POLIMORFISMO DA TRANSFERRINA SERICA EM BOVINOS DA RACA CANCHIM!

JEnuD BortOLOZZI?

ABSTRACT.- Bortolozzi J. 1983. [Transferrin polymorphism in Canchim cattle.] Polimorfismo
da transferrina sérica em bovinos da raga Canchim. Pesquisa Veterindria Brasileira 3(2): 53-57,
Depto Genética, Inst. Bésico Biol. Médica e Agricola, UNESP, Cx. Postal 102, Botucatu, Sdo
Paulo 18600, Brazil.

Bovine transferrins of 59 Canchim and 29 other hybrid cattle were analysed by horizontal
electrophoresis using hydrolysed starch gels, stained with Amido Black-10B, and destained with
a mixture of methanol, water and aceticacid (5:5:1). Each transferrin allele produced 4 separate
bands. The frequencies observed were: TfA = 0.331, TfD1 = 0.305, TfD2 = 0.169 and TfE =
0.195 for Canchim, and TfA = 0.569, TfD1 = 0.103, TfD2 = 0.034 and TfE = 0.293 for the
other hybrids. The samples from Canchim cattle were not found to be in Hardy Weinberg equi-
librium, which can probably be explained by environmental selection. The relatively high
frequency of TfE in both the Canchim and the other breeds studied could be related to the
good adaptability of these animals to the tropics.

INDEX TERMS: Transferrins, cattle, Canchim, polymorphism.

SINOPSE.- As transferrinas de 59 bovinos da raga Canchime de
29 hibridos foram analisadas por eletroforese horizontal em
gel de amido hidrolizado, apés coloragdo com Amido Black-
10B e descoloragao com uma solug¢do descorante de metanol,
4gua e 4cido acético na proporgdo de 5:5:1. Cada alelo da trans-
ferrina produziu quatro bandas separadas eletroforeticamente
e os resultados obtidos foram os seguintes: TfA = 0,331,
TfD1= 0,305, TP2= 0,169 ¢ TfE = 0,195 para a raga Can-
chim e TfA = 0,569, TfP1 = 0,103, TfP2 = 0,034 ¢ TFE =
0,293 para os mestigos. Em rela¢do a raga Canchim, o rebanho
estudado ndo estd em equilibrio de Hardy Weinberg, o que
mostra uma possivel selegdo ambiental. A ocorréncia de TfE
em freqiiéncia relativamente alta, tanto no Canchim como nos
mestigos, estaria correlacionada com a grande adaptabilidade
desses animais aos tropicos.

TERMOS DE INDEXACAO: Transferrina, bovinos, polimorfismos,
Canchim.

INTRODUCAO

O estudo do controle genético das beta-globulinas, as quais
tém mostrado nos animais domésticos uma grande diversida-
de, revelou, através do emprego de Fe’® em auto-radiogra-
fia, a existéncia de uma forma especial de proteinas, descober-
tas por Holmberg e Laurell (1945) e denominadas por Giblett
et al. (1959) de transferrinas. Estas sdo proteinas especificas,
que tém a fungdo vital de transportar fons de ferro do plas-
ma aos receptores celulares da medula 6ssea. Estruturalmente,
as transferrinas, ou siderofilinas, sfo glicoproteinas com peso
molecular ao redor de 88.000.

1 Aceito para publicagio em 31 de agosto de 1982.

2 Departamento de Genética, Instituto Bésico de Biologia Médica e
Agricola, UNESP, Caixa Postal 102. Botucatu, Sdo Paulo 18600.

As primeiras comunicag¢Ges sobre o polimorfismo das trans-
ferrinas em bovinos, detectadas por eletroforese em gel de
amido hidrolizado, foram realizadas por Smithies (1957),
Smithies e Hicman (1958) e Ashton (1957, 1958 a, b). Maka-
rechian e Howell (1966) demonstraram que todas as bandas
visualizadas com corantes de proteinas na regido das transfer-
rinas eram transportadoras de ferro, o que foi confirmado por
auto-radiografia.

Os estudos sobre as proteinas transportadoras de ferro, rea-
lizadas em outras espécies animais e no homem, demonstraram
que elas sdo heterogéneas, comprovando que o 4cido sidlico é o
responsével por essa heterogeneidade (Stratil & Spooner 1971).

A natureza molecular das diferengas entre as variantes de
transferrina ndo foi ainda determinada, mas, provavelmente

- estard relacionada a substituicoes de aminoéicidos (Stratil &

Spooner 1971). A ocorréncia dos multiplos componentes da
transferrina depende, contudo, do nimero de residuos de 4ci-
do sidlico (0 a 5) ligados em cada componente. Maeda et al.
(1980) demonstraram também que, além dos residuos de 4ci-
do sidlico, a heterogeneidade dentro de cada variante reside na
presenca de dois tipos de cadeia polipeptidica: uma sem que-
bra e outra com quebra na ligagdo entre os residuos 55 e 54
da porgdo C-terminal da molécula de proteina.

Em transferrinas sdo conhecidos vérios alelos co-dominan-
tes correspondentes a um s6 loco. Alguns desses alelos sdo
caracteristicas de algumas racas bovinas, como por exemplo
T8 e TfC, que ocorrem em zebu e ndo existem em Jersey,
Hereford ou Shorthorn, enquanto outros alelos, como TfA,
TD1, TP2 e TfE sa0 amplamente difundidos (Quinteros &
Miller 1968).

Os fen6tipos das transferrinas mais comuns, de maior dife-
renciagdo, e suas combinag¢Ges sdo: A, ADy, AD,, AE, Dy,
DDy, Dy, D{E, DE ¢ E. Cada tipo homozigoto, em gel de
amido hidroiizado, migra da maneira de 4 proteinas diferentes,
exibindo os heterozigotos combinagdes de quatro tipos de
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bandas com distintas posi¢des na placa gelificada. Os fen6tipos
D1 e D5 sdo dificeis de se diferenciarem.

Com os estudos mais recentes realizados por diversos auto-
res, e ainda ap6s uma revisdo na notag¢do das transferrinas, po-
demos sugerir que sua sintese e expressao estdo controladas
por oito alelos, formando a seguinte série de alelos multiplos
co-dominantes, na seqiéncia decrescente de mobilidade eletro-
forética de cada uma das fragGes proteicas do soro: TfA1,
TfA2, TB, TfDl; TfD2, TfF, T e TG (revisdo em Bortoloz-
ziet al. 1982).

Em virtude de os alelos serem co-dominantes, todas as com-
binagGes genotipicas possiveis podem ser evidenciadas através
de eletroforese. Alguns casos de transferrinas com expressao
anormal (migram com maior velocidade) foram descritos em
bovinos Hereford. Tais transferrinas poderiam ser explicadas
pela presenga de um gene epistatico (Spooner & Baxter 1969).

Com base nos resultados dos numerosos trabalhos j4 realiza-
dos nesse campo, hoje sabe-se que nas diversas ragas de bovinos
hd uma predominancia dos alelos TfA, TP1 e TfD2, ndo ocor-
rendo o mesmo com a freqiiéncia do alelo TfE nas raXas euro-
péias. Também s3o de freqiiéncia baixa os alelos Tf>1, TfG,
TfB e TfE, acreditando-se que os dois ultimos ocorram somen-
te nos zebuinos.

A baixa freqiiéncia do alelo TfE nas ragas taurinas (Zur-
kowski et al. 1977) contrasta com sua alta freqiiéncia nas ragas
indicas, o que fez Ashton (1959) associar esse fato a tolerancia
e resisténcia desses animais as condi¢Ges ecologicas dos tropicos.

O presente trabalho teve por objetivo principal a caracteri-
zagao do polimorfismo das transferrinas sérias em bovinos da
raga Canchim e sua compara¢do com o das outras ragas j4 es-
tudadas.

MATERIAL E METODOS

Todos os bovinos utilizados neste trabalho foram gentilmente cedidos
pela UEPAE (Unidade de Execugdo de Pesquisas de Ambito Estadual de
Sao Carlos, da EMBRAPA). No periodo de novembro de 1977 a julho
de 1978, foram utilizados 59 bovinos da raca Canchim (2 machose 57
fémeas de idade 34 anos) e 29 mesticos de diversas racas (1 macho e
28 fémeas em idade de 34 anos).

A raga Canchim, inteiramente desenvolvida no Brasil, foi iniciada hd
38 anos pelo zootecnista AntOnio Teixeira Vianna (Vianna et al.
1962, Motta 1977). O esquema de cruzamento para se obter o Canchim,
com caracteres de Charolés e Zebu, compreende, em sua etapa final,
de acordo com a nomenclatura zootécnica, os cruzamentos animais
com constituicdo 5/8 Charolés e 3/8 Zebu. O resultado € o bimestigo
Canchim.

As amostras de sangue para esse estudo foram coletadas por puncdo
da jugular e o soro foi conservado a -20°C. As transferrinas foram de-
terminadas pelo método de Quinteros e Miller (1968).

Segundo esse método as solugdes tampGes foram assim preparadas:
a) Tampdo do gel (gel buffer) pH = 6,8. Acido citrico a 10,5 g/1 =
45 ml TRIS a 23 g/1 = 38 ml. Agua destilada q.s.p. = 500 ml;
b) Tampdo do eletrodo (tray buffer) pH = 8,7. Acido bérico (H3BO3) =
37,0 g. Hidréxido de sédio (NaOH) = 8,0 g. Agua destilada q.s.p. = 2,0 1.

O gel de amido, suficiente para 2 placas, foi preparada da segu'inte
maneira: 75 g. de amido hidrolizado (SIGMA), foram suspendidos a
frio com 110 ml de tampido do gel. Em seguida, foram adicionados a
suspensdo os 390 ml de tampdo do gel, previamente aquecido a 100
graus, sendo agitado fortemente para sc obter uma boa homogenizagao
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do hidrolizado. Antes da aplicacdo o gel foi deixado a temperatura
ambiente durante noventa minutos.

As aplicagdes foram feitas a 4 cm do cdtodo, em papéis Beckman
n® 1 (tamanho 0,8 x 0,6 cm), embebidos no plasma ou soro utilizado,
com 1 mm de separa¢do um do outro.

Decorridos os primeiros 15 minutos de corrida eletroforética a
165V, os papéis foram retirados, continuando a corrida por mais
15 minutos com a mesma voltagem. Em seguida, aumentou-se a volta-
gem para 350 V até finalizar o processo eletroforético, que se deu
quando o limite boratado alcangou 12 cm de migragdo desde o ponto
de insergao da-amostra. .

As duas primeiras etapas foram realizadas a temperatura ambiente,
e a ultima (a 350 V) que sé de d4 com a diminuigdo da temperatura do
gel de amido, o que foi conseguido, colocando-se sobre a placa gelifica-
da um recipiente de pldstico, com fundo plano, contendo uma quanti-
dade suficiente de gelo.

Terminado o processo, a placa foi subdividida em placas de 3 mm,
e logo em seguida corada com Amido Black 10B (Merck) durante 3
minutos, ¢ em seguida descolorindo-se rapidamente, para se visualizar
as transferrinas e albuminas, com a solucdo de lavagem preparada na
proporgdo de 5:5:1 de metanol, dgua e 4cido acético, respectivamente.
Os resultados foram anotados em protocolos proprios.

Para as andlises comparativas das freqii€ncias génicas dos polimorfis-
mos estudados no presente trabalho com os da literatura para diversas
ragas de outros paises, utilizou-se o teste descrito por Goodman (1965).

RESULTADOS

A Figura 1 mostra uma placa de gel de amido, na qual podem
ser identificados os fen6tipos das transferrinas em bovinos da
raga Canchim. O Quadro 1 mostra a distribui¢cdo dos 10 geno-
tipos possiveis e as estimativas das freqiiéncias alélicas. Os ale-
los mais freqiientes sao TfA e TfD1, na raga Canchim, e TfA

‘e TfD nos mesticos.

Para se verificar, ou ndo, a condi¢do de equilibrio genético
no loco da transferrina, a distribuic@o esperada dos gen6tipos
foi calculado e comparada com os observados (Quadro 1).
Como se vé, a andlise estatistica para a raga Canchim indica
que a populagdo ndo estd em equilibrio de Hardy Weinberg
(X? =1247, gl= 3,P <0,05). 0 mesmo ndo ocorreu com
os mestigos (X? = 2,21, gl = 3, P> 0,05).

Fig. 1. Fotografia de uma placa de gel de amido mostrando os fendti-
pos das transferrinas em bovinos da ragca Canchim. Especifica-
¢oes no texto. Tf = transferrinas e A = linha de aplicagdo.
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Quadro 1. Distribuicdo observada e esperada dos gendtipos das transferrinas séricas e respectivas freqiiéncias
génicas em bovinos da raga Canchim e Mestigos (2)

Distribuicdo e freqiiéncias génicas dos gendtipos

Bovinos
AA AD;  AD, AE EE DD; DD, DD, DE DE TOTAL
Observado 3 13 9 11 1 2 10 0 9 1 59
Canchim
Esperado 6,5 119 6.6 7,6 22 55 . 6,1 1,7 7,0 39 59
Freqiiéncias génicas: TfA = 0,331; TfP1 = 0,305; TfP2 = 0,169; TEE = 0,195
' Observado 9 3 1 11 1 0 0 0 3 1 29
Mesticos
Esperado 9,3 34 11 9,7 2,5 0,3 0,2 0,1 1,8 0,6 29

Freqiiéncias génicas: TFA = 0,569; TfP1 = 0,103; TfP2 = 0,034; T(E = 0,293

@ Anglise estatistica: Canchim: X* = 12,47, gl = 3, P <0,05; Mestigos: X2 = 2,21, g1 = 3,P >0,05.

DISCUSSAO

O polimorfismo da transferrina tem sido estudado em viérias
espécies de animais, principalmente mamiferos, aves e peixes
(Lush 1966). Segundo Bortolozzi et al. (1982), a série alelo-
moérfica da transferrina é composta de 8 alelos: TfA1, TfA2,
TfB, TfDl, TfD2, TfF, TfE e TG, No presente trabalho, fo-
ram identificados os 10 tipos que a técnica de Quinteros e
Miller (1968) permite identificar. A comprovagdo de que as
bandas observadas eram transferrinas foi feita através de
auto-radiografia.

O tratamento com neuraminidae (Spooner & Baxter 1969)
reduz a mobilidade da transferrina, mas nfo altera o padrio
da banda, tornando-a apenas mais visivel. Em humanos,
foi demonstrado que a taxa de migra¢do da transferrina dimi-
nui com esse tratamento, devido & remog¢do do 4cido sidlico
das moléculas das proteinas (Parker & Bearn 1961). Resultado
semelhante foi obtido por Gahne (1961) em bovinos. Devido a
boa visibilidade de nossas placas (Fig. 1), ndo foi necessirio
esse tratamento.

Cada variante da transferrina, em bovinos, consta de quatro
zonas separéveis eletroforeticamente. Em outras espécies de
animais, essas variantes exibem diversos nimeros de zonas ou
bandas: bifalos, trés bandas; ovinos e caprinos, 2; eqiiinos, 2;
suinos, 3; galinhas, 3 (revisio em Bortolozzi et al. 1982). Ne-
nhuma explicagdo satisfatoria existe para essa variagdo entre
as espécies. Gahne (1961) mostrou que, ao invés do 4cido sidli-
co, os carboidratos podem ser responsédveis pelas diferencas
genéticas das transferrinas. Ele propde que diferentes consti-
tuintes quimicos combinados com as moléculas das transfer-
rinas poderiam determinar variados padrdes de bandas. Stratil
(1967) propde que conalbuminas, que possuem diferentes
capacidades de combinagGes com fons de Fe, poderiam deter-
minar diferentes mobilidades. Efremov et al. (1971) postula-
ram que esse fato seria devido, em parte, a possiveis diferencas
do peso molecular, nimero ¢ tamanho dos residuos do 4cido
sislico. Stratil e Spooner (1971) sugeriram que pelo menos
trés locos estdo envolvidos no controle da biossintese das
transferrinas dos bovinos. Com base na segregacdo dos feno-
tipos identificados, pode-se concluir que alelos co-dominantes
estdo envolvidos no controle do polimorfismo da transferrina

Esse resultado estd de acordo com observagGes feitas em outras
espécies por Lush (1966).

A andlise estatistica do equilibrio genético nesse loco (Qua-
dro 1) mostrou, para a raga Canchim, que a amostra ndo est4
em equilibrio de Hardy Weinberg. Esse resultado concorda
com os de Mitat (1975) para as ragas Santa Gertrudes e Criollo,
e indica uma possivel selecdo ambiental.

No Quadro 2 é apresentada uma comparagio entre as fre-
qiiéncias génicas da transferrina do gado Canchim com as das
diferentes ragas de bovinos criadas em outros paises. A anilise
estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre as fre-
qiiéncias génicas dos alelos do TfA da raga Canchim e as das
demais ragas comparadas. Com relaggo a TfD, somente as ragas
Simental e Charolés (Cuba) é que apresentam diferengas signi-
ficativas, que provavelmente sfo devidas a condi¢Ses de mane-
jo diferentes nessas duas ragas.

Segundo Zurkowski et al. (1977), o alelo TfE ¢ um dos mais
interessantes alelos das transferrinas em bovinos. Apresenta
distribui¢do bem variada, senda inexistente em algumas racas
(Jersey, Charolés canadense, Shorthorn), enquanto que em ou-
tras ragas ocorre com freqiiéncia relativamente alta (Zebu,
Africander, Zgumi e Sahival). Osterhoff € Neethling (1969)
relataram que as ragas que apresentam o alelo TfE em alta fre-
qiiéncia, sdo as que tém boa resisténcia ao estresse climético.
Animais homozigotos para TfE sdo mais resistentes ao calor
que os homozigotos para TfA ou TfD. Além disso, os genoti-
pos TfD/TfE e TFE/TE estao correlacionados com pouco ga-
nho de peso e baixo coeficiente de conversao alimentar. Assim,
esse alelo merece ser estudado com mais ateng¢do, pois, se por
um lado aumenta a resisténcia do animal, por outro diminui
sua produgdo. Sua freqiiéncia na raga Canchim € estatistica-
mente semelhante a das ragas comparadas (Quadro 2), com ex-
cegdo das ragas Charolés canadense, Shorthorn e Sahival, com
as quais apresenta diferenca significativa. Spooner e Baxter
(1969) relataram a existéncia de transferrinas anormais que se-
riam segundo eles, geno6tipos heterozigotos com migragdo de
bandas alteradas. Neste trabalho n3o encontramos nenhum fe-
noétipo desse tipo. '

Nio encontramos, na literatura, evidéncias definitivas sobre
o significado adaptativo do polimorfismo das transferrinas nas
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Quadro 2. Comparagdo das freqiiéncias génicas do loco da transferrina do gado Canchim com algumas ragas de

bovinos de outros patses
Freqiiéncias génicas
Ragase , () Niimero de
mestigo Paises e autores TfA TfD TfE animais
Holstein U.S.A. (Arave et al. 1971) 0,572 0,387 0,041 184
Canadd (Kraay 1970) 0,520 0,440 0,040 400
Japdo (Abe et al. 1970) 0,356 0,626 0,019 1066
Inglaterra (Jamieson 1966) 0,470 0,480 0,050 414
Cuba (Mitat 1975) 0,432 0,462 0,106 404
Africa do Sul (Osterhoff & Neethling 1969) 0,435 0,530 0,035 116
Suécia (Gahne 1961) 0,485 0,500 0,015 204
Rumania (Milovan & Granciu 1972) 0,397 0,573 0,030 237
Simental Canad4 (Kraay 1970) 0,150 0,820 0,030 55
Sta. Gertrudes Cuba (Mitat 1975) 0,270 0,509 0,190 339
Shorthorn Inglaterra (Ashton 1958b) 0,629 0,358 0,014 141
Canadd (Kraay 1970) 0,690 0,310 0,000 50
Japdo (Abe et al. 1970) 0,535 0,404 0,061 156
Nguni Africa do Sul (Osterhoff & Neethling 1969) 0,385 0,265 0,390 100
Africander Africa do Sul (Osterhc;ff & Neethling 1969) 0,397 0,332 0,267 223
Sahivel India (Jamieson 1966) 0,020 0,310 0,660 85
Icelandic Iceland (Braend et al. 1962) 0,346 0,645 0,010 941
Longhorn U.S.A. (Miller 1966) 0,300 0,650 0,050 303
Criollo Cuba (Mitat 1975) 0,444 0,397 0,132 551
Argentina (Quinteros 1976) 0,494 0,311 0,195 82
Charolés Cuba (Mitat 1975) 0,230 0,757 0,013 529
Inglaterra (Jamieson 1966) 0,370 0,630 0,000 23
Canadé (Kraay 1970) 0,290 0,710 0,000 50
Japdo (Abe et al. 1970) 0,346 0,654 0,000 52
Zebu Cuba (Mitat 1975) 0,128 0,454 0,398 98
Canchim Brasil (presente trabalho) 0,331 0,474 0,195 59
Mestico Brasil (presente trabalho) 0,569 0,137 0,293 29
@ +D_-D D
Tf = Tf 1+ Tf 2

diversas espécies. Entretanto, existem vérios trabalhos que su-
gerem que as transferrinas possam estar associadas a outras
fun¢oes, além do transporte de fons ferro, tais como efeitos
bacteriostdticos, inibi¢goes de crescimento de viroses e ag¢do
complementar na resisténcia a infecgdes (revisdo em Buettner-
Januch 1970). Essas evidéncias, mais as correlagGes com as ca-
racteristicas produtivas, poderiam ser as causas da manutengdo
do polimorfismo dessa proteina.
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