou homozigotos para delecao (DD). As
frequéncias genotipicas e alélicas foram estimadas utilizando o software GeneAlEx versao
6.5. Adicionalmente, foi realizado o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg por meio da
comparagao entre as frequéncias genotipicas observadas e esperadas, adotando-se nivel de

significancia de 5% (P < 0,05).

3. Resultados e Discussao

Na populagao avaliada de bovinos Gir, as frequéncias alélicas, relatadas na Tabela

1, foram de 32,74% para o alelo [ e 67,26% para o alelo D.

Tabela 1. Frequéncias alélicas do indel de 23 pb do gene PRNP na raga Gir.

Alelos Frequéncia alélica (%)
I 32,74
D 67,26
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Foram observadas frequéncias genotipicas de 16,38% para o gendtipo homozigoto
para a insercao (II), 30,17% para o heterozigoto (ID) e 49,57% para o homozigoto para a

delecao (DD), como descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncias genotipicas do indel de 23 pb do gene PRNP na raga Gir.

e . Frequéncia Genotipica Frequéncia Genotipica
Genotipos - Quantidade Observada (%) Esperada (%)
II 38 16,38 10,74
ID 70 30,17 44,04
DD 115 49,57 45,23

TOTAL 223 - -

A predominancia do genotipo DD corrobora com a maior frequéncia do alelo de
delegdo na populacdo, com o padrdo observado em diversas populagdes bovinas. Kerber
et al. (2008) verificaram uma elevada frequéncia dos haplétipos contendo a delecao de 23
pb em ragas taurinas com aptiddo para corte, como Aberdeen Angus e Charolais, com
frequéncias do genotipo de DD de 50% e 46%, respectivamente. Msalya et al. (2009)
também relataram maior ocorréncia do alelo de delecao (D) em diferentes racas bovinas
japoneses, variando de 55% até 100% dentro delas. Resultados semelhantes foram
descritos por Yang et al. (2018) em ragas bovinas chinesas, demonstrando que a dele¢ao
representa o alelo predominante em diferentes grupos genéticos.

A associacdo desse polimorfismo com a susceptibilidade a EEB foi inicialmente
descrita por Sander et al. (2004), que observaram maior frequéncia do alelo de delecao
em animais acometidos pela enfermidade quando comparados a bovinos sadios.
Posteriormente, estudos funcionais demonstraram que a deleg¢do de 23 pb remove um sitio
regulatorio para ligacdo do fator de transcrigdo RP58, que atua como uma proteina
repressora (HE et al., 2023). Com a auséncia desse sitio de ligagdo, expressao do gene
PRNP aumenta, assim como a disponibilidade da proteina celular (PrPC) necesséria para
a conversdo em sua forma patogénica (PrP%).

Como no Brasil, os casos registrados de EEB no pais foram classificados como
atipicos, o conhecimento da variabilidade genética do PRNP mostra-se essencial para
programas de vigilancia sanitaria, caracterizagao e selecao genética dos rebanhos, além de

auxiliar no desenvolvimento de estratégias de melhoramento visando resisténcia as
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doencas prionicas. Além disso, a representatividade da raca Gir na pecudria brasileira
torna necessarios estudos populacionais que permitam caracterizar a distribuicdo desses
marcadores em animais zebuinos, visto que as frequéncias de alelos associados a

resisténcia podem diferir significativamente entre linhagens de Bos taurus ¢ Bos indicus

4. Conclusao

A populagao Gir avaliada apresentou elevada frequéncia do gendtipo DD e do alelo
de delegdo para o indel de 23 pb do gene PRNP. Esses resultados contribuem para a
caracterizacao da variabilidade genética desse marcador em bovinos zebuinos brasileiros
e fornecem subsidios para futuros estudos envolvendo resisténcia genética a encefalopatia
espongiforme bovina, anélise conjunta com outros polimorfismos do PRNP e aplicacdao

em programas de melhoramento genético.
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