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RESUMO

Uma mutacdo (C—T) no gene codificador da proteina que compoe o canal
liberador de calcio da musculatura esquelética em suinos, (gene Hal) esta
associada as manifestacoes da Sindrome do Estresse Suino (PSS) ou
Hipertermia Maligna (MH). Animais que morrem em decorréncia dessa
sindrome apresentam maior susceptibilidade a produzir carne de baixa
qualidade (PSE: palida, mole e exsudativa). Ao mesmo tempo, trata-se de uma
caracteristica autossdémica recessiva relacionada com maior rendimento de
carne magra. Utilizando a técnica PCR-RFLP, as frequéncias génicas para o
locus Hal foram estimadas para 565 animais distribuidos em 3 racas puras
(Large White, Landrace e Pietrain), 2 racas nativas (Piau e Monteiro), 3 linhas
cruzadas (LW/LD, LW/PI, LW/LD/PI) e uma amostra de animais sem raca
definida. Para a PCR foram utilizados dois pares de primers REZSUI e SUI, que
amplificam fragmentos de 862 e 282 pb, respectivamente. As restrigcoes
enzimaticas foram realizadas pelas enzimas Hha [ (restricao no individuo
normal) ou BsiHKA I (restri¢do no mutante). O primeiro par de primers nao se
mostrou eficiente. Devido ao seu tamanho, exige DNA de alto peso molecular, o
que nao foi conseguido com o processo de extragao utilizado. Estimou-se para
a raca Large White uma frequéncia de 9,04% do gene Hal, enquanto que para a
Landrace 11,5% e para a Pietrain 100%. Os resultados mostraram que as
racas puras apresentam frequéncias semelhantes as de paises como Canada,
Inglaterra ¢ EUA. As linhas cruzadas demonstraram que 0s cruzamentos Sao
realizados ao acaso com relacdo ao gene Hal, pois as frequéncias observadas
nao diferiram significativamente das esperadas. Parece haver contradicao neste
fato, pois, os cruzamentos sdo selecionados para caracteristicas de rendimento
de carcaca, por sua vez ligadas ao gene Hal. Sugere-se entdo, uma pequena
pressao de selecio nesses cruzamentos, ou uma ligacdo mais flexivel do gene
Hal com caracteristicas de interesse econdmico, permitindo a recombinagéo. As
racas nacionais, e os animais sem raca definida nao apresentaram o gene
mutado. Acredita-se na atuacao diferenciada de selecéo natural. Finalmente, a
genotipagem prévia dos animais pode auxiliar o criador ao monitorar os

cruzamentos, podendo fixar ou néo determinado gene na populacao.
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1. INTRODUGAO

A suinocultura ¢ uma atividade bastante rentavel, fornecendo emprego
a milhares de pessoas em todo 0 pais. Além disso, com O crescente aumento
da populagdo mundial, 0 abastecimento protéico sob a forma de carne
tornou-se de importancia capital na alimentacao humana.

A carne suina ainda é alvo de preconceitos, no que S€ refere a
presenca de gordura e colesterol. No entanto, um problema solido enfrentado
pela industria suina reside na qualidade da carne, onde, o principal
comprometimento instala-se na producéo da carne P. S. E. (do inglés: pale,
soft, exsudative). Hoje, ja esta estabelecida a relacdo entre a producao da
carne PSE e o gene halotano, 0 qual codifica uma proteina do canal liberador
de calcio no reticulo sarcoplasmatico da musculatura esquelética.

O gene halotano teve Como origem uma mutagao de ponto, 0 que
consequentemente levou a alteracdo de um aminoacido na cadeia
polipeptidica da proteina. Essa alteracdo € considerada como sendo a
responsavel pela Sindrome do Estresse Suino ou Hipertermia Maligna.
Animais homozigotos (nnj para a mutacido sao altamente sensiveis a fatores
ambientais estressantes, além de anestésicos como halotano (dai o nome
gene halotano).

Baseados nessa sensibilidade, eram realizados os primeiros testes, que
mais tarde foram substituidos por moderna biotecnologia (PCR - RFLP/
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), &

qual permite um teste altamente especifico, sensivel e com apurada



acuracia, detectando nao s6 os animais resistentes € sensiveis, mastambeém,
separando 0s genotipos em NN, Nn (resistentes) € nn (sensiveis).

Ao longo do processo de formacao das ragas, ainda nao se conhece
exatamente o motivo, mas, algumas racas fixaram uma maior frequéncia do
gene. Gene este, que, segundo varios autores esta relacionado a producao de
carcacas mais magras € ao mesmo tempo a menores leitegadas, e € claro,

sem contar com a predisposicao a producéo da carne P.S.E.

Na tentativa de se entender um pouco mais sobre a distribuicao de
frequéncia do gene cm diferentes racas suinas no Brasil, propds-se neste
trabalho, estimar a frequéncia génica em 3 racas puras (Large White,
Landrace, Pietrain), em 2 racas nacionais (Plau e Monteiro), em 3 lim"{as
cruzadas (LW/L, LW/P e LW/LD/P) e em uma populacao de animais sem
raca definida (S.R.D.). Além disso, conhecidos os genotipos dos animais €
possivel a interferéncia do criador, manipulando os cruzamentos de Ral
forma, que se possa alterar essa frequéncia génica ao longo das geragoes, de

acordo com os beneficios ou prejuizos ligados a determinada forma alélica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos histéricos sobre o desenvolvimento do suino moderno

Os suinos sao o unico artiodactilo monogastrico vivendo em
domesticidade. Apareceram na terra ha cerca de 40 milhdes de anos €
pertencem ao género Sus. Com base em suas origens, todas as racas de
suinos domeésticos conhecidas atualmente podem ser filiadas a trés grandes
espécies: 1. Sus scrofa: tipo céltico descendente do javali europeu; 2. Sus
vittatus: tipo asiatico originario da india; 3. Sus mediterraneus: tipo ibérico.

No Brasil, os primeiros porcos chegaram ao litoral paulista (Sao
Vicente) em 1532, trazidos pelo navegador Martim Afonso de Souza.
Pertenciam as racas da Peninsula Ibérica, existentes em Portugal. Foi,
porém, somente a partir do inicio deste século que comegaram 0S Processos
de melhoramento por meio das importacoes de animais estrangeiros. O
porco selvagem da Antigliidade possuia 70% da massa anterior € 30% de
posterior. Vivia na floresta € alimentava-se de pastos nativos, frutas €
pequenos animais. Era muito veloz ¢ possuia como principal arma o0s seus
dentes longos e afiados. Para resistir aos impactos das lutas, seus membros
dianteiros eram fortes e musculosos, enquanto seu posterior era formado por
fracas massas musculares. O porco tipo banha surgiu na €poca da
domesticacado, ha 10 mil anos, o que perdurou até o inicio do século XX.
Com a domesticacdo, 0 porco nao necessitava mais procurar alimentos na

floresta nem precisava mais fugir de seus inimigos. Vivendo em chiqueiros



fechados, recebia toda a alimentacdo que necessitava. Comendo mais ¢
fazendo menos exercicios, comecou a alterar sua composicdo corporal,
passando a apresentar 50% de dianteiro e 50% de traseiro. O acimulo de
gordura fez com que passasse a ser considerado o animal ideal para o
homem, ja que lhe fornecia grande quantidade de banha (energia) e carne
(proteina). E dessa €poca que adveém os conceitos de animais criados na
lama e com altos teores de gordura na carcaga. O suino moderno comecou a
ser desenvolvido no inicio do século, através do melhoramento genético com
cruzamento de racas puras. Pressionados por uma melhor produtividade
para tornar a espécie economicamente mais viavel e pelas exigéncias da
populacdo por um animal com menos gordura, devido a substituicao das
mesmas pelas margarinas vegetais, os técnicos e criadores passaram a
desenvolver um suino (e ndo mais porco) com 30% de massa anterior e 70%
de posterior. Os suinos comeg¢aram a apresentar menores teores de gordura
na sua carcaca e a desenvolver massas musculares proeminentes,
especialmente nas suas carnes nobres, como o lombo e o pernil. No inicio
desta fantastica selecao, o suino apresentava 40 a 45% de carne magra €
espessuras de toucinho de 5 a 6 centimetros. Atualmente, gracas aos
programas de genética e nutri¢ao, o suino moderno apresenta de 55 a 60%
de carne magra na carca¢a e apenas 1,5 a 1 centimetro de espessura de
toucinho. Esta evolucédo foi muito forte e eficiente também nas areas de

sanidade, manejo e instalacoes (Roppa, 1997).

2.2. Importancia da carne suina na alimentacao

A carne suina representa uma importante fonte protéica para a
alimentacdo humana e é um dos produtos agropecuarios de grande
concorréncia no mercado. Trata-se de um alimento que enriquece a refeicao
de maneira nutritiva e saborosa. Além de atrair pelo sabor, a carne suina &
também excelente fonte de vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, B6
e B12) e minerais (calcio, fosforo, zinco e ferro). O conteudo de gordura e

colesterol apontados pelas pessoas como o ponto fraco da carne suina, tem



evoluido de forma expressiva nos {ltimos anos. D¢ 1980 até hoje, o suino
moderno perdeu 31% do seu nivel de gordura, 14% das calorias € 10% do
colesterol, € espera-se para o ano 2000 um percentual de 60% de carne
magra na carcaca. A quantidade de colesterol de uma carne ndo esta
diretamente relacionado a quantidade de gordura, ao consumir 100 g de
carne suina, uma pessoa normal estara ingerindo 75 mg de colesterol, que
constituem apenas 25 % da necessidades diarias deste nutriente, que sao de
300 mg/dia. A carne suina atualmente disponivel para o consumidor ndo faz
jus aos erroneos conceitos de que € gordurosa € faz mal a saude (Ropf)a,

1997).

2.3. Suinocultura no Brasil e no mundo

De 1970 a 1994, a suinocultura mundial cresceu numa taxa de 1,9%
a0 ano em relacdo a quantidade de animais. Os abates cresceram 2,5% ao
ano e a producao de carne suina, 3% ao ano. A producao mundial € 0
rebanho suino estac concentrados. principalmente na Asia e Regiao do
Pacifico (49,5 € 55,9%, respectivamente), seguido pela Europa € a ex-URSS
(3 e 25,7%), pela Ameérica do Norte € Central, América do Sul € Africa.
Comparativamente as carnes de outras espécies animais, a carne suina éa
mais produzida € consumida ¢m todo o mundo, seguida por leite, carne
bovina, frangos € ovoS — O consumo per capita da populagao mundial € ao
redor de 13 Kg de carne suina por habitante /ano. Prevé-se para o inicio do
proximo século, grandes avangos nos resultados zootécnicos das granjas, O
que contribuira decisivamente para tornar a carne suina mais competitiva ao
nivel do consumidor (Roppa, 1996).

A populagao brasileira, alids, poucas vezes comeu tanta carne de suino
como em 1996 — no que a doenca da “vaca louca” teve grande participacao. A
taxa per capita atinge 9,3 Kg/ habitante/ano, com qumento de 9,45% em
relacAo ao ano passado (8,5 Kg). Mesmo assim, estamos muito aquém do
consumo de paises desenvolvidos, na Europa, por exemplo, 0 consumo per

capita alcanca 42 Kg. O rebanho suino no Brasil teve um crescimento



discreto, da mesma forma que 0 CONSUMo da carne suina nos ultimos anos.
Isso se comparado com a carne de frango. Habitos de consumo, ligados na
maior parte aos niveis de gordura e colesterol, mitos que envolvem a carne
suina, sdo os principais fatores que justificam esse comportamento. A
doenca da “vaca louca’ ajudou um pouco O0S suinocultores, que viram
crescer a demanda da populagéo pela carne de frango e de porco (Ferreira
Junior, 1997).

A suinocultura brasileira ¢ uma das atividades mais importante do
complexo pecuario nacional por ser preponderantemente desenvolvida em
pequenas propriedades, gerando renda, alimento e €mprego a mais de 2
milhdes de proprietarios rurais. O Brasil possui um rebanho de 34,8 milhoes
de suinos, o que lhe garante o 4° lugar no ranking mundial. Em relagao a
producéo de carne, porém posiciona-se apenas como o 12° maior produtor.
Este rebanho concentra-se principalmente nas regioes Sul (31,5%), Nordeste
(28,5%) e Sudeste (18,2%). A regiao Centro-Oeste detém 10,6% do rebanho ¢
vem apresentando um crescimento expressivo devido a sua facilidade em
transformar, de forma barata ¢ eficiente, a produgédo vegetal em animal. Os
grandes programas de genética que se€ instalam no Pais deverao dar
preferéncia para as regioes do Centro-Oeste € Triangulo Mineiro, pois regioes
de cerrado é que permitem um adequado controle sanitario (Roppa, 1996).

A suinocultura exige pouco espago € pequeno capital inicial e de giro.
Os lucros sao altamente compensadores, quando S€ Uusa tecnologia
adequada. Os suinos possuem grande poder de assimilacdo de alimentos,
transformando-os eficientemente em- alimento humano. Realizam maior
ganho em peso a partir de uma determinada quantidade de alimento como
nenhuma outra espécie animal para carne (exceto frangos mnovos
cuidadosamente manejados) e ainda convertem a energia dos alimentos em
energia corporal mais eficientemente que qualquer outra classe de animal,

conforme pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1. Eficiéncia da utilizacao dos alimentos para diferentes animais para cada 1000g de
alimento ingerido.

Animal Ganho de peso Ganho de Ganho de
vivo (g) energia (Kcal) proteina (g)
Aves 356 782 101
Suinos 292 1492 30
Ovelhas 185 832 22
Bovinos 165 748 26
Peixes 715 935 118

Fonte: Meyer, 1963 citado por Cavalcanti, 1984.

2.4. A qualidade da carne suina

O plantel de suinos €m algumas areas do Brasil, em termos de
qualidade, alcanca niveis proximos aos dos melhores rebanhos do mundo.
Paises desenvolvidos tais Como Dinamarca, Franca ¢ Estados Unidos
consideram importante critério de selecao a qualidade da carne suina
(Bressan et al., 1993).

Em se tratando da suinocultura moderna, a qualidade da carne é um
dos aspectos mais importantes. Segundo Cameron (1993), a qualidade da
carne envolve quatro caracteristicas principais: 1. organolépticas
(influenciam na decisao de compra do consumidor); 2. tecnologicas (s¢
relacionam com aspectos de industrializacao € estocagem); 3. nutricionais
(diz respeito a4 composicao quimica € propriedades nutricionais) e 4.
higiénicas (envolve auséncia de residuos indesejaveis € microorganismos).

A preocupacao com a qualidade da carne como critério de selecao
iniciou-se a partir de observacgoes em que era verificado que determinados
suinos apresentavam ¢ transmitiam a sua descendéncia, caracteristicas
organolépticas € tecnologicas indesejaveis (Bressan et. al., 1993).

Foi verificado um crescente aumento do numero de animais
extremamente excitaveis, dificeis de serem manejados nos matadouros € qu€
geralmente resultavam em carcacas P.S.E.: palidas, flacidas ¢ exsudativas

apés o abate.



Um breve historico organizado por Felicio (1986), facilita-nos
compreender a evolucao do conhecimento a respeito dessa anomalia tao
preocupante para a industria suina em todo o mundo. Na década de 40,
professores americanos comecaram a notar que nas industrias, uma
peguena percentagem dos pernis apresentava o problema, e diziam aos seus
estudantes que tal anomalia era indesejavel, porém, nao davam maiores
explicagdes, pois nao havia pesquisa ne assunto, € ainda eram raros 1os
EUA os pesquisadores da area de carnes. No inicio dos anos 50, 0S €uropeus
comecaram a investigar possiveis causas do P.S.E. e, por volta de 1956,
iniciaram-se os projetos de pesquisa na area. Em meados da década de 60 ja
se sabia que a condicdo anémala da carne P.S.E. estava ligada ao rapido
acumulo de acido latico nos musculos e a temperatura mais alta dos
Mmesmos.

| Em 1968, Topel et al., descreveram 0S sintomas dos animais afetados
pela condi¢ao a que deram o nome de dificuldade de adaptacdo ao estresse
ou Porcine Stress Syndrome- (P.S.S.}. Conforme relataram, os primeiros
sintomas consistem de tremores da cauda e da musculatura em geral ¢
relutancia ao movimento. A- persiténcia do. estresse resulta em dificuldade
respiratoria, manchas avermelhadas na pele, aumento da temperatura
cerporal, mucosas azuladas e acidose (o pH sanguineo cai de 7,4 a 6,5).
Depois disso, sobrevém um colapso e a morte. A carne resultante desses
animais sensiveis, guando chegavam a ser abatidos, apresentava ou a
condicao P.S.E. Estava assim estabelecida uma relacdo direta entre
sensibilidade ao estresse (P.S.S.) e o P.S.E. da carne.

A musculatura de um animal sadio tem um pH ligeiramente acima de
7,0, e uma reserva de glicose na forma de glicogénio, que corresponde\ a
cerca de 1% do peso do musculo. No animal vivo essa reserva esta sendo
constantemente mobilizada para prover energia para a atividade muscular, €

ao mesmo tempo sendo restaurada pela glicose que é levada pela corrente

sanguinea.



Quando o suprimento de O € insuficiente - em casos de exercicios
fisicos intensos ou estresse - o metabolismo anaerobico € ativado para suprir
energia a célula, ainda que de modo muito menos eficiente. Diferentemente
do metabolismo aerébico, que tem como produtos finais CO; e H.O , 0
metabolismo anaerobico tem como produto final o acido latico, que acumula
no musculo, fazendo baixar o pH e conduzindo a fadiga muscular. Porém, ao
permanecer em repouso apos a fadiga, a corrente sanguinea transporta o
acido latico do musculo para o figado, e ao ingerir alimento, 0 organismo
restabelece a reserva de glicogénio na musculatura.

Quando se abate um animal, sua musculatura ndo para simplesmente
de funcionar, tornando-se carne (Forrest €t al.; 1975 citado por Felicio,
1986). Apos a morte, o metabolismo do musculo continua através de uma
série de reagoes quimicas e fisicas que perduram por varias horas antes que
o musculo se transforme em carne. Com a sangria do animal abatido, cessa
o suprimento sanguineo para o musculo. Na falta de 0., o metabolismo
anaerdbico - conhecido como glicolise - € ativado para produzir as moléculas
ricas em energia (ATP) necessarias a manutencao da integridade estrutural e
da temperatura das células. Havera entao producdo e acumulo de acido
latico, e um consequente abaixamento do pH do musculo. O abaixamento do
pH do musculo por acumulo de acido latico é uma das alteragdes mais
importantes que ocorrem na transformacdo do musculo em carne. Da
velocidade do declinio de pH, bem como do valor atingido ao final, quando o
pH se estabiliza, dependem muitas das caracteristicas ¢ propriedades da
carne.

Em condicdes normais, sob refrigeracéo, o pH da carne de porco fica
entre 5,5 e 5,8 apés 8 horas, entre 5,3 € 5,7, 24 horas apos o abate. Na
carne P.S.E., a glicolise € mais rapida, e o pH cai a valores proximos de 5,8,
ja na primeira hora pos-abate. Porém, isso nao significa que o pH final dessa
carne dé valores abaixo do pH da carne normal, pois a quantidade de
glicogénio do musculo é limitada. Portanto, para queé s€ possa diferenciar
uma carne P.S.E. de outra normal, através de medidas de pH, ¢ necessario
que a medida seja feita 1 hora apos o abate. Essa queda brusca de pH da

carne P.S.E., que ocorre antes da dissipacao de calor da massa muscular,
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causa uma desnaturacéo das proteinas musculares. O grau de desnaturacao
das proteinas depende da temperatura do musculo e do valor de pH qu? é
atingido logo apdés o abate. Isto é, quanto mais alta a temperatura do
musculo e menor o plH, maior sera a desnaturacdo de proteinas. A
desnaturacdo causa uma reducao na solubilidade das proteinas, uma perda
na capacidade de reter agua, ¢ uma aparente descoloragao- do rmlscu\lo.
Alteracbes essas que sdo altamente indesejaveis tanto para a Comercializagéo
e degustacéo da carne, como-para-a fabricacdo de produtos carneos- (Fogrest
et al., 1975 citado por Felicio, 1986).

Uma situacéo inversa se verifica quando os animais sao submetidos a
exercicios fisicos ou agressoes de meio ambiente causadores de estresse,
como o transporte, a movimentacdo e o contato com outros animais até
entdo desconhecidos, e a permanéncia em jejum no frigorifico. por um tempo
prolongado. Nessa situacdo, 0 musculo consome as suas reservas de
glicogénio, o acido-latico formado é retirado pela corrente sanguinea, mas
nio ha tempo para recomposi¢ao das suas reservas energéticas. Quando
esses animais sdo abatidos, a glicolise € lenta por falta de glicogénio no
musculo. O pH cai ligeiramente nas primeiras horas € depois se estabiliza,
permanecendo em- niveis superiores- & 6,0 ao final. E a carne D.F.D. (do
inglés: dark, firm, dry). Na. carne D.F.D., em decorréncia do pH alto, as
proteinas musculares conservam uma grande capacidade para reter agua no
interior das células. Como consequéncia, a superficie de corte do muscylo
fica pegajosa e muito escura. Ainda devido ao pH alto, e€ssa carne S¢
deteriora com facilidade. Quando. submetida ao processamento .de
presuntos, verifica-se na carne D.F.D. uma certa dificuldade para difusao
dos sais de cura, resultando em deficiéncias no sabor € na cor do prodyto.

Em sintese, o P.S.E. esta relacionado a uma queda brusca de pH
(acamulo de acido latico} no musculo, e o D.F.D. a uma pequena - ou que\se
nula - queda de pH. Em ambos 0s casos, ficam alteradas as propriedades da
carne, como a de refletir luz (cor) e a de reter agua; a firmeza - ou flacidez - €
apenas uma consequéncia da maior ou menor capacidade de reter agua. A
causa é sempre o estresse, geralmente, mas nao necessariamente, associado

a uma sensibilidade genética do animal.
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2.5. Causas das alteracoes fisiolégicas na carne P.S.E. X Gene Halotano

Varios estudos tentaram explicar as alteragdes fisiologicas que
ocorrem ha P.S.S. Desenvolveu-se entao, um consenso entre os autores de
que o musculo esquelético é o sitio primario do quadro apresentado pelos
animais susceptiveis a sindrome.

Dentre os trabalhos de maior significado para a area, cita-se em 1987,
Campbell et al., que caracterizaram uma proteina de 350 kDa, parte do
canal liberador de calcio localizado no reticulo sarcoplamatico (de musculo
esquelético), denominado receptor rianodine (RYR1), por ligar-se fortemente
ao alcaloide da planta desse mesmo nome.

A importancia dessa proteina com relagao a P.S.S. so foi totalmente
elucidada com o trabalho de Fujii et al. (1991). Estes autores determinaram
uma relacdo entre a sindrome e uma mutacéo recessiva no gene que codifica
para o receptor rianodine (chamado gene halotano); a mudanc¢a de uma base
nitrogenada citosina para uma timina na posicao 1843 da sequéncia de
DNA, resultou na altera¢do do aminoacido 615: uma arginina cedeu lugar a
uma cisteina. Os mesmos pesquisadores encontraram outros 18
polimorfismos entre as sequéncias nucleotidicas dos DNA complementares
de animais normais, isto é, resistentes e sensiveis a P.S.S., mas nenhum
deles resultou em substituicdo de aminoacidos na cadeia da proteina. Fujii
et al. (1991) sugeriram, entdo, que o canal liberador de calcio mutado é mais
sensivel, desencadeando com mais facilidade, a abertura do canal e liberacéo
exagerada do ion para o citossol da célula, provocando contragoes
musculares, hipermetabolismo € hipertermia.

Boles et al. (1992) demonstraram diferencas na solubilidade e
degradacéao de miofibrilas. Estas, apresentaram uma menor solubilidade
quando provenientes de animais homozigotos recessivos para a Sindrome do
Estresse Suino, em comparacdo com os animais heterozigotos e normais
para a mutacdo no gene halotano. A taxa de degradacdo pos-morte de
proteinas estruturais é mais baixa em animais sensiveis ao halotano. A

combinacédo entre a reduzida solubilidade das proteinas miofibrilares e a
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baixa taxa de degradacdo de proteinas estruturais podem explicar, em parte,
a reduzida qualidade da carne P.S.E.

Pesquisando a expressdo de proteinas do estresse (Hsp 70), VanLaack
et al. (1993), ndo encontraram diferencas na intensidade de expressao
destas quanto aos genoétipos homozigotos ou heterozigotos relacionados a
mutacao no gene que codifica para a proteina rianodine.

As varias pesquisas realizadas na tentativa de se relacionar o genotipo
nn com a producdo da carne P.S.E., levou a uma afirmacdo amplamente
aceita no mundo cientifico, de que ha uma intima correlagdo entre os
animais portadores do gene Hal ¢ a condi¢do P.S.E. da carne (Silveira, 1996).

No entanto, alguns pesquisadores ndo concordam com a relacéao: gene
Hal - carne P.S.E., como ressalta Vries et al. (1994}, o genétipo Hal por si s0
nao explica totalmente a produg¢ao de carne P.S.E.

Pommier & Houde (1993) encontraram pequena porcentagem (0,6%)
de animais recessivos (nn) que produziram carne normal. Ao passo que
67.,6% de individuos normais (NN} e 28,7% de heterozigotos (Nn) produziram
P.S.E. Os autores, dessa forma, foram levados a concluir que nem toda
condicdo P.S.E. é causada pela presenca do gene Hal, mas que a maioria dos
suinos recessivos para este alelo (nn) produzem a carne péalida, mole e
exsudativa.

Murray (1994), em seu trabalho realizado com suinos no Canada, cita
que a eliminacdo da mutagdo da populacdo de animais, poderia abaixar a
frequéncia de P.S.E. de 20% para 16,5% apenas, indicando que dependendo
do manejo pré-abate, entre 10 e 63% dos animais Nn e entre 25 e 85% dos
animais nn produzem P.S.E., o que € uma variacdo muito grande.

O melhoramento das carcagas para carne magra como fator de
aumento da frequéncia de P.S.E. é questionado por Swatland (1995), apos
analise de pH medido 45 minutos depois do abate em carne de varias ragas
de suinos, em diferentes paises e anos. O proprio autor, no entanto, lanca a
hipbtese de que as mudangas no método de abate provavelmente tiveram
maior contribuicao para a reducao do P.S.E. do que a reducao da frequéncia
do gene Hal. Jones et al. (1003) refor¢cam a hipétese de Swatland (1995).

Estes pesquisadores, estudando o efeito do grau de cobertura e do grau de
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marmoreio sobre a condicdo de carne P.S.E., evidenciaram que a carne
magra nao esta relacionada com a incidéncia de P.S.E. Suinos com pequenos
escores de marmoreio, no entanto, tendem a apresentar menor incidéncia de
P.S.E do que suinos livres de marmoreio.

Em recente revisdo sobre o assunto, Mickelson & Louis (1996)
propdem que a sindrome seja realmente resultante de uma concentragao
aumentada de calcio no citoplasma das fibras da musculatura esquelética.
Segundo os autores, essa elevada concentracao de calcio poderia prolongar a
estimulacdo da atividade contractil do musculo e quebra de glicogénio,
resultando em exacerbacdo do metabolismo e producdo de calor (dai a
sindrome também ser conhecida por Hipertermia Maligna), o que esta, por

sua vez, relacionado ao gene do canal liberador de calcio.

2.6. Caracteristicas de desempenho de carcaca relacionadas ao gendtipo
Hal

Elizondo et al. (1976) e Webb & Jordan (1978), utilizando o teste do
halotano, compararam dados de carcaca (de racas puras € cruzadas) com 0s
genotipos resistentes (NN ou Nn) e sensiveis (nn) ao halotano, com isso
observaram que os animais susceptiveis ao estresse eram de menor
comprimento, mas, em COmpensagao exibiam uma carcaca mais magra,
apesar de produzirem menor numero de leitbes nascidos vivos e
apresentarem uma taxa de mortalidade mais elevada.

Discordando dos autores acima, a pesquisa de Kukoyi et al. (1981),
que trabalharam com as mesmas racas que Elizondo et al. (1976), néao
observaram menor espessura de toucinho nos animais sensiveis, mas €
importante mencionar que o tamanho da amostra pode ter influenciado.

Carden et al. (1985) sugerem que o gene Hal afeta negativamente a
habilidade materna pré e pés-natal.

Ainda sem contar com o preciso teste de DNA, Simpson & Webb.

(1989), concluiram que ha vantagem economica dos animais heterozigotos
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em relacido aos animais homozigotos dominantes, e que ambos, nn ¢ Nn
possuem mais carne magra na carcaca que os NN, mas ao contrario do
esperado, animais NN tiveram maior rendimento de pernil. No entanto,
Aalhus et al. {1991) observaram que¢ a diferenca de rendimento de carne
magra entre os genotipos é devido, principalmente, a um maior rendimento
de pernil dos animais nn.

De acordo com Zhang et al. {1992) que ja contavam com a técnica
PCR-RFLP, acdo do gene Hal parece ser bastante aditiva para quantidade de
carne, o que torna o heterozigoto (Nn) mais vantajoso que O homozigoto
normal (NN), mas, envolve maior dominancia para qualidade de carne €
susceptibilidade ao estresse. Quando em homozigose, 0 gene recessivo (nn)
parece aumentar o volume de agua e anular a deposicdo de gordura em
tecidos musculares, ao mesmo tempo em que reduz a qualidade da carne.
Em animais que possuem somente uma copia do gene (Nn), o crescimentqQ é
rapido e apresentam uma qualidade de carcaca relativamente boa quando
comparada com grupos animais com duas copias (nn). Portanto, para Zha\pg
et al. a introducdo do gene na industria pode trazer certos beneficios, mas é
recomendado uma aplicagao bastante cuidadosa. Semelhante ao encontrado
pelos autores anteriores, Antunes (1997), concluiu que 0 genotipo Nn €
superior ao NN, quanto a qualidade de carcaca, produzindo carcag¢as com
maior deposicdo de musculos € menor deposicao de gordura, € ainda,
observou que a expressao do gene Hal, ou dos genes a ele ligado, é diferente
ao longo da carcaca, sendo maior no pernil e paleta, seguido do costado
posterior e anterior, € menor na barriga. |

Ja Murray & Jones. (1994} nao encontraram diferenca entre 0S
genotipos NN e nn (ragas Pietrain e Lacombe} quanto ao rendimento de carne
predito.

Uma populacao de Pietrain pura por cruza, apresentando 0s genotipos
Nn e nn, em uma pesquisa desenvolvida por Hanset et al. (1995) néao
mostrou diferenca em relacao ao ganho de peso médio diario, tanto para
animais castrados quanto para inteiros. No entanto, animais inteiros nn
tiveram um rendimento de carne maior e foram significativamente menbs

compridos.
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Segundo O’Brien et al. (1994) os resultados obtidos das comparacoes
entre os genotipos Hal descritos na literatura sao bastante conflitantes pois,
deve-se levar em conta que muitos dos trabalhos foram baseados no teste do
halotano, que pode fornecer animais falsos-positivo e ainda nédo detecta o
heterozigoto. Segundo os autores, 0S efeitos provocados pelo gene Hal ainda
sdo diferentes dependendo da raca, isto &, o genotipo nn pode aumentar a
produgdo de carne magra para determinada raca, enquanto produz menor

efeito prejudicial na producao de P.S.E.

2.7. Deteccido do gendtipo

A sindrome em suinos pode, entao, ser desencadeada por varios
fatores estressantes como por exemplo, 0 manejo, o exercicio, a desmama, a
copula, o transporte, a mistura com outros grupos de animais € 0 abate
(Adeola & Ball, 1992), mas, outros fatores como: agentes anestésicos,
cafeina, rianodina e relaxantes musculares também sao capazes de
desenvolver o quadro (O’Brien et al., 1990).

Baseados nessa sensibilidade ao gas halotano (anestésico), Sybesma &
Eikelenboom (1969) citados por Santoro & Faucitano (1996), desenvolveram
o teste do halotano, que permite a deteccdo dos animais resistentes ¢
sensiveis, isto €, os individuos que submetidos ao anestésico mantém o
ténus muscular sdo resistentes, enquanto que, aqueles que apresentam
rigidez, sdo considerados sensiveis ao halotano, portanto susceptiveis a PSS.
Andresen & Jesen (1977) também citados por Santoro € Faucitano (1996)
denominaram o locus responsavel pela sensibilidade ao anestésico como
sendo o locus Hal. Segundo Mikema et al. (1977) citados por Sellier (1995),
os resistentes incluem os dominantes (NN ou Nn) e os sensiveis: 0s
recessivos (nnj.

No entanto, o teste nao detectava 0S heterozigotos, problema que foi
resolvido em 1091, com Fujii et al., que por meio de técnicas de genética

molecular tornaram possivel 0 diagnostico dos trés genotipos: NN, Nn € nn.
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No mesmo ano, Otsu et al., concluiram que os pares alélicos C/C, C/T
e T/T estavam associados, respectivamente, aos genotipos NN, Nn e nn.

Sem duvida o uso dessa biotecnologia permitiu um grande avanco nos
estudos da PSS. Os pesquisadores citados anteriomente, desenvolveram um
teste ndo invasivo, baseado na técnica de PCR* (Reacao em Cadeia da
Polimerase) associada a RFLP (Polimorfismo do Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo). Outros autores como Hugles et al. (1992), Houde
et al. (1993), Brenig & Brem (1992), Russo et al (1993) e Rempel et al.
(1993), foram aprimorando € confirmando a eficiéncia da técnica na deteccao
dos genotipos para o halotano.

*Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR- criada por Kary Mullis em
1983 (SAIKI et. al.; 1985 e 1989), € um método enzimatico utilizado para
produzir varias sequéncias definidas de acido nucléico alvo in vitro. O
segmento desejado € marcado usando dois primers (sequéncia de
oligonucleotideos) especificos, nas extremidades 5’ e 3’, respectivamente.
Resumidamente, a amplificacdo de uma sequéncia alvo pela PCR opera da
seguinte maneira: 1. desnaturagdo do DNA gendmico; 2. anelamento dos
primers especificos na fita simples; 3. extensao da fita nascente pela DNA
polimerase, esse processo € repetido por muitas vezes no termociclador, o
que nos fornece milhares de copias de um mesmo fragmento. Outros
elementos adicionados a reacdo juntamente a enzima DNA polimerase,
primers e DNA alvo: deoxinucleotideos trifosfatos (dNTPs}, cloreto de

magnésio (MgCL) e solucao tampao.

2.8. Racas e a frequéncia do gene Hal

A raca Large White ou Yorkshire teve sua origem no Condado de York
(Inglaterra), foi a que mais difundiu a suinocultura britanica pelo mundo.
Alguns autores ingleses diferenciam o Large White e Yorkshire, atribuindo ao
primeiro conformacdo mais comprida e ao segundo, um animal com pernil

mais desenvolvido. Na pratica, porém, € uma 80 raca com duas
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denominagoes. Esses animais sdo caracteristicamente de cor branca, cabeca
moderadamente longa, orelhas grandes e eretas do tipo asiatico, sdo
bastante resistentes, com boa adaptacdo ao nosso pais.

A principal raca estrangeira em nosso meio, foi originada na
Dinamarca e trata-se da Landrace. Sdo animais totalmente brancos,
caracterizam-se por terem cabeca moderadamente comprida, orelhas do tipo
célticas compridas, delgadas e completamente para frente, E uma raca
altamente prolifera, precoce e produtiva, tém tido uma aclimatacédo
satisfatoria.

A racga Pietrain originédria da Bélgica, apresenta pelagem malhada de
branco e preto, orelhas médias, eretas, do tipo asiatico. Os animais sio
conhecidos como “dos quatro pernis” por possuirem excelente massa
muscular no quarto dianteiro (Cavalcanti, 1984). A maior limitacao da raca é
a alta frequéncia do gene Hal, sendo o maior produtor da carne P.S.E.
(O’Brien, 1995).

A raga Piau, é considerada a melhor ¢ mais importante raca nacional.
Rac¢a melhorada pelo veterinario Teixeira Viana, em Sao Carlos, Sao Paulo. A
cor & branco-creme com manchas pretas que devem ser bem definidas e
proporcionalmente distribuidas sobre o corpo. Ha também animais mais
escuros. Tém forte tendéncia a gordura. Existem varios grupos locais, sendo
dificil caracterizar um tipo médio da raca (Cavalcanti, 1984).

Os suinos conhecidos como Monteiro sdo animais domesticados, mas
que, se criam na natureza de maneira selvagem, mais especificamente na
regidao do Pantanal. Nao ha comprovagio cientifica, mas especula-se que
esses animais, sendo criados de forma selvagem, talvez tenham se cruzado
com o javali, (parente proximo dos suinos), isso porque os Monteiro se
assemelham bastante com essa espécie: apresentam bastante pélo,
maxilares longos, dentes proeminentes (Comunicacdo pessoal: Prof. Isau
Gouveia Arantes, UNESP-Jaboticabal). Os animais sem raca definida nao
passaram por nenhum programa de melhoramento genético, portanto nao
possuem raca apurada, o que pode explicar os baixos indices de
produtividade expressos na prolificidade, precocidade e qualidade de

carcaca, sendo animais mais apropriados para producao de banha.
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No ano de 1995, em uma revisdo sobre a frequéncia do gene halotano
nas racas de suinos, O’Brien fornece uma idéia sobre a distribuicdo do Hal
nas populacgoes do Canada, Inglaterra e EUA, o que pode ser observado na

Tabela 2 parcialmente transposta.

Tabela 2. Frequéncias dos genodtipos Hal nas racas Pietrain, Poland China, Landrace,
Duroc e Large White nos EUA, Canada e Inglaterra.

Raca Pais N° % NN %Nn %nn Frequéncia
testes do gene Hal
Pietrain Canada 6 00,0 50,0 30,0 0,750
USA 66 03,0 53,0 43,9 0,705
Poland USA 30 20,0 60,0 20,0 0,500
China 7 |
Canada 2885 67,5 295 03,0 0,177
Landrace USA 1519 60,4 38,1 01,5 0,205
Inglaterra 1954 58,5 38,2 03,3 0,224
Canada - 1100 85,0 14,8 00,2 0,076
Duroc USA 682 64,7 34,6 00,7 0,180
Inglaterra 98 99,0 01,0 00,0 0,005
Large Canada 606- 82,8 17,0 00,2 0,087
White  USA 183 77,0 219 01,1 0,120
Inglaterra 1850 77,4 22,2 00,4 0,115

(O'Brien, 1995, modificado)..
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.Material Bioldgico

Foram utilizadas para realizacdo deste trabalho amostras de sangue de
428 suinos distribuidos em trés racas puras (73 Large White/LW, 298
Landrace/LD e 57 Pietrain/PI), trés linhas cruzadas: LWxPI com 28 animais,
LWxLD, 32 e LW/LD/PI com 30 suinos, além de um grupo de 30 animais
sem raga definida, 8 animais Piau e por fim 9 Monteiros. Totalizando um
numero igual a 565 animais. O sangue dos animais puros e cruzados foram
cedidos pela estacdo de melhoramento genético da empresa Rezende
Alimentos S/A, localizada no municipio de Uberlandia, enquanto que, dos
animais sem raca definida foram coletados na Fazenda Barreiro Arantes, no
municipio de Campina Verde, Triangulo Mineiro. Os Piau foram provenientes
da Fazenda Cruzeiro do Sul (municipio de Uberaba) ¢ os Monteiros, foram
coletados na regido do rio Taquari, Fazenda Santa Cecilia, municipio de

Corumba, estado de Mato Grosso.

3.2.Extracido e quantificacio do DNA

Todos os animais tiveram de 3 a 5 ml de sangue coletado por meio da
punc¢éo da veia marginal da orelha, em tubos de coleta a vacuo (agulha
descartavel) contendo citrato de sédio como anticoagulante. O sangue foi,

entao, homogeneizado lentamente, sem agitagdo vigorosa, para evitar
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hemolise. Apos homogeneizacao, que também tinha como proposito evitar a
formacdo de coagulos, os frascos foram acondicionados em caixas
isotérmicas com gelo e enviados ao Laboratorio de Genética Molecular-UFU,
onde, ja devidamente identificados, foram mantidos a uma temperatura de
4°C por 72 horas (para sedimentacio da camada de leucécitos), em seguida,
procedeu-se a extragao, realizada de acordo com 0 método descrito em: A
Workshop on DNA Technologies and Selection of Animal Genetic Resources
(1992) com modificacdes: Foram tomados 500 pul de sangue na transicao
entre o plasma e eritrocitos, apés sedimentacao. Inicialmente, o volume de
sangue foi adicionado a um tubo de microcentrifuga de 2 ml, entdo
adicionou-se 1 ml de tampéao de lise nao diluido (20 mM de Tris-HCl, 5 mM
de EDTA, pH 7.5, 640 mM de sacarose, 10 mM de MgCL e 4% de Triton X-
100);agitou-se lentamente e incubou-se em gelo por 5-10 minutos. Procedeu-
S€ uma primeira centrifugacdo a 4000 g (8000 rpm) por 5 minutos, seguida
por mais 2-3 lavagens com tampéao de lise diluido duas vezes, intercaladas
por 10-15 minutos de incubacdo em gelo. Ap6s a obtencao de um
precipitado livre de hemoglobina, adicionou-se 200 ul de 10 mM Tris-HCL, 1
mM de EDTA, sarcosyl 1% e 10 ul de proteinase K (10 mg/ml) e incubou-se
durante a noite a 50°C. Acrescentou-se entao, 500 ul de 8 M de guanidine-
HCl e 0,49 M de acetato de aménia, agitou-se por 1-2 horas e adicionou-se
800 ul de isopropanol a temperatura ambiente, agitando-se suavemente até
precipitar o DNA. Centrifugou-se dessa forma, a 4000 g por 5-10 minutos,
descartou-se o sobrenadante e procedeu-se mais duas lavagens do
precipitado de DNA (centrifugacdes a 4000 g por 1-2 minutos) com
isopropanol 60% ou etanol 70%. Secou-se sob vacuo e diluiu-se em 100 -
500 pl de 10 mM Tris-HCl, 1mM de EDTA (de acordo com o tamanho do
precipitado visivel). Normalmente, foi necessario um periodo de 1-4 horas de
incubacgéao a 65°C para completa diluiciao do precipitado.

Apos a diluicdo do DNA, uma aliquota de 50 pl da amostra foi diluida
em 950 ul de Aagua ultrapura, seguindo-se a quantificacdo em um
espectrofotdmetro de luz ultravioleta a 260 nm (nanémetros). Foi tomada

também a absorbancia a 280 nm para o calculo da relagdo DNA/proteina
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por meio da férmula Azso/Azs0 (onde a faixa proporcional 6tima deve
eéncontrar-se entre 1,6 e 2,0). A concentracao do DNA foi verificada segundo
a formula:

[DNA] em pg/ml = Ay x 50* x f,
onde, Ao € absorbancia a 260 nm e f é o fator de diluicdo, neste caso
1000/50.

* 1 unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a 50ug/ml de DNA.

3.3. Amplificacio do DNA

O DNA foi amplificado por meio da técnica da Reacao em Cadeia da
Polimerase — PCR (SAIKI et. al.; 1985 e 1988).

Foram utilizados neste trabalho dois pares de primers (desenhados por
BORGES et al., 1997, cujas seqliéncias podem ser visualizadas na Tabela 3.
Estes oligonucleotideos amplificam uma regido especifica do genoma que

codifica para a proteina rianodine.

Tabela 3. Seqiiéncia nucleotidica dos primers usados na amplificacio do DNA.
Primer Seqiiéncia Tamanho do
fragmento

gerado
REZSUI 1 5’ CCC ATC CAG AAC CTC GTC TTG GTC TCC 3’1 862 pb*

REZSUI 2 3" GCT CTG CCT TTC CGT TIT TEC TGC GTA 5*

SUI 1 5’ CCT GGG ACA TCA TCC TTC TG 3’ 282 pb
SUI 2 3’ GCT TAG AAC CCT CCA CCA CC S’

pb: pares de bases.

As reacoes de amplificagdo sofreram inicialmente um processo de
otimizacdo para cada par de primers, isto é, por meio da variagdo da
concentracio de reagentes da PCR, conseguiu-se obter uma combinacéo
onde a amplificacdo foi 6tima. Estas variagoes podem ser contempladas na
Tabela 4. (Obs: a quantidade de dNTPs foi mantida constante e igual a 8

nmoles por reagao.)
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Reacodes MgCl. Primers REZSUI 1 ¢ 2 DNA Taq
{(mM) (pmoles) (ng) (U)
1 1 ) 25 0,5
2 1 ) 25 1
3 1 ) 50 0,5
4 1 ) 50 1
S5 1 10 25 0,5
6 1 10 25 1
7 1 10 50 0,5
8 1 10 50 1
9 1 15 25 0,5
10 1 15 25 1
11 1 15 30 0,5
12 1 15 50 1
Reacoes MgCla PrimersSUl 1 e 2. DNA Taq
(mM) (pmoles) - (ng)
1 1 10 50 1
2 2 10 50 1
3 3 10 50 1
4 1 15 50 1
S 2 15 50 1
6 3 15 S0 1

Para o primer REZSUI a amplificacao foi realizada segundo o

programa:

Passo 1: 94°C por 5 minutos para desnaturacio a dupla fita

Passo 2: 62°C por 1 minuto para o anelamento dos primers

Passo 3: 72°C por 40 segundos para extensio
Passo 4: 94°C por 1 minuto

Passo 5: ir para o passo 2 por mais 4 vezes
Passo 6: 60°C por 1 minuto

Passo 7: 72°C por 1 minuto

Passo 8: 94°C por 50 segundos

Passo 9: ir para o passo 6 por mais 9 vezes
Passo 10: 62°C por 1 minuto

Passo 11: 72°C por 1 minuto

Passo 12: 94°C por 50 segundos

Passo 13: ir para o passo 10 por mais 9 vezes

Passo 14: 63°C por 1 minuto
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Passo 15: 72°C por 1 minuto e 20 segundos
Passo 16: 94°C por 1 minuto

Passo 17: ir para o passo 14 por mais 8 vezes

Passo 18: 63°C por 1 minuto

Passo 19: 72°C por 10 segundos

Passo 20: 4°C por tempo indeterminado,

O REZSUI é responsavel pela amplificagdo de um fragmento de 862
pares de bases (pb). Ja o primer SUI amplifica uma regido de 282 pb
utilizando os seguintes ciclos no termociclador:

Passo 1: 95°C por 5 minutos

Passo 2: 94 °C por 20 segundos

Passo 3: 56 °C por 30 segundos

Passo 4: 72 °C por 30 segundos

Passo 5: ir para o passo 2 por mais 35 vezes

Passo 6: 72 °C por 30 segundos para extensao final
Passo 7: 4 °C por tempo indeterminado

Vale ressaltar, que o calculo da temperatura e duracédo de cada ciclo
sao obtidos a partir do tamanho e sequéncia nucleotidica, dos primers e do

fragmento a ser amplificado.

3.4. Restricdo Enzimatica

Para a determinacéao do genotipo dos animais fez-se uso da técnica de
PCR associada a RFLP, onde a digestdo com as enzimas de restricdo Hha l e
BsiHKA T nos permitiram identificar os animais normais (NN), heterozigotos
(Nn) e recessivos (nn) para a mutacao no gene que codifica para a proteina
rianodine. Para a restricdo enzimatica, utilizou-se 4 U de endonuclease para
cada reacéo.

O sitio de restricao de cada enzima, juntamente com a temperatura em
que cada uma atinge sua atividade 6tima e o tempo necessario para que néo
ocorra restricao parcial siao mostrados na Tabela 5. Veja na Figura 1 um

esquema, mostrando os primers, € sitios de restricdo das endonucleases.
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Tabela 5. Endonucleases com seus respectivos sitios de restricio ("), temperatura 6tima e
tempo de atuacdo necessarios para a completa digestdo enzimatica.
Enzima Sitio de Restricdo Temperatura Tempo
otima (°C) necessario
(hora)
Hha I SGCG T CLLY 37 1
3..C" GCG,..5
BsiHKA I 5°...GT/AGCT/A" C...3’ 65 4

3...C* A/TCGA/TG...5’

CCCGCCCATC CAGAACCTCG TCTTGGTCTC COTGCTCTCG CACTGACCCG GCCTTTCACT
CTTGCCTCCG ACTTCTCACC CCTTGCTCCC GTCTCTCCTT TCCTCCTCTG CTGATGCCCG
ATCCCATCCC TCACAGCCCC CTGCGTCTCA CCAGACCTTT CTCTTTGACC TTGATCTCCC
TGTGTCATCC CTGACCTTCC CGCTTTCACC ACCTCTTCTC AGTCACATCC CCACCTCCCA

CCTGGGACA TCATCOTTOT GGCTTCCCAC CCTGGGTCTT CCATGGACCA CACCCTCCCE
GCAAGTGCCC TCACACCTTG ACCTCTGACC TTGACCCCTA GGTGCTGGAT GTCCTGTGTT

CCCTGTGTGT GTGCAATGGT GTGGCCGTG: G- CT- C,L.‘AACQA AGATCTCATT ACTGAGAACT
TGCTCCCTGG CCGCGAGCTT CTGCTGCAGA CAAACCTCAT CAACTATGTC ACCAGGTCTG

GCCCCCCAAC CTTTGACCCC AGAGCTTAGA ACCCTCCACT ACCCCGCCCC GACTCAGAGA

CTCCACTCCG GTGAATGGCC CTTCCTCCGT CCCCCACCCC CGGACTTAAT GCCAGTCCCE
ACCCCTGTCG TGCTTGTCCC AGCTTGTCCC TGGCTTCTTA CTTCTCTTAC CCTTCTTCCC

CAAACTCTTT CTCCCTCTGT CTCTTCCTCT TTCTCTCTTT CTGTGTTTGC TCTCTTTGTC
TGTCTAGCTA TTTCTCCTCC ATCTCTTTTT TAGGTCITTC TCTCATCTCT CTTCTCTGTC
TTTTCACGTC TCTCTGTCTG TCTGCCTCTG CITTCTCTCT CTGTGTCTCT GTCTCCATGG
CTCTGCCTTT CCGTTTTTCC TGCGTATGTG TCTCITTGTC TTTTTCCCTC TCCCCCCCAG

Figura 1. Parte da sequéncia do gene RYR1 ou Hal (GeneBank acesso M91456), com os
respectivos primers indicados: REZSUI 1 e 2, em vermelho e SUI 1 e 2, em verde. Em rosa
é mostrado o nucleotideo SR onde ocorre a mutacao (C'?T) e, na “tesoura”
amarela () o sitio de restricdo da enzima Hha I no individuo normal ( C) e na “tesoura”
azul (- ) o sitio da enzima Bsi HKA I no mutante ( T ).



25

3.5. Eletroforese e coloracao

Apos a restricao com Hha [ ou BsiHKA I, foram adicionados aos tubos
S pl de Load Dye (azul de bromofenol, xileno cianol) e, em seguida, 10 ul de
cada amostra foram aplicados em gel de agarose 2% (para fragmento
amplificado com SUI 1 ¢ 2) ou 1% (para fragmento gerado a partir de REZSUI
1 e 2) sob voltagem constante de 100 V em tampao TBE 0,5 X (Tris-borato
10mM, EDTA 1mM) por cerca de 1 hora.

Seguindo-se a técnica de eletroforese, os géis foram corados por
brometo de etidio (Sambrook et al., 1989), o que possibiliou a visualizacao do

padrao de bandas por meio de um transiluminador de luz ultravioleta.



26

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacao da reacao

Como o processo de extragdo apresentou-se bastante otimizado,
dispensou-se o uso do espectrofotémetro e fez-se a utilizacdo direta de 2ul de
DNA diluido em Tris-EDTA, sem que este estivesse sido previamente
quantificado. Dessa forma, a quantidade de DNA em cada reacio variou de
50 a 200 ng. O que, no presente trabalho ndo representou um fator limitante
para a reagao em cadeia da polimerase.

E importante mencionar que parte da amostra teve o processo de
extracao de DNA inviabilizado, o que é atribuido a coagulagéo‘do sangue,
comprometendo a amplificacao.

Para realizar a amplificacdo do fragmento de interesse do DNA
genoémico extraido de cada animal, foi necessario, anteriormente, a
otimizacao da reacdo. Apds o processo de otimizacdo para os primers
REZSUI, pode-se observar pela Figura 2, que as reacdes das colunas ntimero
6, 7 e 8 apresentaram bons resultados, assim escolheu-se a melhor
amplificacdo com os menores gastos de reagentes. Dessa forma, todas as
reacoes com os primers REZSUI foram realizadas sob as seguintes condicoes
(coluna 8): 1 U de Taq DNA Polimerase, 1 mM de MgCl,, 8 nmoles de dNTPs e
10 pmoles de cada primer, num volume total de 20 pl. Observou-se ainda,

que nas 4 ultimas reacgdes, onde utilizou-se uma maior quantidade de
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primers (15 pmoles), houve formacao de produtos de dimerizagcao, o que pode
confundir o diagnostico correto dos animais.

Observou-se ainda, a formacao de dimeros também na coluna 6
(Figura 2), reacdo que consiste de 10 pmoles de primers, 1 U de Taqg DNA
Polimerase € uma menor quantidade de DNA, condicao a que se atribui a
formacao dos dimeros de primers.

Ja para os primers SUI, o melhor resultado foi obtido na seguinte
reacdo: 1 U de Tag DNA Polimerase, 2 mM de MgCl,, 8 nmoles de dNTPs e 10
pmoles de cada primer, no mesmo volume final da reac¢ao anterior, (coluna 2,
na Figura 3). Nesse caso, em nenhuma das condi¢cdes de otimizacédo, houve
formacao de dimeros. Provavelmente pelo fato de ser um oligonucleotideo

menor € com menor numero de sequéncias complementares.

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Fig.2. Reacdo de otimizacado para o primer REZSUI, onde M=marcador, e coluna 8
apresentou melhor amplificacao do fragmento de 862 pb, observar dimeros (ver texto).
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Fig.3. Reacdo de otimizacio para o primer SUI, onde M=marcador, e coluna 2 apresentou
melhor amplificacédo do fragmento de 282 pb (ver texto).

4.2. Restricdo enzimatica

De acordo com os sitios de restricio apresentados anteriormente,
percebe-se que individuos com a mutacao (1843: C—-T) perdem seu sitio de
restricao para a endonuclease Hha I, enquanto que, inversamente, ganham o
mesmo para a BsiHKA 1. Portanto, a primeira enzima cliva o individuo
normal, enquanto que a segunda o individuo mutante.

Considerando um individuo normal, a restricdo enzimatica por Hha I
de um produto de amplificacdo dos primer REZSUI, gera dois fragmentos: de
477 e 385 pb, enquanto que para os primers SUI sdo gerados fragmentos de
150 e 132 pb. Para a enzima BsiHKA [, praticamente fragmentos de mesmos
tamanhos sao gerados para os produtos de amplificacdo dos primers REZSUI
e SUI, respectivamente, s6 que desta vez para o individuo mutante (Figura

4).
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Os fragmentos gerados pelos primers SUI (150 e 132 pb), geralmente
nao podem ser distinguidos no gel, portanto, sdo visualizados como uma

Unica banda, que na verdade sdo duas bastante proximas.

Hha I BsiHKA I
REZSLI NN Nn nn NN Nn nn
862 pb B EEE —— I
477 pb [ E
385 pb ]
: BsiHKA I
SUE NN nn - NN Nn nn
282 pb | ]
150 pb —r, —— —
132 pb == p—

Fig. 4. Esquema do padrao de bandas geradas pelas endonucleases
Hha I e BsiHKA I na restricao dos produtos de amplificacao dos
primers REZSUI e SUI .NN=homozigoto normal, Nn= heterozigoto,
nn= homozigoto recessivo

4.3. Genotipagem dos animais

Os resultados iniciais de amplificacdo do primer REZSUI foram
satisfatorios (Figura 5). No entanto, posteriormente, a eficiéncia foi bastante
comprometida. Acredita-se que os problemas com a amplificacdo sejam
resultado da baixa qualidade do DNA extraido, ja qu o primer amplifica uma
regido relativamente extensa do DNA (862 pb)

Quanto ao par de primers SUI 1 e 2, foi obtida uma alta eficiéncia de
amplificacdo, observando-se que este oligonucleotideo gera um fragmento de
282 pb (bem menor que o primer anterior). Apos a otimizacdo da reacao, este

primer foi adequadamente utilizado para exame rotineiro de detecgéo do

gendétipo Hal (Figura 6).
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M 01 02 03 0405 060708 09 1011 12 13141516 17 18 19 20 21 2223 24 2

Fig.5. Genotipagem de suinos da raca Landrace com o primers REZSUI e restricao com a
enzima Hha I, onde: M=marcador de peso molecular, onde, colunas
1,2,3,4,5,6,7,9,10,11,14,15,16,17,18,21,22,23 sao NN; e 19,20,24 e 25 sado Nn, colunas
8,12 e 13 nao amplificaram (sangue coagulado).

M 010203 04 05 06 101

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Fig.6. Genotipagem de suinos Pietrain (1-4), Large White (5-8), Landrace (9-12), Cruzados
LW/PI (13-33), com o primers SUI e restricao com enzima BsiHKA I, onde: M=marcador de
peso molecular e colunas 5,6,7,8,10, e 11 sao NN; 12,13,14,17,18,19,20,21,22,23,24,
25,26,28,29,30,31 e 33 sdo Nn e 1,2,3,4,9,15,16,27 e 32 sao nn.
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Estabelecida a utilizacdo dos primers SUI nas reacgdes rotineiras do
laboratorio, é necessario, atentar para o fato de que com a restricdo
enzimatica (Hha 1 ou BsiHKA I) o individuo heterozigoto (Nn) produz 3
fragmentos: um de 282 pb (trata-se do fragmento normal - N - na digestao
com BsiHKA I ou do fragmento mutante - n - na digestdo com Hha I}, um
fragmento de 150 e outro de 132 pb (n - BsiHKA 1 ou N - Hha I, que
geralmente nao podem ser individualizados. Exatamente pelo fato de se
tratar de 2 bandas distintas (embora proximas), estas, apresentam
intensidade de fluorescéncia bastante inferior & intensidade do fragmento de
282 pb (Figura 6). Com isso, ao diagnosticar os animais heterozigotos faz-se
necessario alta precisao no gel, para detectar além do fragmento evidente de
282 pb, os outros dois (150 e 132 pb) de menor fluorescéncia, caso ndo seja
possivel, € preciso repetir a reagcdo ou a eletroforese para se distinguir
melhor os fragmentos e ndo correr riscos de diagnosticar erroneamente o
individuo.

Apo6s a genotipagem dos 565 animais, foram obtidas as frequéncias
genotipicas e alélicas que podem ser visualizadas na Tabela 6.

Na Tabela 7, comparou-se as frequéncias genotipicas observadas nos
animais cruzados, com as frequéncias esperadas, as quais foram calculadas

a partir dos dados de frequéncias das ragas parentais.



32

Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas dos grupos animais genotipados

e ——_— R

Raca Genotipos Frequéncia
NN Na nn alélica
n° de % n° de % n°® de %
testes testes. testes
Large White N= 0,904
60 82,2 12 16,4 1 1,4 n= 0,096
Landrace - i N= 0,885
235 78,8 58 19,5 5 1,7 n=0,115
Pietrain » N= 0,000
- - - - 57 100,0 n= 1,000
LW/PI N= 0,452
- - 24 85,7 4 14,3 n= 0,548
LW/LD N= 0,895
28 87,5 4 12,5 - - n= 0,105
LW/LD/PI N= 0,673
16883 1 18 433 | 1 40 | (307
S.R.D. N= 1,000
30 106,60 - - - - n= 0,000
PIAU N=.1,000 '
8 00,0 i I " | n=0,000
MONTEIRO N= 1,000
el ] ] " | n=0,000

Podemos observar pelos dados obtidos, que a frequéncia do gene Hal
na raca Large White aproxima-se bastante daquelas encontradas no Canada,

Inglaterra e EUA, citadas por O’Brien (1995) (ver revisdo bibliografica). No
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caso da raca Landrace, foi encontrada uma frequéncia um pouco menor que
naqueles paises. Todos os animais Pietrain genotipados foram homozigotos
para o gene Hal, o que também difere da frequéncia no Canada e EUA, que,
segundo O’Brien (1995), gira em todo de 75,0 e 70,5 %, respectivamente. A
analise estatistica realizada para comparar as frequéncias genotipicas dos
respectivos paises e as frequéncias encontradas no trabalho, baseada no
teste do Qui-Quadrado (X2), determinou que mais de 90% dos desvios
ocorreram devido ao acaso para as racas Large White e Landrace, ao passo
que para Pietrain, segundo o teste, o acaso foi responsavel por 50 a 70% das
variacoes encontradas entre o Brasil e 0s paises citados.

Esse desvio um pouco maior na raga Pietrain, principalmente, ao se
levar em conta que todos os individuos apresentaram o genotipo recessivo,
sugere que talvez os animais importados apresentassem apenas 0 gene n

(uma vez que este, ja € o gene de maior frequéncia nessa racga).

Tabela 7. Frequéncias genotipicas esperadas e observadas para os animais cruzados

Animais __ Frequéncias | Genbtipo. X2 P
Cruzados NN Nn nn
LW/PI F.O. 0,000 0,857 0,143 0,025 0,985
F.E. 0,000 0,904 0,096
LW/LD F.O. 0,875 0,125 0,000 0,04 0,980
F.E. 0,800 0,189 0,011
LW/LD/PI F.O. 0,533 0,433 0,040 0,06 0,97

F.E. 0,405 0,537 0,058

F.O . é a frequéncia observada nos cruzamento e F. E. a frequéncia esperada
P é a probabilidade de que os desvios entre F.O . e F.E. sejam devido ao acaso
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A andlise estatistica feita para avaliar a distribuicdo dos gendétipos nos
animais cruzados, com base no teste do Qui-Quadrado (X?), determinou que
em todos os cruzamentos, mais de 97% dos desvios, isto €, a variacao entre
as frequéncias genotipicas esperada e a observada, ocorreram devido ao
acaso, indicando que a frequéncia observada nao difere significativamente da
esperada. Portanto, 0s cruzamentos nao estdao sendo selecionados em
relacao ao gene Halotano.

De acordo com varios autores (Elizondo et al., 1976; Webb & Jordan,
1978; Simpson & Webb, 1989; Aalhus et al.,, 1991; Zhang et al., 1992;
Antunes, 1997), os animais que possuem o0 gene mutante apresentam
melhor rendimento de carne magra na carcaca (além de menor espessura de
toucinho e melhor conversao alimentar), o que €é uma das principais
caracteristicas desejadas pela induastria, €, portanto, altamente selecionada.
Dai, discute-se a real ligacdo do gene Hal com essas caracteristicas de
carcaca, pois, como mostram os dados, ndo ha selecdo para o gene, mas de
acordo com os programas de melhoramento, ha selecao para as
caracteristicas que estdo ligadas ao gene, logo, deveria consequentemente
estar ocorrendo mudanca nas frequéncias alélicas e genotipicas. Como esse
fato nao foi observado, questiona-se a intensidade da pressdo de selecao
exercida sobre esses animais com relacdo as caracteristicas de rendimento
de carcaca, ou ainda, supode-se que talvez, a ligacdo desse marcador com
genes determinantes de maior porcentagem de carne magra nao seja tao
forte, permitindo que haja recombinacéo, com isso perde-se o referencial de
que o gene Hal esteja relacionado a fatores desejaveis na carne suina.

Apesar dessa incerteza, pesquisadores tém encontrado forte relacéo
entre caracteristicas de carcaca interessantes para a industria e o gene Hal.
Zhang et al. (1992) mencionam os beneficios que esse gene pode trazer a
industria, mas alertam para uma aplicagdo cuidadosa, pois, os efeitos
indesejaveis do mesmo (P.S.E.) podem também se fixar na populacéo.

Outro dado interessante e passivel de indagacées, € a auséncia do
gene halotano nos animais sem raca definida. A alta frequéncia do gene
halotano na raca Pietrain, sugere que a mutacao tenha ocorrido em animais

que constituiram essa raca e, portanto, o gene se fixou na populacido pela
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sua ligacdo a fatores positivos para a industria suina, ou seja foi
concomitantemente selecionados. A partir destas suposicées, a auséncia do
gene halotano nos animais de criacao extensiva, pode ser explicada pela falta
de cruzamentos com animais portadores (Nn ou nn). Mas, se houve a
distribuicao do gene para os animais sem racga definida, pode-se discutir os
meios de sobrevivéncia das populacoes. Em condi¢coes naturais, o suino sofre
pressoes seletivas diferentes daquelas enfrentadas pelos animais confinados.
Acredita-se que na natureza, o gene halotano seria selecionado
negativamente, pois, 0 animal nesse habitat precisa investir energia em
busca de alimento e da fémea, as condi¢cdes climaticas adversas trazem
desconforto, enfim todos esses fatores sdo extremamente estressantes,
propiciando a morte dos animais portadores da mutacao (além de que, nao
ha direcionamento nos acasalamentos para producdo de animais com
melhores carcacas para a industria, assim o gene Hal ndao € mantido).

Os animais Monteiro e os Piau também ndo apresentaram o gene o
que talvez se deva as mesmas suposi¢oes mencionadas acima ou, pode ser
que a amostra nao forneceu um numero suficiente para se detectar o alelo

mutante.
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5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados encontrados e condicoes em que foi realizado

o trabalho, pode-se concluir que:

1. A frequéncia do gene halotano encontrada na raga Large White foi 0,096;
na Landrace: 0,115 e na Pietrain: 1,000; valores semelhantes aqueles

encontrados no Canada, Inglaterra e EUA.

2. A selecdo praticada nas racas puras nao alteraram a frequéncia genotipica

(com relacdo ao gene Hal) nos cruzamentos.

3. O conhecimento prévio do genoétipo dos animais permite ao criador
monitorar os cruzamentos, de forma que, ele possa aumentar a frequéncia
genotipica do animal heterozigoto, considerado por muitos pesquisadores
como sendo o mais vantajoso economicamente, pois o gene Hal relaciona-se

com aumento de porcentagem de carne magra.

4. Animais sem raca definida criados de forma extensiva, bem como, as
populacdes nativas Piau e Monteiro, nao apresentaram o gene mutante para

a proteina do canal de calcio.
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5. Os primers SUI 1 ¢ 2 podem ser utilizados nas reacoes de rotina nos

laboratorios para diagnosticar a presenca ou nio do gene halotano.

6. Os primers REZSUI nao foram eficientes nas amplificacoes, ja que exigem
um DNA de alto peso molecular, o que n&do foi obtido com o processo de

extracgio utilizado.
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