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RESUMO

Analisaram-se 10 bovings da raca Holandesa, descendentes da linhagem Ivanhoe. Submeteram-se 0s DNAs, purifi-
cados a partir de leucqcitos destes animais, a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) e posterior digestdo com
as enzimas de restricdo Hae Ill e Tag | Estabeleceu-se, désta maneira, 0 diagnostico genémico da Deficiéncia de
Adeséo de Leucocitos Bovinos (BLAD). Os exames revelaram que 2 animais eram portadores e 8, normais. A partir

do desenvolvimento da metodoloqia de. PCR, tornou-se disponivel um método rapido, pratico e eficiente para a

sele¢éo de touros em Centrais de
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INTRODUCAO

Deficiéncia de Adesdo de Leucécitos Bovinos
A (BLAD) é uma doenca recessiva autossomal carac-

terizada pela grande redugdo na expressdo das inte-
grinas (32 heterodiméricas dos leucocitos, resultando em
multiplos defeitos na funcdo leucocitaria. O extravasamento
de neutrdfilos requer a interacdo entre as integrinas (32 e as
moléculas de adesdo intercelular dos endotélios (Kishimoto
et ai.2, 1989; Arnaoutl 1990; Von Andrian et al.6, 1991).
Sem as integrinas [32, os neutrofilos sdo incapazes de aden-
trar os tecidos e destruir os patdgenos invasores.
Consequientemente, os animais com BLAD sofrem infeccdes
bacterianas frequentes e recorrentes. A BLAD no gado
Holandés é causada por uma mutacdo no gene da proteina
CD 18 (uma suhunidade da integrina (32) que resulta na subs-
tituicdo de uma glicina por um &acido aspartico na posicao
128 da proteina (Fig. 1). Prevalente entre o gado Holandés
em todo o mundo, essa mutagdo foi transmitida inicialmente
por um famoso touro chamado Osborndale Ivanhoe, que
viveu na década de 60 e foi amplamente utilizado na insemi-
nagdo artificial, dando origem a uma das principais linha-
gens dentro da raca Holandesa. Posteriormente, alguns dos
seus descendentes mais importantes também ajudaram
na disseminacdo desta doenca na populacdo (Penstate
Ivanhoe Star - filho - e Carlin-M Ivanhoe Bell - neto). No

nseminacéo Artificial, por meio da deteccdo de animais portadores e normais.

cruzamento entre dois animais heterozigotos (Aa), que sdo
portadores do alelo mutante, existe a possibilidade de que
25% dos descendentes sejam doentes (aa), 50% portadores
(Aa) e 25% livres da mutacdo (AA). Ja no cruzamento entre
um animal portador (Aa) e um animal normal (AA) teremos
50% dos descendentes portadores (Aa) e 50% dos animais
livres do gene mutante (AA) (Fig. 2). A freqliiéncia de
D128G (nome do alelo mutante) entre o gado Holandés nos
Estados Unidos é de aproximadamente 15% para touros e
6% para vacas (Shuster et al.5, 1992).

A baixa freqiiéncia relativa do alelo mutante na populacéo
e 0s poucos sinais clinicos patognoménicos sugerem que
grande parte dos bezerros com BLAD morrem sem diagnos-
tico. A maioria dos animais doentes morre com menos de 1
ano de idade e os que sobrevivem apresentam desenvolvi-
mento retardado. Algumas vacas podem viver mais de 2 anos
de idade, mas seu potencial reprodutivo e leiteiro é muito
reduzido, pelo seu baixo ganho de peso e mé& salde. Nos
Estados Unidos, 80% das 10 milhGes de vacas leiteiras sdo
da raca Holandesa. Portanto, cerca de 16.000 bezerros
nascem com BLAD a cada ano e a perda econdmica média
por bezerro é de US$ 300.00. Assim bovinos com BLAD
custam aos consumidores e produtores de leite US$ 5 milhdes
anualmente, somente nos Estados Unidos, colocando a
BLAD como a doencga genética mais importante dentro da
producdo animal (Shuster et al.5 1992). A determinagdo da
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existéncia deste gene mutado na populacdo de gado
Holandés no Brasil é de suma importancia para os criadores
e técnicos, para a escolha correta dos reprodutores.

Com o advento de técnicas avancadas de manipulacdo de
genomas, novos caminhos se abriram para o diagnostico de
doencas genéticas. Através da utilizacdo da técnica de
Polymerase Chain Rcaction (PCR) (Saiki et al?, 1988),
pesquisadores adaptaram métodos precisos para o diagndsti-
co da BLAD (Shuster et al.5, 1992). Essa técnica permite a
amplificacdo exponencial da regido do gene da integrina [
para posterior tratamento com enzimas de restrigdo, capazes
de clivar os fragmentos de DNA amplificados no ponto onde
ocorre a mutagdo causadora da BLAD.

O  objetivo deste trabalho foi padronizar as técnicas de

deteccdo de BLAD para posterior avaliacdo de possiveis
portadores do gene deletério na populacdo de bovinos
Holandeses no Brasil.

Asp 1B
Alelo normal (A) —a—AT*C GAC CTG------
Alelo mutado (a)——ATC GGC C*TG--—----
Gly 18

s s s p
0S aeo arma ¢” € mu’[%

éa) no locus CD 18 bovino.
O sitio de clivagem esta indicado’ por asterisco.

MATERIAL E METODO

DNA gendmico foi purificado de amostras de sangue de
bovinos da raga Holandesa, colhidas com EDTA, utilizando
protocolo classico de fenol-cloroférmios (SAMBROOK et
al.4, 1989). Os DNAs (20 ng) foram submetidos a técnica de
Polymerase Chain Reaction (PCR) padrdo (20 ng de DNA, Taq
Polimerase - 2U, dNTPs 1,25 mM de cada nucleotideo, oligonu-
cleotideos especificos - 5’ TCCGGAGGGCCAAGGCTA 3°
e 5" GAGTAGGAGAGGTCCATCAGGTAGTACAG 3’ -
para a regido do gene CD 18 bovino onde ocorre a mutacao -
100 ng de cada, tampdo apropriado para a enzima, volume
final 50 jjl, coberto com 2 gotas de 6leo mineral). Foram
realizados 40 ciclos de amplificagcdo (94°C, 1min.; 55°C, |
min.; 72°C, 1min.). Ap0s esta etapa, aliquotas de 20 pl das
reacOes de amplificacdo foram digeridas com | unidade das
enzimas de restricdo Hae Ill e Taq 1(incubagdo por 1hora a
37°C e 62°C, respectivamente) e submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida 20% em tampdo TBE (45 mM Tris-
borato e ImM de EDTA). O gel foi corado com brometo de
etideo (0,5 pg/m 1) e os fragmentos de DNA visualizados em
transi luminador ultravioleta.

RESULTADOS

Foram analisados 10 animais dos quais 2 foram portadores
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Figura 2
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e 8 normais. A amplificagdo do DNA dos animais analisados
gerou um fragmento de DNA de 58 pares de bases (pb).
Observou-se em animais normais (AA), apds a digestdo com
a enzima de restricdo Taq |, 2 fragmentos de DNA, de 33 pb
e 25 pb e apds a digestdo com a enzima de restricdo Hae Ill,
2 fragmentos de DNA, de 49 pb e 9 pb; nos animais porta-
dores (Aa), apds a digestdo com a enzima de restrigdo Taq I.
3 fragmentos (58 pb, 33 pb e 25 pb) e ap6s a digestdo com a
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enzima de restricdo Hae Ill, 4 fragmentos (49 pb, 30 pb, 19
pb e 9 pb) (Fig. 3).

DISCUSSAO

Com a adaptacdo da metodologia de PCR para a identifi-
cacdo de animais portadores de BLAD, tornou-se disponivel
um método rapido, pratico e eficiente para a selecdo de
touros em Centrais de Inseminacdo Artificial. Com isso pode
ser possivel a utilizacdo de sémen de animais sabidamente
negativos, para eliminar o gene deletério da populacéo bo-
vina dentro das proximas geracdes.

Por ser a BLAD uma doenca de carater autossomico
recessivo, ao acasalarem-se fémeas portadoras (Aa) com
touros livres da doenca (AA), nunca havera o nascimento de
animais recessivos, obtendo-se na primeira geracdo 50% de
possibilidade de animais portadores, na segunda geracao
25%, e na terceira geracdo 12,5% e assim sucessivamente
(dentro do contexto populacional). Dentro de algumas gera-
¢Bes 0 nimero de portadores sera desprezivel e com a utiliza-
¢do de touros negativos serd impossivel obter animais doentes.

A analise dos resultados e montagem da arvore genealogi-

ca dos animais avaliados (Fig. 4) confirmaram a ligagédo
dessa doenca genética com animais da linhagem Ivanhoe.

Figura 4
Arvore genealdgica de animais portadores de BLAD mostrando
sua relagdo com um touro ancestral portador (Carlin Ivanhoe
Bell*). Quadrados representam machos e circulos representam
fémeas. Simbolos parcialmente preenchidos (Aa) e simbolos
abertos (AA).

SUMMARY

Ten Holstein bovines, descendants from Ivanhoe line, have been anal&ged. DNAs, purified from leukocytes of those

animals, were submitted to Polymerase Chain Reaction technique (PC

and digested by Hae Ill and Taq | restriction

enzymes. Accordingly, the bovine leukocyte adhesion deficiencg,(BLAD) genomic diagnosis was established. The tests
|

revealed that 2 animals were carriers ‘and 8 were normal.

nce the development of PCR methodology, a fast

practical and efficient way to select bulls in Artificial Insemination Centers has been through detection of carrier and

normal animals.
UNITERMS: Leukocytes; Bovine; DNA.
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