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Otimizacdo de protocolos de deteccéo
molecular por PCR e gPCR para diagndstico

do gene do halotano em suinos’

A hipertermia maligna é uma doenc¢a muscular hereditaria e latente, carac-
terizada por uma sindrome hipermetabdlica em resposta a exposigdo aos
anestésicos volateis em humanos (Rosenberg et al., 2015). Em suinos, essa
condigao é conhecida como sindrome do estresse dos suinos (PSS - Porcine
Stress Syndrome) e foi descrita por Topel et al. (1968), que notou que alguns
animais sofriam colapso e morriam ap6s um desafio estressante. Varios fato-
res, como estresse fisico, caldrico, castracao, briga entre animais, vacinagao
e inclusive a administragdo do anestésico halotano podem desencadear a
morte de suinos afetados (Stalder, 2012). Por isso, o gene responsavel por
essa desordem passou a ser chamado de gene do halotano (HAL). Os sin-
tomas incluem tremores musculares, dificuldade e irregularidade na respira-
¢ao, alteragbes na cor da pele, aumento da temperatura corpdrea, colapso
e rigidez muscular, o que causa danos no figado e nos rins e também danos
neurolégicos e morte (Christian; Lunstrom, 1992).

A sindrome do estresse do suino é herdada recessivamente, ou seja, apenas
animais com o gendtipo duplo homozigoto recessivo podem ser afetados,
sendo que os efeitos ndo sdo exatamente os mesmos em todos os animais
(Christian; Lunstrom, 1992; O’Brien et al., 1993). Fujii et al. (1991) descobri-
ram uma mutagao causal no gene do receptor de rianodina 1 (ryr1), que esta
localizado no cromossomo 6 dos suinos, na posi¢ao p11 - g21. Esta mutagao
¢é do tipo SNP (nucleotideo de base Unica) e esta localizada na posigao 1843
do gene, onde se identifica a troca de uma citosina (que resulta no alelo
normal N) no DNA por outra base, a timina (que resulta no alelo deletério
n). Assim, os genotipos para o gene do halotano sdo comumente chama-
dos de NN para os animais normais que apresentam as bases CC (Citosina-
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Citosina), Nn para o heterozigoto (portador) que apresentam as bases CT
(Citosina-Timina) e nn para os animais afetados que apresentam as bases
TT (Timina-Timina). A mudanca de nucleotideos acarreta uma alteragéo de
aminoacido na posi¢ao 615 de uma arginina para uma cisteina (Fuijii et al.,
1991). Tal mutacéo causa falha no canal receptor de rianodina liberador de
Ca** do reticulo sarcoplasmatico, resultando na liberagado do Ca** duas vezes
mais rapido do que em animais normais. As altas concentragées de Ca** au-
mentam o estimulo da contragdo muscular, utilizagdo de glicogénio e acido
latico e, consequentemente, o aparecimento de carne PSE (palida, mole e
exudativa) (Fuijii et al., 1991).

As perdas na produgéo de suinos relacionadas a hipertermia maligna se dao
devido aos danos neurolégicos, no figado e rins, pelo aparecimento da car-
ne PSE e até mesmo pela morte subita de animais. O monitoramento dos
animais para a presenga desse alelo deletério (n) € de suma importancia,
pois auxilia tanto na escolha de animais reprodutores como nos cuidados de
manejo de animais suscetiveis, diminuindo os gastos e perdas na produgao.
Dessa maneira, apesar do amplo monitoramento para se evitar o apareci-
mento da sindrome do estresse do suino nas ultimas décadas, ainda se veri-
fica a presenca do alelo deletério em diversas racgas. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi otimizar um teste de diagndstico utilizando a metodologia
classica de PCR-RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento de restri-
¢ao) e também desenvolver um teste molecular utilizando PCR em tempo real
(qPCR) como alternativa mais rapida para o diagnostico do gene do halotano
em suinos.

Para isso, a extragdo do DNA a partir de tecido da orelha foi realiza-
da em 106 amostras de suinos da racga Pietrain, usando o PurelLink
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) e seguindo as instru¢des do fabrican-
te. Apds, um teste de PCR-RFLP foi padronizado como alternativa a técni-
ca HAL1843TM (licenciada por Innovations Foundation, Toronto, Canada),
desenvolvida por Fujii et al. (1991). Para isso, um par de primers espe-
cificos para o gene ryr1 foi desenhado usando o primer-blast software
(Ye et al, 2012): HAL2_F (CTCACAGCCCCCTGCGTCTC) e HAL2 R
(GCCAGGGACAAGCTGGGACA), para amplificagdo de um fragmento de
505 pb do gene alvo.
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As condigbes da PCR para volume final de 30 uL foram:
» tampao de reacao 1X;
* 1,66 mM de cloreto de magnésio (MgCl2);
* 0,2 yM de cada primer;
* 1,5 U de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen);
e 75 ng de DNA.
As condi¢des de termociclador foram:
» desnaturacgao inicial de 94 °C por 5 minutos;
» seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos;
* 61 °C por 30 segundos;
* 68 °C por 1 minuto
» com extensao final de 68 °C durante 5 minutos.

Para confirmar os resultados da amplificagéo e a especificidade do fragmento
obtido, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 2%. Para a genotipa-
gem dos animais foi realizada a analise de RFLP. A reacdo de PCR-RFLP foi
realizada para um volume final de 10 uL, usando 1 unidade (U) da enzima de
restricdo Hhal, 1X tampéao de reagao da enzima e 2 L do produto amplificado
na PCR. A reacao foi incubada a temperatura de 37 °C por 2 horas e ap6s foi
aplicada em gel de agarose 2% com brometo de etidio (0,5 pg/mL) usando 3
V/cm de voltagem por 2 horas. O gel de agarose foi analisado em translumi-
nador UV onde foram observadas as bandas para o genétipo normal (262 e
242 pb), heterozigoto (505, 262 e 242 pb) e afetado (505 pb).

Em uma segunda fase, foi realizado o ensaio de discriminacao alélica usan-

do PCR em tempo real (QPCR). Para isso, foram utilizados um par de primers
e duas sondas marcadas com florescéncia, uma para o alelo N (normal) e ou-
tra para o alelo n (mutado), que foram customizados utilizando-se o software
da Applied Biosystems. As sequéncias de primers foram:
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+ Hal_direto (CCCTGTGTGTGTGCAATGG)

» Hal_Reverso (CAGGGAGCAAGTTCTCAGTAATGA)
As sondas foram:

* Hal_C (5'VIC-TTGGTTGGAGCGCACG-MGB-3")

* Hal_T (5"-FAM-TTGGTTGGAGCACACG-MGB-3).

As reagbes de qPCR foram realizadas em equipamento de PCR em tempo
real 7500 SDS (Applied Biosystems), usando 1X TagMan Genotyping Master
Mix (Applied Biosystems), 0,75 pyL do mix de primers e sondas 20X (Custom
TagMan SNP Genotyping Assays), 25 ng de DNA e agua para completar os
15 pL do volume final da reacéo. As condi¢des de termociclagem foram:

* 50°C por 2 minutos
* 95°C por 3 minutos
» seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
* 60°C por 1 minuto.

Adiscriminacao alélica foi realizada com o Software 7500 SDS v2.0.5 (Applied
Biosystems). Para verificar a especificidade do teste, todas as 106 amos-
tras de DNA foram genotipadas pelos dois métodos e os resultados foram
comparados. Nenhuma das amostras falhou nas analises e os trés gendtipos
possiveis, NN (normal), Nn (heterozigoto) e nn (afetado) foram observados
nas amostras avaliadas (Figura 1). Considerando todos os animais genotipa-
dos, 39 foram homozigotos para o alelo normal (NN), 57 foram heterozigo-
tos (Nn) e 10 foram homozigotos para o alelo susceptivel (nn). Observou-se
na linhagem amostrada uma frequéncia relativamente alta do alelo deletério
(36,32%). Quando se comparou a genotipagem obtida nas duas técnicas,
os resultados foram concordantes para todas as amostras, indicando a alta
especificidade de ambos os ensaios. Na Figura 1B é possivel observar os 3
genotipos separados de acordo com as diferengas nos niveis de fluorescén-
cia adquirida na reagao de amplificagdo em tempo real.
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Figura 1. (A) Genotipagem usando PCR-RFLP: NN - gendtipo normal (262 e 242
bp), Nn - heterozigoto (505, 262 e 242 bp) e nn - afetado (505 bp); e (B) genotipagem
usando sondas Tagman-MGB: Vermelho (homozigotos para alelo normal), verde (he-
terozigotos) e azul (homozigotos para o alelo deletério).
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A hipertermia maligna é uma condigdo bem conhecida na suinocultura, es-
pecialmente pelas perdas causadas (O’Brien et al., 1993). Os produtores e
a industria tém desenvolvido estratégias para prevenir esse problema nas
ultimas décadas, eliminando o alelo recessivo de seus planteis devido a
maior incidéncia de carne PSE e menor rendimento de carne processada em
animais portadores, o que seria uma fonte de perda econémica para o se-
tor de carne, além da mortalidade no pré-abate. Contudo, alguns produtores
mantém animais heterozigotos por apresentarem melhor eficiéncia alimentar,
maiores rendimentos de carcaga e maior conteudo de carne magra em rela-
¢ado aos demais gendtipos (Favero; Bellaver, 2007). Isso dificulta o controle
do alelo deletério, o qual € mantido em baixa frequéncia nas populagoes.
Assim, dois testes especificos foram desenvolvidos e estao disponiveis para
a detecgédo do gene do halotano, sendo que houve 100% de concordancia
entre as genotipagens obtidas nos dois testes. Além disso, conclui-se que
o uso de sondas Tagman-MGB e real-time PCR pode substituir a técnica de
PCR-RFLP no diagnéstico do gene do Halotano em suinos, apresentando a
mesma eficiéncia da tecnologia mais antiga e realizada em menor periodo
de tempo.
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