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RESUMO

Scrapie € uma doenca neurodegenerativa, progressiva e fatal de ovinos e
caprinos, pertencente ao grupo das Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (EETs), ou doencgas pribnicas. O acumulo de uma isoforma
anormal (PrP°) da proteina prion celular (PrP®) do hospedeiro no tecido
nervoso é a causa do scrapie. Os principais sinais clinicos sé&o: prurido,
alteracdbes no comportamento, incoordenacdo motora, ataxia e perda
progressiva de peso. O diagndstico é baseado na demonstracdo da PrP>¢ no
cérebro ou, no animal vivo, no tecido linféide periférico. Como o acumulo da
PrP* no tecido linféide é anterior ao acimulo no sistema nervoso central,
biépsias de tecidos linféides como tonsila, terceira palpebra e tecido linféide
associado & mucosa reto-anal, seguida de imunocoloracdo para PrP*,
possibilita o diagnostico pré-clinico do scrapie. A susceptibilidade dos ovinos ao
scrapie depende de polimorfismos do gene da proteina prion celular (PRNP).
Polimorfismos nos cédons 136 (Alanina, A/Valina, V), 154 (Arginina,
R/Histidina, H) e 171 (Glutamina, Q/Arginina, R/Histidina, H) sdo os principais
determinantes de susceptibilidade/resisténcia ao scrapie classico. Eles sao
combinados em 4 principais variantes do alelo ancestral ARQ: VRQ, AHQ, ARH
e ARR. Programas de selegcdo genética na Unido Européia e Estados Unidos
tém utilizado como estratégia aumentar a frequiéncia do alelo resistente ARR e
diminuir a do alelo susceptivel VRQ em populagdes de ovinos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o polimorfismo do PRPN de ovinos introduzidos numa
propriedade apos um surto de scrapie ocorrido em 2003 e com abate de todos
os animais em 2006, e relacionar com a suscetibilidade a doenca por meio da
andlise da presenca da PrP*° utilizando imunohistoquimica (IHC) de tecido
linfoide associado a mucosa reto-anal. Foram avaliados 42 ovinos, mesticos
Texel com outras racas como lle de France, Dorper e Suffolk. Eram fémeas
entre um e oito anos de idade, sendo que sete ovelhas (16,67%) foram
introduzidas adultas na propriedade em 2006. As demais, 83,33%, eram
nascidas na fazenda. A genotipagem dos 42 ovinos foi feita pela analise do
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo - RFLP (“Restriction
Fragment Lenght Polimorphism”). O gendtipo ARQ/ARQ foi o mais frequente,
encontrado em 73,81% dos animais, seguido do genoétipo ARR/ARQ, com
16,67% e do ARQ/VRQ, com 9,52%. Os alelos ARH e AHQ néao foram
encontrados nestes animais. O resultado da IHQ em todas as amostras de
tecido linféide associado a mucosa reto-anal foi negativo. Nao foi possivel,
portanto, estabelecer uma relacéo entre gendtipo e maior susceptibilidade ao
scrapie, devido a auséncia de PrP>® na amostras examinadas. No Brasil, ha
poucos dados de genotipagem do PRNP e, até o momento, nenhum tipo de
controle baseado em cruzamentos direcionados foi implementado.



ABSTRACT

Scrapie is a fatal, neurodegenerative disease that affects sheep and goats and
belongs to the Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSES) or prion
diseases. It is caused by the deposition of an abnormal isoform (PrP*°) of the
host-encoded cellular prion protein (PrP) in the central nervous system.
Characteristic clinical signs of the disease are behavioural disturbances,
pruritus and increased difficulty in locomotion. Scrapie diagnosis is based on
the demonstration of disease-associated prion protein (PrP*°) in brain or, in the
live animal, in readily accessible peripheral lymphoid tissue. PrP°
accumulations are detectable in the lymphoid tissues of scrapie infected sheep
before they can be detected in the central nervous system. So, biopsy of
accessible lymphoid tissue such as tonsil, third eyelid or recto-anal mucosa-
associated lymphoid tissue (RAMALT) followed by immunostaining for PrP
offers the possibility of preclinical diagnosis of scrapie. It is well known that
susceptibility of sheep to scrapie is under the control of the host’s prion protein
gene (PRNP). PRNP polymorphisms at codons 136 (alanine, A/valine, V), 154
(histidine, H/arginine, R) e 171 (glutamine, Q/histidine, H/arginine, R) are the
main determinants of susceptibility/resistance of sheep to classical scrapie.
They are combined in four main variants of the wild-type ARQ allele: VRQ,
AHQ, ARH and ARR. Breeding programmes have been undertaken on this
basis in the European Union and the USA to increase the frequency of the
resistant ARR allele and decrease the susceptible VRQ in sheep populations.
The aim of this work was to study the polymorphism of the PrP gene of sheep
flock raised in a farm where a scrapie outbreak occurred in 2003 and all animals
were slaughtered in 2006, and to relate to disease susceptibility of possible
animals infected with PrP%°, by immunohistochemical analysis of recto-anal
mucosa-associated lymphoid tissue (RAMALT). For this we used 42 sheep,
crossbred with Texel, lle de France, Dorper and Suffolk. Females were between
one and eight years old, and seven (16.67%) were adult ewes when they
entered the flock in 2006. The rest, 83.33% were born in the farm. The PRNP
genotyping was performed by RFLP ("restricion fragment length
polymorphism™) analysis. The most frequent genotype was ARQ/ARQ, found in
73.81% of the animals, followed by ARR/ARQ, with 16.67% and ARQ/VRQ,
with 9.52%. The ARH and AHQ alleles were not found. All RAMALT samples
were negative in immunohistochemical analysis. It was not possible to establish
a relation between PRNP polymorphisms and susceptibility to scrapie, due to
the lack of positive samples to PrP*°. In Brazil, there is litle available PRNP
genotyping data of sheep and, so far, no type of controlled breeding scheme for
scrapie has been implemented.



INTRODUCAO

Scrapie é uma doenca infecciosa e fatal de pequenos ruminantes e se
caracteriza por lesdes de vacuolizacdo no sistema nervoso central (SNC). Faz
parte das encefalopatias espongiformes transmissiveis (ETTs), que sdo um
grupo de doengas neurodegenerativas, presentes em diferentes animais, que
tem como principal caracteristica o acumulo de uma forma patologica da
proteina pridnica (PrP) normal do hospedeiro no SNC e tecido linforreticular,
com longos periodos de incubacdo, assintomaticos (HUNTER, 1997,
PRUSINER, 1998; HARRIS, 1999; PRUSINER, 2004a).

Em condic¢des naturais, a infeccéo pelo agente do scrapie acontece pela
via oral, normalmente quando ovinos e caprinos ingerem restos contaminados
de membranas fetais de outros animais, logo apds o parto (ANDREOLETTI et
al., 2000; ANDREOLETTI et al., 2002). O periodo de incubacdo da doenca €é
variavel; no entanto, pode ser mensurado em anos (ESPINOSA et al., 2004) e
sofrer influéncia da genética do animal e estirpe do agente (BOSSERS et al.,
1996; OIE, 2009). Os sinais clinicos geralmente comecam insidiosamente com
alteracoes comportamentais; em seguida, avancam para sinais neurologicos,
incluindo prurido, falta de coordenacdo motora e condicao fisica deficiente, com
perda de peso progressiva (COCKCROFT e CLARK, 2006; OIE, 2009;
OLLHOFF, SOTOMAIOR, 2011).

A identificacdo da presenca da isoforma anormal da PrP (PrP*) pelas
técnicas de imunohistoquimica (IHQ) e imunoblotting € o método mais
especifico e sensivel para o diagnéstico de scrapie (PRUSINER et al., 2004;
GAVIER-WIDEN et al. 2005), por se basearem no uso de anticorpos
especificos. A técnica de IHQ detecta a PrP** in situ, o que permite determinar
tanto a presenca da proteina patolégica como sua distribuicdo no tecido, sua
localizac&o celular e as caracteristicas morfologicas do actimulo (GONZALEZ
et al., 2003). Até recentemente, somente diagndsticos “post-mortem” eram
possiveis de serem realizados. Atualmente, o diagnostico in vivo pode ser
realizado em ovinos e caprinos (GROSCHUP, 2006). Na maioria dos ovinos
infectados, o prion acumula-se nos tecidos do sistema linforreticular. PrP®°
primeiro se acumula em placas de Peyer do intestino, amigdalas e nos

linfonodos de drenagem; mais tarde, € disseminada para outros tecidos



linfoides (ANDREOLETTI et al., 2000). A biépsia da terceira palpebra foi o
primeiro passo para o diagnéstico pré-clinico, ndo invasivo, em ovinos
(O'ROURKE al., 1998; O'ROURKE et al., 2000). Mais recentemente, tem sido
testada a técnica de diagndstico pré-clinico em amostras da mucosa retal, por
meio de provas imunohistoquimicas da presenca de PrP%® no tecido linféide
associado & mucosa reto-anal (GONZALEZ et al. 2005; ESPENES et al., 2006).

A suscetibilidade genética é reconhecida como fator importante para o
desenvolvimento do scrapie (GOLDMANN et al. 1990; HUNTER et al. 1997a,b;
DAWSON et al., 1998). A genotipagem do gene da proteina prion celular
(PRNP) comecou a ser estudada a partir dos anos 90, quando se descreveu a
relacdo direta entre o scrapie classico e o genétipo PrP nos rebanhos ingleses
(HUNTER et al., 1989; DAWSON et al., 2008). Os parametros principais que
determinam a susceptibilidade a doenca sdo os polimorfismos nos codons 136
(alanina, A/ valina, V), 154 (histidina, H/ arginina, R) e 171 (glutamina, Q/
histidina, H/ arginina, R) (BELT et al., 1995; HUNTER et al., 1996; DAWSON et
al., 1998). Considera-se que a susceptibilidade do gendétipo ARR/ARR é muito
baixa, porém ha registros de animais deste gendétipo com scrapie (GROSCHUP
et al., 2007). Animais com genotipo VRQ/VRQ séo considerados extremamente
susceptiveis (HUNTER et al., 1997a; ELSEN et al., 1999; ACIN et al., 2004). As
demais combinacdes alélicas apresentam diferentes niveis de susceptibilidade
(DAWSON et al.,, 1998). Diferencas de susceptibilidade também podem ser
observadas em diferentes rebanhos e ragas de ovinos (LUHKEN et al., 2004;
ACIN et al., 2004; VACCARI et al., 2009).

Historicamente, o scrapie tem sido uma doenca de dificil controle devido
a informacdes ainda incompletas sobre a etiologia, patogenia e epidemiologia
da doenca (DAWSON et al., 2008). Antigos métodos para o controle do scrapie
previam o abate de animais infectados ou a remocdo de grupos de animais
com a doenca do rebanho original (DETWILER e BAYLIS, 2003). Programas
de selecdo genética na Unido Européia e Estados Unidos tém utilizado como
estratégia aumentar a freqiéncia do alelo resistente ARR e diminuir a do alelo
susceptivel VRQ em populacbes de ovinos (RODEN et al.,, 2006). Estes
programas tém conseguido resultados relevantes na diminuicdo de animais
clinicamente afetados (DOESCHL-WILSON et al., 2009; ORTIZ-PELAEZ e
BIANCHINI, 2011).



No Brasil, desde o primeiro relato de FERNANDES et al. (1978), ha
varios casos notificados na Organizagcdo Mundial da Saude Animal - OIE
(www.oie.int) ou publicados em revistas cientificas (RIBEIRO, 1996;
DRIEMEIER, 1998; RIBEIRO et al., 2007). O caso ocorrido em 2003 no
rebanho de ovinos da Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) da Pontificia
Universidade Catolica do Parand (PUCPR) é considerado o primeiro caso
autéctone do Brasil (POHL DE SOUZA et al., 2005).

O Setor de Ovinocultura da PUCPR permaneceu sem animais desde o
abate do rebanho, que possufa alguns animais infectados pelo PrP>¢, em abuil
de 2006 até agosto do mesmo ano quando, com autorizacdo do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), foram introduzidas no setor 10
ovelhas mesticas da raca Texel (SOTOMAIOR, 2007). Segundo Dawson et al.
(1998), uma vez que o prion é dificil de ser inativado, a prolongada persisténcia
do agente no ambiente deve ser considerado um fator importante na
epidemiologia. Alguns dados demonstram que uma vez o0 ambiente
contaminado, existe uma forte interacdo do prion com o solo, que permanece
por pelo menos 3 anos infectivo (LEITA et al., 2006; JOHNSON et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi ampliar o estudo sobre o polimorfismo do
PRNP em ovinos no Parana e associar os diferentes genotipos encontrados a
resisténcia ou susceptibilidade ao scrapie. Os objetivos especificos foram:

o Genotipar o PRNP dos ovinos do rebanho da PUCPR.

o Realizar a técnica de bidpsia retal para a obtencdo de amostras de
tecido linféide.

o Utilizar a técnica de imunohistoquimica nas amostras de tecido linféide
retal para realizar testes in vivo de diagndstico da presenca da PrP>*
em ovinos.

o Correlacionar os genétipos e a presenca da PrP°® em ovinos.

Esta dissertacdo sera apresentada no formato de capitulos, sendo o
primeiro capitulo uma revisdo bibliografica sobre scrapie em ovinos, com
énfase no diagnostico e base genética da resisténcia. O segundo capitulo diz
respeito aos dados experimentais do rebanho de ovinos da Fazenda
Experimental Gralha Azul da PUCPR.

As referéncias serdo apresentadas por capitulo, sendo que as
referéncias citadas nesta introducdo constam nas referéncias do capitulo 1.
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CAPITULO 1

SCRAPIE EM OVINOS: DIAGNOSTICO IN VIVO E
SELECAO DE ANIMAIS GENETICAMENTE RESISTENTES
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RESUMO

Scrapie € uma doenca neurodegenerativa, progressiva e fatal de ovinos e caprinos,
pertencente ao grupo das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETs), ou doencas
pribnicas, que inclui a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB). O acimulo de uma isoforma
anormal (PrP*%) da proteina pridnica celular (PrP®) do hospedeiro no tecido nervoso e
linforreticular é a causa do scrapie. Os principais sinais clinicos sdo: prurido, alteracdes no
comportamento, incoordenacdo motora, ataxia e perda progressiva de peso. Scrapie, assim
como outras doencas pridnicas, possui um impacto consideravel na saude e bem-estar animal
e apresenta-se como uma doenca emergente nos rebanhos ovinos brasileiros. O diagnostico é
baseado na demonstracéo da PrP*° no cérebro ou, no animal vivo, no tecido linféide periférico.
Como o actimulo da PrP*° no tecido linféide é anterior ao acimulo no sistema nervoso central,
biopsias de tecidos linféides como tonsila, terceira palpebra e tecido linféide associado a
mucosa reto-anal, seguida de imunocoloracéo para PrP°°, possibilita o diagnéstico pré-clinico
do scrapie. A susceptibilidade dos ovinos ao scrapie depende de polimorfismos do gene da
proteina prion celular (PRNP). Polimorfismos nos cédons 136 (Alanina, A/Valina, V), 154
(Arginina, R/Histidina, H) e 171 (Glutamina, Q/Arginina, R/Histidina, H) s@o os principais
determinantes de susceptibilidade/resisténcia ao scrapie classico. Eles sdo combinados em 4
principais variantes do alelo ancestral ARQ: VRQ, AHQ, ARH e ARR. Programas de sele¢céo
genética na Unido Européia e Estados Unidos tém utilizado como estratégia aumentar a
freqUiéncia do alelo resistente ARR e diminuir a do alelo susceptivel VRQ em populacdes de
ovinos. No Brasil, h4 poucos dados de genotipagem do PRNP e, até 0 momento, henhum tipo
de controle baseado em cruzamentos direcionados foi implementado. Esta revisdo focara
aspectos importantes como a etiologia, diagndstico, principalmente in vivo, e resisténcia
genética, como ferramenta de programas de controle de scrapie.

Palavras-chaves: Polimorfismo; Proteina prion celular; Scrapie; Genotipagem; Ovinos; Bidpsia
retal; Imunohistoquimica.

ABSTRACT

Scrapie is a fatal, neurodegenerative disease that affects sheep and goats and belongs to the
Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs) or prion diseases, which include Bovine
Spongiform Encephalopathy (BSE) in cattle. It is caused by the deposition of an abnormal
isoform (PrP%%) of the host-encoded cellular prion protein (PrP®) in the central nervous system
and lymphoreticular system. Characteristic clinical signs of the disease are behavioural
disturbances, pruritus and increased difficulty in locomotion. Scrapie, as other prion diseases,
has considerable impact on animal health and welfare and is an emerging disease in Brazilian
sheep. Scrapie diagnosis is based on the demonstration of disease-associated prion protein
(PrP>% in brain or, in the live animal, in readily accessible peripheral lymphoid tissue. PrP®°
accumulations are detectable in the lymphoid tissues of scrapie infected sheep before they can
be detected in the central nervous system. So demonstration of PrP>° in tissues of the
lymphoreticular system can be used to detect preclinical cases of scrapie. Biopsy of accessible
lymphoid tissue such as tonsil, third eyelid or recto-anal mucosa-associated lymphoid tissue
(RAMALT) followed by immunostaining for PrP offers the possibility of preclinical diagnosis of
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scrapie. It is well known that susceptibility of sheep to scrapie is under the control of the host’s
prion protein gene (PRNP). PrP polymorphisms at codons 136 (alanine, A/valine, V), 154
(histidine, H/arginine, R) e 171 (glutamine, Q/histidine, H/arginine, R) are the main determinants
of susceptibility/resistance of sheep to classical scrapie. They are combined in four main
variants of the wild-type ARQ allele: VRQ, AHQ, ARH and ARR. Breeding programmes have
been undertaken on this basis in the European Union and the USA to increase the frequency of
the resistant ARR allele and decrease the susceptible VRQ in sheep populations. In Brazil,
there is little available PRNP genotyping data of sheep and, so far, no type of controlled
breeding scheme for scrapie has been implemented. This review will focus in important
etiological aspects, diagnosis, mainly in vivo, and genetic resistance as a toll in breeding
programmes in order to control scrapie.

Keywords: Polymorphism; Cellular prion protein, Scrapie; Genotyping; Sheep; Rectal biopsy,
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

Scrapie é uma doenca neurolégica fatal que acomete ovinos e caprinos.
E uma enfermidade da lista da Organizagdo Mundial da Saide Animal (OIE),
portanto de notificacdo obrigatéria. Faz parte de um grupo heterogéneo de
doencas pribnicas ou Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETS),
qgue inclui Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), Doenca Cronica de
Cervideos e Encefalopatia Transmissivel de Mink (PRUSINER, 1998). As ETTs
sdo doencas neurodegenerativas, com longos periodos de incubacéo,
(PRUSINER, 2004a), que se caracterizam pela deposi¢céo da isoforma anormal
da proteina priénica (PrP) celular do hospedeiro em varios tipos de células,
especialmente no sistema nervoso central (SNC) e tecido linforreticular (bago,
tonsilas e linfonodos) (BUELER et al., 1993; PRUSINER, 1998; HARRIS, 1999;
ANDREOLETTI et. al., 2000).

Scrapie também é denominada como Paraplexia Enzootica dos Ovinos e
Tremor Enzodtico Ovino. O termo scrapie vem da palavra inglesa scrape, que
tem o significado de raspar, arranhar ou esfolar. Apesar de ser conhecida
desde o século 18 e dos recentes avangos na area de pesquisa, principalmente
impulsionados pelo advento da EEB, muitos aspectos do scrapie ainda
permanecem parcialmente ou totalmente desconhecidos (DETWILER e
BAYLIS, 2003; DAWSON et al., 2008).

A doenca € caracterizada como uma das doencas pribnicas que
tipicamente exibem um longo periodo entre a infeccédo e a manifestagéo clinica,
gue pode durar meses ou anos (PRUSINER, 2004a). Os prions gastam grande
parte deste “tempo de laténcia” executando a neuroinvasao via nervos
periféricos (AGUZZI et al., 2003).

A proteina pribnica, na sua forma anormal, também denominada prion,
foi descoberta durante estudos experimentais com roedores (PRUSINER,
1982). Diferente das doencas infecciosas classicas, provenientes de bactérias
e virus, o prion ndo é codificado por um acido nucléico extrinseco, mas por
genes primarios do genoma (MASTRANGELO e WESTAWAY, 2001). Esta
independéncia genética, de ndo necessitar de intermediarios para desenvolver
a doenca, sugere a existéncia de duas isoformas: PrP¢ e PrP° (CAUGHEY et

al., 1991). Eventos ocorridos apoés a traducéo da proteina seriam responsaveis
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pelas diferencas entre a isoforma celular (PrP®) e a isoforma relacionada a
doenca (PrP*° - PrP Scrapie).

O scrapie foi a primeira das EETs a ser descrita e comprovada, com o
primeiro registro em 1732 na Gra Bretanha (McGOWAN, 1922 apud
DETWILER e BAYLIS, 2003). E considerada uma doenga endémica em varios
paises da Europa, no Canadad e nos Estados Unidos, sendo relatada em
diversos paises do mundo. Poucos paises, como Australia e Nova Zelandia,
sdo consideradas livres da ocorréncia desta enfermidade (DETWILER e
BAYLIS, 2003; DAWSON et al., 2008; HARRINGTON et al., 2010). No Brasil, o
primeiro relato de scrapie foi em 1978 em um ovino Hampshire Down,
importado da Inglaterra (FERNANDES et al., 1978). Desde entdo, ha varias
notificac6es na Organizacdo Mundial da Saude Animal - OIE (www.oie.int). O
caso ocorrido em 2003 no Parana foi considerado o primeiro caso autoctone do
Brasil (POHL DE SOUZA et al. 2005).

A transmissdo do scrapie acontece de forma natural, porém o modo de
transmissdo da doencga ainda ndo é totalmente conhecido (RYDER et al.,
2004). A via oral é considerada o principal meio de infeccdo e a transmissao
ocorre principalmente no parto e no periodo pés-parto imediato (DETWILER e
BAYLIS, 2003). Os sinais clinicos variam conforme a regiéo cerebral afetada e
o desenvolvimento é lento e progressivo. O sinal mais visivel € a mudanca de
comportamento e temperamento do animal dentro do seu ambiente de
convivio. Ha outros sinais secundarios, que podem incluir aparente confuséo e
separacdo do rebanho, além de distarbios neurologicos caracterizados por
sinais de prurido e ataxia ou falta de coordenacdo no andar (OIE, 2009;
OLLHOFF, SOTOMAIOR, 2011).

Historicamente, a auséncia de diagnoéstico ante-morten de animais
infectados dificultava o controle da disseminacdo da doenca (HOINVILLE,
1996). Atualmente, sdo considerados animais com diagndstico para scrapie 0s
ovinos e caprinos com resultado positivo a prova de imunohistoquimica (IHQ)
em amostras de tecido nervoso ou linféide (BRASIL, 2008), que inclui, portanto,
o diagnéstico a partir de biépsias de terceira péalpebra, tonsilas (VAN KEULEN
et al.,, 1996; O'ROURKE et al., 1998, 2000; JEFFREY et al., 2001) e mais
recentemente tecido linféide associado & mucosa reto-anal (GONZALEZ et al.,
2005, 2006, 2008a,b)
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Apesar do scrapie ndo ser transmissivel para o homem, a possibilidade
da EEB estar circulando nas populacdes de pequenos ruminantes (FOSTER et
al., 1993, 1996; ELOIT et al., 2005) tornou esta EET dos ovinos e caprinos uma
preocupacdo de seguranca alimentar e saude publica (ELOIT et al., 2005).
Historicamente, o scrapie classico provou ser uma doenca de dificil controle. O
longo periodo de incubacdo e a m& compreensdo da etiologia, patogenia e
epidemiologia limitam as opc¢des de controle (DAWSON et al., 2008).

Inicialmente, como a ocorréncia do scrapie era conhecida por estar
associada a certas linhagens de ovinos, ela chegou a ser considerada como
uma doenca genética e ndo infecciosa. Atualmente, € definida como uma
doenca infecciosa e aceita-se que um animal para desenvolver a doenca tem
gue ter um genotipo susceptivel e ser exposto ao agente (STEVENS et al.,
2009).

Polimorfismos nos cédons 136 (alanina, A/ valina, V), 154 (histidina, H/
arginina, R) e 171 (histidina, H/ glutamina, Q/ arginina, R) do gene da proteina
prion celular (PRNP) sdo capazes de indicar ou refletir as variacdes na
susceptibilidade (GOLDMANN et al. 1990; BELT et al., 1995; HUNTER et al.,
1997a,b). Entre as possiveis combinacbes dos aminoacidos nestes trés
principais codons, apenas cinco (ARR, ARQ, ARH, AHQ, VRQ) sao
normalmente encontrados em ovinos, cujos pareamentos em homozigose ou
heterozigose geram 15 genodtipos possiveis (BELT et al., 1995; DAWSON et al.,
1998). A suscetibilidade do gendtipo ARR/ARR aos agentes causadores do
scrapie classico € extremamente baixa, porém ndo mais considerada nula
desde os primeiros casos comprovados de animais ARR/ARR infectados
(GROSCHUP et al., 2007). Por outro lado, o alelo VRQ é associado a alta
susceptibilidade no desenvolvimento da doenca (HUNTER et al.,, 1997a,b;
ELSEN et al.,1999; ACIN et al., 2004; BILLINIS et al., 2004).

Os programas baseados em selecdo de animais geneticamente
resistentes ao scrapie oferecem uma nova perspectiva de estratégias de
controle e sdo a escolha de muitos paises, como por exemplo, o National
Scrapie Plan (NSP) da Gréa Bretanha (DEFRA, 2003, 2007) e o The National
Genetics Based Flock Clean-up Plan dos Estados Unidos (APHIS, 2005). Em

geral, os planos e programas seletivos de cruzamentos, com maior ou menor
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pressdo de selecdo, visam aumentar a frequéncia alélica do alelo ARR e
diminuir a do VRQ.

Esta opcdo pela selecdo de animais geneticamente resistentes a
doencas é uma das alternativas mais interessantes na producdo moderna, visto
qgue diminui custos com tratamentos, melhora a condicdo de bem-estar dos
animais, além de ser mais sustentavel do ponto de vista ambiental. Atualmente,
em ovinos, ha varias doencas em que ja se pratica a selecdo para resisténcia:
scrapie, foot-rot, mastite, paratuberculose, dermatofilose, salmonelose,
nematodioses e miiase cutanea (BISHOP e MORRIS, 2007).

Toda a caracteristica, porém, para poder ser utilizada como critério de
selecdo para cruzamentos tem que estar baseada num fundamento genético.
Segundo Bishop (2006), se a doenca nao esta presente, ndo se pode dizer se
um animal é resistente ou ndo. Ainda que numerosos trabalhos demonstrem a
relacdo genotipo e resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, muitos dados
evidenciam as diferencas que ha entre racas e rebanhos, deixando claro que
0s critérios para a selecdo ndo necessariamente podem e devem ser aplicados
igualmente para ovinos de diferentes ragas, rebanhos ou paises (LUHKEN et
al., 2004; ACIN et al., 2004).

O objetivo desta revisdo € abordar aspectos etiologicos e de diagnéstico,
principalmente in vivo, do scrapie, assim como a situacdo atual do controle da
doenca, principalmente dos programas de selecdo de animais geneticamente

resistentes, baseados na genotipagem da proteina prion celular.
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2 PRIONS

Prions sdo proteinas infecciosas e o termo “prion” denomina o agente
infeccioso de uma série de doencas, caracterizadas por neurodegeneracao
espongiforme e proliferacdo de células da glia (PRUSINER, 2004b). Prusiner
em 1982 estabeleceu que uma macromolécula especifica, ou seja uma
proteina, era necessaria para criar um fator infeccioso; a partir dai criou o termo
prion (dos termos em inglés: proteinaceous e infectious), para descrever as
moléculas pequenas do processo infeccioso.

Logo depois, Bolton et al. (1982), por meio de purificacdo de prions a
partir de cérebro de hamster infectado com scrapie, identificaram uma proteina
com massa molecular variando de 27 a 30 kDa. Esta proteina apresentou
resisténcia a tratamento com proteinase K (PK), podendo ser detectada em
cérebro de animais infectados apés digestdo com esta enzima, mas nao foi
detectada em cérebro de animais sadios submetido ao mesmo tratamento. Sob
acao da proteinase K, 67 aminoacidos da regidao N-terminal da proteina séo
degradados resultando na molécula que ficou conhecida como PrP 27-30,
devido a variacdo de sua massa molecular. PrP 27-30 corresponde entdo a
porcdo da proteina prion scrapie que é resistente a PK e capaz de manter
infectividade (PRUSINER, 1998, 2004c; THACKRAY et al., 2007).

Prusiner (1982) propds um modelo de infeccdo que descreve a
capacidade da forma “scrapie” da proteina em induzir a modificacdo da

proteina prion celular normal por “mimica” (Figura 1).

Figura 1 — A “Hipotese do Prion” sugere que a forma patogénica (PrP°%) é capaz de induzir a

mudanca conformacional da proteina celular normal (PrP°) para a forma Prp*°

Prp¢
Prps
E—
P-l;SC Prps
.

Fonte: adaptado de McKintosh et al. (2003).
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Mais tarde, o gene para esta proteina foi identificado e sua sequéncia
nao apresentou nenhuma diferenca entre animais infectados e sadios
(BASLER et al.,, 1986). Esses dados mostram que a proteina pribnica
causadora do scrapie é codificada no genoma do proprio hospedeiro
independentemente da doenca e, portanto, indicam que eventos pés-
traducionais seriam responsaveis pelas diferencas entre a isoforma celular e a
isoforma relacionada a doenca (CAUGHEY et al., 1991; BUELER et al., 1993;
HORIUCHI e CAUGHEY, 1999).

Segundo McKintosh et al. (2003), considerando as ETT de modo geral,
sabe-se que a proteina modificada pode ter varios mecanismos de origem:

infecciosos, hereditarios ou espontaneos (Figura 2).

Figura 2 — Transformagdo da forma normal da proteina prion celular (PrP®) na forma anormal
da proteina (PrP%°), através de trés mecanismos basicos: espontaneamente; em
individuos que possuem uma mutacdo que faz a conversdo mais provavel; ou a
partir de uma fonte infecciosa exégena. Uma vez que ha a presenca da forma
anormal PrP*°, outras formas de PrP° sdo convertidas, propagando a doenca numa

reacdo em cadeia

—~ W
espontaneo

PN~ Wb —— WA oy

Fonte: McKintosh et al. (2003).
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No caso do scrapie classico, sabe-se que, para o animal se infectar, ha a
necessidade da infeccdo via oral pela proteina alterada (mecanismo
infeccioso), ainda que os diferentes gendtipos do animal possam interferir na
velocidade da conversdo do PrP® para PrP*® (STEVENS et al., 2009). No
entanto, em casos de scrapie atipico (BENESTAD et al., 2003), especula-se
gue este poderia ser resultado de mecanismos espontaneos, como ocorre na
Doenca de Creutzfeldt-Jakob esporadica em humanos (NOREMARK, 2006).

A PrP® é uma proteina com cerca de 250 aminoacidos (dependendo da
espécie), localizada na superficie da célula ancorada a um sistema
denominado GPI (localizado na porcdo C-terminal glicofosfatidilinositol) e
presente em todos os animais (HUNTER, 1997). Apesar de muitos estudos
descritos, a funcéo celular da PrP® ainda nao é totalmente conhecida (PRCINA
e KONTSEKOVA, 2011). Porém, alguns estudos propdéem que sdo muitos os
papéis fisiolégicos da PrP°, variando desde a internalizacdo do cobre e a
homeostase até atividades anti-apoptose, protecdo contra stress oxidativo,
adesdo celular, sinalizacéo celular e modulagcéo da funcédo e estrutura sinaptica
(WESTERGARD et al., 2007; COBB e SUREWICZ, 2009).

O acumulo anormal da proteina em tecidos linféides e sistema nervoso
acontece devido a transformacdo conformacional da alfa-hélice, presente em
grande gquantidade na isoforma normal (PrP®) para beta-folha (Figura 3),
presente em grande quantidade na isoforma atipica (PrP%%), insolGvel e
particularmente resistente (CAUGHEY et al., 1991; SORBY et al., 2009). A
mudanca conformacional entre PrP® e PrP*° reflete em diferentes respostas
fisico-quimicas. Enquanto PrP° responde de forma labil, tanto in vivo quanto in
vitro, a PrPS® apresenta uma resposta lenta e se torna propensa a formacéo de
agregados, conhecidos como amildide (PRUSINER, 1998, 2004c), e apresenta
também resisténcia aos mais severos tratamentos quimicos (MASTRANGELO
e WESTAWAY, 2001). Além disso, PrP>® é insolavel em detergentes e se
acumula, ao contrario de PrP® que é reciclada rapidamente (CAUGHEY et al.,
1991; MASTRANGELO e WESTAWAY, 2001). Esta forma patolégica possui

caracteristicas diferentes da forma normal (Quadro 1).
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Figura 3 — Estrutura secundaria das isoformas da proteina pridnica

a) PrP° com estruturas predominantes em alfa hélices (normal)

b) PrP® com estruturas predominantes em beta folha (infectiva)

NORMAL

INFECTIVA

Fonte: www.agromear.com.br, acessado em 29/03/2011.

QUADRO 1 - Caracteristicas da forma normal e anormal da proteina pridnica (PrP)

PrP normal PrP anormal
Nomenclatura PrP® Prp>°
Proteinase K (PK) Sensivel Parcialmente resistente

Comprimento

Estrutura predominante
Glicosilada

Peso molecular (-PK)
Peso molecular (+PK)
Localizacdo

Expressao
Expressao na doenca
Turnover

Infectividade com
scrapie

~250 aminoacidos
a hélices e loops
Dois sitios

33-35 kDa
Degradada

Superficie celular,
ancorada por GPI

Muitos tecidos

Niveis protéicos
constantes

Répido
N&o co-purifica

~250 aminoacidos
B folha

Dois sitios

33-35 kDa

27-30 kDa

Fibrilas, deposita

Cérebro, SNC, linfonodos,
baco, tonsilas

Niveis protéicos
aumentam

Lento
Co-purifica

Fonte: adaptado de HUNTER (1997).
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O gene da PrP (PRNP) nos ovinos possui trés éxons, separados por 2
introns. O quadro aberto de leitura da PrP esta codificada por um unico éxon
(nimero 3). O PRNP é um gene cromossdmico de cOpia Unica, localizado no
cromossomo 13, muito similar nas distintas espécies de mamiferos,
apresentando uma homologia de sequéncia de 80 a 90% (LEE et al. 1998).
Sua expressédo € constitutiva em quase todos os tecidos do organismo adulto,
sendo sua expressao maxima nos tecidos neuronais, fundamentalmente no

cérebro, cerebelo, medula e hipotalamo.
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3 TRANSMISSAO, PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

O meio mais comum pelo qual o scrapie € introduzido num rebanho livre
da doenca é através da introducdo de animais infectados e que estejam na
fase pré-clinica (HOINVILLE, 1996). Em condi¢cdes naturais, a infeccdo pelo
agente do scrapie acontece pela via oral (DETWILER e BAYLIS, 2003).

A principal fonte de contaminag&do do ambiente por tecidos infectivos é a
placenta e os fluidos fetais, levando a um aumento na transmissao do scrapie
durante a estacdo de nascimentos (ANDREOLETTI et al., 2002, TOUZEAU et
al., 2006). Fluidos corporais como sangue, fezes, urina, sémen e saliva sao
considerados como néo contagiosos (DETWILER e BAYLIS, 2003).

Porém, Castilla et al. (2005) conseguiram detectar, pela primeira vez, a
proteina pridnica no sangue de hamster com scrapie. Franscini et al. (2006)
demonstraram a presenca do prion celular (PrP) no leite de varias espécies,
inclusive dos ovinos e caprinos. Como Ligios et al. (2005) relataram a
replicacdo do prion ocorrendo na glandula mamaria de ovelhas com mastite,
esta pode vir a ser mais uma via de transmissao.

A disseminacdo da doenca inicia-se logo apos a infeccdo direta do
animal com o prion. A PrP>® se acumula e torna-se detectavel nas placas de
Peyer, onde a infeccéo provavelmente ocorre. A partir dai, a PrP*® se espalha
progressivamente nos tecidos e estruturas linféides secundarias replicando-se
e chegando ao Sistema Nervoso Entérico (SNE) e o Sistema Nervoso Central
(SNC) é invadido, a partir deste ponto, via tratos nervosos autbnomos
(ANDREOLETTI et al., 2006b). Ainda que os mecanismos de infeccdo do
scrapie ndo sejam totalmente entendidos, a deposicdo da PrP>® nos tecidos
estad diretamente relacionada ao processo infeccioso das ETT's e este é o
principal marcador molecular para este grupo (ANDREOLETTI et al., 2000).

Entretanto, o processo de infeccdo descrito acima, € observado em
ovinos com 0s genotipos mais suscetiveis, ndo corroborando com os dados
obtidos em ovinos naturalmente infectados e heterozigotos para o alelo ARR
(VAN KEULEN et al., 1996), em alguns animais ARQ/VRQ (JEFFREY et al.,
2000) ou na EEB bovina (WELLS e WILESMITH, 2004). Nestes estes casos,
nenhuma quantidade (ou quantidades muito pequenas) da PrP>¢ é detectada

no tecido linféide.
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Nos ovinos, a doenca clinica se manifesta como uma desordem n&o
febril, crOnica, progressiva, neurodegenerativa e fatal. Os principais sinais
clinicos que séo relatados estao associados a uma irritacdo na pele, mudancas
de comportamento, na postura e movimentagdo e perda de peso. Os sinais
clinicos podem variar e alguns animais ndo apresentam um quadro tipico
(COCKCROFT e CLARK, 2006). Os relatos podem ser diferentes de acordo
com o pais onde se realizou a observacédo (VARGAS et al. 2005) e a acuidade
da investigagdo, porém alguns sinais sdo constantemente relatados, tais como
0 prurido.

Segundo DICKINSON (1976), os sinais come¢cam com uma modificacao
do comportamento social, seguido de falta de coordenacdo motora e/ou ataxia,
com discretos tremores e grande prurido, o que leva 0os animais a se cogarem
continuamente, esfregando-se em cercas, arvores ou mordendo as partes
afetadas. As lesBes ocasionadas pelo ato de se cocarem podem ser muito
extensas, com grandes areas de perda de Ia. O prurido pode ser induzido,
cocando-se o animal nos flancos, regido lombar e insercdo da cauda,
suscitando no animal o erguimento da cabeca, levantamento dos labios
superiores e movimentos rapidos com a lingua de lamber dos labios, e
movimentos de mastigacao (TYLER e MIDDLETON, 2004). Apesar de o animal
continuar se alimentando, ha perda de peso progressiva.

LAMPERT et al. (1972) descrevem que nas primeiras fases, os animais
somente apresentam ligeiras alteracbes do comportamento, mostrando-se
nervosos, agressivos ou isolados do rebanho. Mais tarde comecam a
incoordenacdo motora (passadas altas nos membros anteriores e saltos de
coelhos nos posteriores) e os tremores. Outros sinais podem incluir: déficit
propioceptivo, bruxismo, tetraparesia, perda do reflexo de ameaca, nistagmos,
vomitos, disfonia e timpanismo ruminal (VARGAS et al. 2005; TYLER e
MIDDLETON, 2004; COCKROFT e CLARK, 2006).

A duracdo dos sinais clinicos € muito variavel, podendo ser de duas
semanas a seis meses. Periodos de stress podem coincidir com o inicio dos
sinais clinicos, ou exacerbar a severidade dos mesmos (COCKCROFT e
CLARK, 2006). Estudos realizados por Foster e Dickinson (1989) indicam que a
idade na qual o ovino infectado morre com sintomatologia de scrapie depende

fundamentalmente da idade na qual foi primeiro exposto e da dose infectante.
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O periodo de incubacéo é também bastante variavel, de um a sete anos
(ESPINOSA et al., 2004). Experimentalmente, o periodo de incubagéo varia de
um a quatro anos (HUNTER, 1997). Atualmente, sabe-se que este periodo de
incubacdo esta diretamente relacionado ao gendtipo do animal acometido,
podendo variar de 174 dias para os animais VRQ/VRQ a 2150 dias em animais
ARR/AHQ (HUNTER, 2006).
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4 DIAGNOSTICO

A deteccéo de PrP*° é o método mais especifico para o diagnéstico da
doenca em qualquer animal (PRUSINER et al., 2004). PrP*® somente é
encontrada nas doencas pridnicas e, assim, a sua presengca em o0vinos e
caprinos é diagnostica da infeccdo pribnica. No Brasil, segundo a Instrucéo
Normativa n® 15 de 2008 (BRASIL, 2008) do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), sdo considerados animais com diagndstico para
scrapie 0s ovinos e caprinos com resultado positivo a prova de
imunohistoquimica (IHQ) em amostras de tecido nervoso ou linféide.

O diagndstico diferencial do scrapie deve ser feito com doencas que
apresentam sinais neurolégicos, prurido, ataxia, hiperestesia e emagrecimento
(COCKCROFT e CLARK, 2006). Entre as principais, pode-se destacar:
pneumonia progressiva ovina, listeriose, pseudo-raiva, raiva, ectoparasitos,
toxinas, toxemia da gestacdo, poliencefalomalacea, envenenamento por
chumbo, migracdes parasitarias no SNC, abscessos cerebrais, Maedi-visna e
deficiéncia de vitamina A (ESPINOSA et al., 2004).

O diagnéstico das EETs foi inicialmente feito a partir da descoberta de
mudancas espongiformes e da deposicdo de amino-plagquetas no exame
histolégico. A histopatologia, no entanto, pode ser bastante variavel, com
vacuolizacdo da neuropila e astrogliose reativa variando consideravelmente na
intensidade e localizacdo. Segundo Jeffrey (2006), as lesbes histologicas de
scrapie continuam a ser descritas como vacuolizacdo, astrocitose e perda
neuronal, ainda que de fato nenhuma das trés esteja invariavelmente presente
nos casos clinicos de scrapie e que a perda neuronal seja raramente
observada histologicamente. As alteracbes espongiformes da neuropila séo
comumente encontradas no scrapie classico, mas a distribuicdo
neuroanatdémica da vacuolizacdo na substancia cinzenta e a propor¢cdo da
vacuolizacdo da neurdpila e intra-neuronal sdo altamente variaveis. Alguns
casos clinicos de scrapie podem demonstrar poucas evidéncias de
vacuolizacdo e, em algumas situacfes, ndo se detecta vacuolizacdo no cérebro

de animais clinicamente afetados (ERSDAL et al., 2003).
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O diagnoéstico baseado somente nos achados histopatolégicos é
possivel quando h4 a presenca caracteristica dos vacuolos no encéfalo, com
distribuicdo neuroanatémica tipica (GAVIER-WIDEN et al. 2005).

O teste mais especifico para as EETs disponivel at¢é o momento € o
reconhecimento da presenca de imunomarcacdo especifica da doencas nas
areas alvo e com os padrbes caracteristicos (GAVIER-WIDEN et al. 2005). A
deteccdo da doenca associada com acumulo de proteina pribnica pode ser
feita pelas técnicas de imunoblotting e imunohistoquimica (GONZALEZ et al.,
2003). A producdo de anticorpos tem permitido que a andlise
imunohistoquimica promova especificidade no diagnéstico, em especial nos
casos onde placas nao sao prolificas ou onde ha duvida sobre a causa das
mudancas espongiformes (McKINTOSH et al., 2003). H&4 também evidéncias
de que o acimulo de PrP%° no tecido nervoso é prévio & neurodegeneracéo
espongiforme (DeARMOND e PRUSINER, 1993; JEFFREY et al., 2001), o que
permite que estes métodos possam diagnosticar as ETTs antes do
aparecimento de sinais clinicos e também nos casos em que as lesdes
neuropatolégicas sdo minimas ou ausentes. Ambos os métodos podem ser
utilizados para identificar PrP anormal nos tecidos linféides, no trato alimentar e
nos sistemas nervoso periférico e autbnomo. O grau em que tecidos periféricos
estdo envolvidos no scrapie classico depende da dose e cepa infectante e do
gendtipo do animal (JEFFREY, 2006).

A andlise imunohistoquimica normalmente € realizada a partir de
material conservado em formol e envolve o uso de pré-tratamento das seccoes
histolégicas com acido férmico e autoclavagem para a exposicado dos epitopos
e remocdo da PrP® normal (VAN KEULEN et al. 1995). Alguns protocolos
incluem também a digestdo proteolitica. Uma vasta gama de anticorpos
monoclonais e policlonais anti-PrP podem ser usados e um namero crescente
estdo agora disponiveis no mercado, variando apenas a eficiéncia de cada um
dependendo da espécie utilizada. Alguns anticorpos tém melhor desempenho
em uma determinada espécie, e outros sdo espécie-especificos (GAVIER-
WIDEN et al. 2005). Estes anticorpos ndo sdo necessariamente capazes de
distinguir entre as duas isoformas de PrP. Portanto, previamente a deteccao de
PrPS° é necessario degradar a PrP®, geralmente com proteinase K (PK). Estédo

sendo desenvolvidos alguns anticorpos que detectam epitopos especificos da

27



PrP¢ (ZOU et al., 2004), possivel pela alteracdo conformacional da proteina no
momento de conversdo da isoforma PrP® para a PrP%°, expondo epitopos que
na forma normal (celular) permanecem ocultos (PARAMITHIOTIS et al., 2003).
Porém, até agora nenhum destes anticorpos provou ser realmente adequado
para a identificacdo direta da PrP*° pela IHQ, e sua aplicacdo em outros testes
ainda precisa ser estudada (GAVIER-WIDEN et al. 2005).

A técnica de IHQ detecta a PrP%° in situ, permitindo determinar tanto a
presenca da proteina patolégica como sua distribuicdo no tecido, sua
localizac&o celular e as caracteristicas morfoldgicas do acimulo (GONZALEZ
et al., 2003).

4.1 DIAGNOSTICO IN VIVO

Historicamente, Hoinville (1996) responsabilizava a falta de diagnostico
ante-morten de animais infectados pelo prion, como o principal fator de
disseminacdo da doenca. Até recentemente, somente diagndsticos post-
mortem eram possiveis de serem realizados. Atualmente, o diagndstico pré-
clinico pode ser realizado em ovinos e caprinos (GROSCHUP, 2006).
Considera-se possivel a realizacdo de diagnéstico pré-clinico a partir de
biépsias de terceira palpebra e tonsilas (VAN KEULEN et al., 1996;
O’'ROURKE et al., 1998, 2000; JEFFREY et al., 2001).

Entretanto, em casos de ovinos com genotipos menos susceptiveis ao
desenvolvimento da doenca, ha uma menor distribuicdo da PrP*° relacionada
ao tecido linfatico, limitando-se ao tecido linfoide associado ao intestino
(KONOLD et al., 2008). Estas limitagbes do acimulo da PrP%°, levaram
Gonzalez et al. (2005, 2006), a pesquisar o potencial diagnostico do tecido
linfoide associado a mucosa reto-anal (RAMALT — do termo em inglés recto-
anal mucosa-associated lymphoid tissue) quanto ao acimulo da PrP°.

Além disso, segundo Gonzalez et al. (2008b), o diagndstico em animais
vivos, assintomaticos, baseado em bidpsias de tonsila palatina ou terceira
palpebra, sdo procedimentos pouco praticos de serem realizados a campo, em
larga escala, devido a sua dificil metodologia e técnica. A bidpsia da amostras
da mucosa retal, para obtencéo de tecido linféide associado a mucosa retoanal
(GONZALEZ et al. 2005; ESPENES et al., 2006), apresenta uma técnica de
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colheita do material via mucosa retal que causa o minimo de desconforto para
o animal. Pode, entretanto, ocorrer hemorragia caso a coleta seja feita em dois
momentos continuos. Porém, segundo Espenes et al. (2006), quando
desenvolvida da forma correta, apresenta caracteres morfolégicos bem
conservados, exceto artefatos localizados nas “bordas” da amostra (figura 4 ).
Em animais com diagnostico positivo por IHQ no SNC ou em outros tecidos
linforreticulares, o método apresentou 97,0% de sensibilidade, detectando
apenas aqueles animais cuja IHQ era positiva para SNC e ndo para 0s outros
tecidos linféides. Em 100% dos casos negativos para 0s outros 6rgaos ou
tecidos, a IHQ da mucosa retal também foi negativa (GONZALEZ et al. 2005).
Apés certo treinamento, a técnica é rapida e simples de ser feita, nao
necessitando sedacdo e podendo ser repetida varias vezes durante a vida do
animal (GONZALEZ et al., 2008a,b).

Figura 4 — Imunohistoquimica para PrP*® em tecido linféide mucosa retal, em ovino VRQ/VRQ,
14 meses apos a infecgdo. A imunomarcagdo esta presente no foliculo linfoide

(asterisco), na corona folicular (setas) e na Iamina prépria préxima aos foliculos

positivos (ponta da seta). L — limen do reto. Barra — 178 um

Fonte: ESPENES et al. (2006).
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Porém, estas técnicas também apresentam limitacdes. A deteccao de
PrP* no tecido linféide ¢é eficiente quando a doenca se encontra
aproximadamente na metade do periodo de incubacdo. Estudos apontam que
resultados negativos para o tecido linféide, ndo garantem que ovinos e caprinos
estejam livres da infeccdo do scrapie (SCHREUDER et al., 1995; GONZALEZ
et al., 2008b). Enquanto que a IHQ de tecidos linféides pode detectar casos em
fase pré-clinica do scrapie, antes da PrP*® ser detectada no SNC, alguns
ovinos que apresentam genoétipos menos suscetiveis, mesmo em um estagio
clinico mais avancado doenca, podem n&o apresentar actmulo da PrP° no
tecido linféides (VAN KEULEN et al., 1996; MONLEON et al., 2005).

Outra dificuldade das bidpsias de tecidos linféides € o fato de que, em
muitos casos, uma quantidade insuficiente de tecido é obtida. A primeira
distribuicdo da PrP*¢ no tecido linféide ndo é homogénea, portanto, deve-se
considerar, segundo Gavier-Widen et al. (2005), um nimero minimo de quatro
a seis foliculos com centro germinal a ser examinado na IHQ para se

considerar um diagnaostico confiavel.

4.2 SCRAPIE ATIPICO

O scrapie atipico/Nor 98 é wuma encefalopatia espongiforme
transmissivel (EET) de pequenos ruminantes (BENESTAD et al., 2003; MOUM
et al. 2005). Esta doenca foi identificada em 1998 e sua etiologia e
epidemiologia € pouco conhecida (BENESTAD et al., 2003; FEDIAEVSKY et
al., 2009).

O Nor98 difere claramente do scrapie classico em muitos aspectos e
desafia o diagnéstico do scrapie. Os casos do Nor98 tém menos PrP>¢ PK-
resistente no tecido encefdlico que os casos de scrapie classico. Essas
caracteristicas poderiam explicar, pelo menos parcialmente, o porqué de
alguns testes rapidos apresentarem problemas em detectar a maioria dos
casos de Nor98 (BENESTAD et al., 2006).

Em muitos casos, o0 scrapie atipico ndo coexiste com o scrapie classico;
porém, ha relatos de desenvolvimento do prion atipico em rebanhos onde ja
existia a forma classica da doenca. Também sao descritos em locais onde ha

biossegurancga ativa e aonde ndo ha qualquer ocorréncia anterior de scrapie

30



classico ou atipico (SIMMONS et al.,, 2010). Na maioria dos casos, a forma
atipica é detectada apenas em um ovino por rebanho e no estudo de dois
casos-controles ocorridos na Noruega e Frangca nenhum fator de risco,
indicando transmisséo entre rebanhos, foi detectado (RODRIGUEZ-MARTINEZ
et al., 2010), o que poderia permitir que fosse considerada espontanea, como
ocorre na Doenca de Creutzfeldt-Jakob esporadica em humanos (NOREMARK,
2006).

Os casos de Nor 98 diferem do scrapie classico e do BSE em diversos
fatores, incluindo a distribuicdo neuroanatémica de lesGes histopatolégicas e a
deposicéo de PrP*¢. A distincéo entre os tipos se baseia nestas caracteristicas
e é confirmada pela observacao do perfil eletroforético da Nor 98 no Western
blot, caracterizado por uma rapida migracdo de uma banda de
aproximadamente 12 KDa (BENESTAD et al., 2003).

Para scrapie classico, a coloracdo de imunohistoquimica e as mudancas
histopatoldgicas no encéfalo, nas regibes do Obex e da medula oblonga e
principalmente no nucleo motor dorsal do nervo vago caracterizam a doenca,
porém no caso de amostras de scrapie atipico isso difere. Quando presente, a
vacuolizacédo e a coloracdo de IHQ se apresentam de forma mais acentuada
nas regioes do cortex cerebelar e cerebral (Figura 7), caracterizando a regido
do cerebelo em adicdo a regido do Obex, como pontos cruciais para 0
diagnéstico de Nor98 (BENESTAD et al., 2006; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2010).

Figura 7 — Deposicdo acentuada de PrP*°, na regido do cerebelo
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Fonte: RODRIGUEZ -MARTINEZ et al. (2010)
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5 EPIDEMIOLOGIA

Scrapie foi descrito pela primeira vez em 1732 (McGOWAN, 1922 apud
DETWILER e BAYLIS, 2003). Inicia-se de forma insidiosa e pode n&o ser
percebida nos rebanhos afetados. O scrapie € encontrado em muitos paises
produtores de ovinos e o0s relatos de auséncia da doenca precisam ser
analisados com cuidado (DETWILER E BAYLIS, 2003). Paises como india e a
China, por exemplo, declaram estar livres da doenca, porém relatos cientificos
descrevem o contrario (ZLOTNIK E KATYAR, 1961; FENG et al., 1987).
Poucos paises com ovinocultura de importancia econémica, como Austrélia e
Nova Zelandia, sdo consideradas livres da ocorréncia desta enfermidade
(DETWILER e BAYLIS, 2003; DAWSON et al., 2008; HARRINGTON et al.,
2010). Também ha ocorréncia natural da doenca em caprinos nos Estados
Unidos, Canada, Chipre, Finlandia, Grécia, ltalia, Austria e Inglaterra
(DETWILER E BAYLIS, 2003).

O numero de casos de scrapie em ovinos na Gra-Bretanha é alvo de
grandes preocupacfes para o pais (Figura 5). Na Gra-Bretanha, os estudos
nao sO se concentram na avaliacdo dos animais mortos, apds o contato com o
prion, mas também em testes de diagnésticos ante-mortem, a fim de evitar

surtos significativos nos rebanhos (TONGUE et al., 2005).

Figura 5 — Mapa de distribuicdo do ndmero de casos de scrapie classico na Gréa-
Bretanha e Irlanda do Norte entre 2009-2010
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Fonte: www.defra.gov.uk, acessado em 20/03/2011
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Nos Estados Unidos da América (EUA), a presenca de scrapie classico
em ovinos e caprinos (figura 6) afeta economicamente a industria da carne
ovina e caprina com perdas na producdo e perdas na exportacdo (APHIS,
2005).

Figura 6 — Mapa de distribuicdo do nimero de casos de scrapie classio nos Estados
Unidos em 2010
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Fonte: www.usda.gov, acessado em 20/03/2011

No Brasil, a doenca foi introduzida pela importacdo, em 1978, de ovinos
Hampshire Down provenientes de rebanhos infectados da Inglaterra
(FERNANDES et al., 1978), seguindo-se de um novo episédio em 1985 no
Estado do Parana, também de ovinos importados do Reino Unido. Estes
animais ainda estavam em periodo de quarentena e, na oportunidade, foram
tomadas todas as medidas de emergéncia sanitaria, entre estas a destruicéo
de todos os animais doentes, seus descendentes e contatos. Entre os anos de
1991 e 1996, cerca de 2267 novos ovinos foram importados para o pais, e a
grande maioria era proveniente dos Estados Unidos (OJEDA e OLIVEIRA,
1998). Ha registro de casos de scrapie nas racas Hampshire Down e Suffolk
vindos do Canada e da América do Norte (RIBEIRO e RODRIGUES, 2001)
além de varios outros casos reportados na literatura (RIBEIRO, 1996;
DRIEMEIER, 1998; RIBEIRO et al., 2007) ou notificados na OIE (Tabela 1). O
caso ocorrido em 2003 no Parana, no setor de Ovinocultura da PUC-PR, foi
considerado o primeiro caso autéctone do Brasil (POHL DE SOUZA et al.,
2005).

33


http://www.usda.gov/

Tabela 1 — Casos de scrapie ocorridos no Brasil desde o primeiro relato em 1978, segundo a

raca afetada, pais de procedéncia dos ovinos e Estado onde a doenca foi

diagnosticada

Ano Raca Procedéncia Estado
1978 Hampshire Down Reino Unido RS
1985* Wiltshire Horn Reino Unido PR
1995 Suffolk USA RS
1997 Suffolk USA PR
2001 Hampshire Down Canada PR
2003** Hampshire Down Brasil PR
2005 MG
2005 PR
2006 Hampshire Down Brasil MS
2006 Suffolk Brasil RS
2007*** Santa Inés MT
2007*** caprino MT
2008 MS
2008 Canada SP
2009 USA SP
2010 PR

Fonte: adaptado de RIBEIRO et.al. (2007) e dados da OIE, disponiveis em www.oie.int

*primeira notificacao oficial no Brasil
** primeira notificacdo em ovino nativo, considerado o primeiro caso autéctone
*** primeira notificacdo em caprino e ovino da raca Santa Inés
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6 RESISTENCIA GENETICA

Polimorfismos em nucleotideos que codificam a sequéncia do gene da
proteina prion celular (PRNP) e resultam em uma mudan¢a no aminoacido, tem
sido associado ao scrapie em ovinos, bem como, sua progressdo (HUNTER et
al., 1989; GOLDMANN et al. 1990; HUNTER et al. 1997a,b).

Nos ovinos, o PRNP possui 31kb, sendo composto por dois introns e
trés éxons; a sequéncia codificante completa de 771 nucleotideos esta
localizada no éxon 3 e codifica uma proteina precursora de 256 aminoacidos
(LEE et al., 1998). Os trés codons mais importantes associados com a
susceptibilidade em ovinos, codificam aminoacidos nas posicbes 136
(alanina(A)/ valina(V)), 154 (arginina(R)/ histidina(H)) e 171 (glutamina(G)/
arginina(R)/ histidina(H)). Combinac¢des destes polimorfismos resultam em
cinco alelos comumente (tabela 2): ARQ (alanina/arginina/glutamina), VRQ
(valina/arginina/glutamina), AHQ (alanina/  histidina/glutamina), = ARH
(alanina/arginina/histidina) e ARR (alanina/arginina/ arginina) (BELT et al.,
1995; HUNTER et al. 1996; DAWSON et al., 1998). Levando em conta o0s
cédons 136, 154 e 171, respectivamente, a variante ARQ é considerada como
o alelo ancestral porque a maioria das variacdes do PRNP poderia ter derivado

de uma Unica mutacao de ponto na sequéncia ARQ (EFSA, 2006).

Tabela 2 — Polimorfismos da proteina prion celular e 5 alelos comumente encontrados em ovinos

Cddon Aminoéacido Alelo
136 Valina (V) VRQ
Alanina (A) ARQ

ARR

AHQ

ARH

154 Arginina (R) VRQ
ARQ

ARR

ARH

Histidina (H) AHQ

171 Glutamina (Q) VRQ
ARQ

AHQ

Arginina (R) ARR

Histidina (H) ARH

Fonte: HUNTER (2003)
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Inimeros trabalhos indicam que a susceptibilidade do gendétipo
ARR/ARR aos agentes causadores do scrapie classico é extremamente baixa
(HUNTER et al., 1997a; ELSEN et al., 1999; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999;
TRANULIS et al.,, 1999; ACIN et al., 2004; BILLINIS et al., 2004). Porém,
atualmente, considera-se que resisténcia deste genétipo as EETs ndo é
absoluta, visto que: 1) h4 casos confirmados de scrapie classico em animais
ARR/ARR (GROSCHUP et al., 2007); 2) h& identificagdo em animais ARR/ARR
de acumulo atipico de PrP anormal (scrapie atipico) em ovinos (BUSCHMANN
et al., 2004; LeDUR et al., 2005); 3) € comprovada a transmissdo a ovinos
ARR/ARR de EEB apoés desafio intracerebral (HOUSTON et al., 2003) e
desafio oral (ANDREOLETTI et al., 2006a). Por outro lado, o alelo VRQ é
considerado como associado a alta susceptibilidade as EETs em ovinos
(ELSEN et al., 1999; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999; TRANULIS et al., 1999;
ACIN et al., 2004; BILLINIS et al., 2004). Porém, para a EEB, uma baixa
susceptibilidade dos portadores de alelo VRQ pode ser observada (FOSTER et
al., 2001).

A combinacédo dos demais alelos apresenta resisténcia/susceptibilidade
intermediarias e variaveis. DAWSON et al. (1998) foram os primeiros a propor
uma classificacdo para as diferentes combinacdes alélicas, agrupando os
genotipos em 5 grupos, sendo o R1 o mais resistente e 0 R5 o mais susceptivel
(tabela 3).

TABELA 3 — Classificacdo dos diferentes genétipos encontrados em ovinos, em ragas onde 0s
5 alelos estdo presentes, quanto a resisténcia/ susceptibilidade a scrapie

Grupo Genotipos do PrP
R1 ARR/ARR
R2 AHQ/AHQ; ARR/AHQ
R3 ARQ/AHQ; AHQ/ARH, ARR/ARH; ARR/ARQ
R4 AHQ/VRQ; ARR/VRQ; ARQ/ARQ; ARQ/ARH; ARH/ARH
R5 VRQ/VRQ; ARQ/VRQ; ARH/VRQ

Fonte: DAWSON et al. (1998)
Obs.: grupo R1 indica a menor susceptibilidade & scrapie, que vai aumentando até
chegar ao grupo 5, que tem a maior susceptibilidade.
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Segundo Hunter (1997), ndo se sabe exatamente como estes
polimorfismos podem determinar a susceptibilidade ou resisténcia ao
desenvolvimento da doenca, inclusive porque ainda ndo se conhece totalmente
a funcdo biolégica verdadeira da PrP e o efeito destes polimorfismos na sua
funcdo ou na conversado da PrP¢ em PrP*°,

Ha muitas diferencas entre as racas de ovinos, havendo racas como a
Suffolk, que apresenta essencialmente trés gendtipos (ARQ/ARQ, ARQ/ARR e
ARR/ARR) e racas como a Texel, com os 15 genoétipos normalmente
encontrados em ovinos, incluindo VRQ/VRQ (DAWSON et al., 1998). No caso
da raca Suffolk, por exemplo, onde o gendétipo VRQ/VRQ nao é comumente
encontrado, considera-se o genotipo ARQ/ARQ como o0 mais susceptivel para
a raca (HUNTER, 2003).

Podem ocorrer outros polimorfismos em outras posi¢des como: M112T
(metionina/treonina), M137T (metionina/treonina), S138N (serina/aspargina),
L141F (leucinalfenilalanina), H143R (histidina/arginina), R151C
(arginina/cisteina), Q171K (glutaminal/lisina), N176K (aspargina/lisina) e R211Q
(arginina/glutamina) (ACIN et al., 2004).

A variante M112T no grupo haploide ARQ tem sido associada com o
carater de resisténcia a doenca em ovinos da raca Suffolk nos Estados Unidos.
Ja animais com uma ou duas copias de T112 ARQ sao caracterizados
resistentes ao desenvolvimento do scrapie classico quando comparados
aqueles homozigotos para M112 ARQ (HEATON et al., 2010). Mais de 26
polimorfismos foram confirmado por pesquisadores e outros ainda estdo por
ser caracterizados (Tabela 4) (GOLDMANN et al., 1990; GOLDMANN et al.,
1991; LAPLANCHE et al., 1993; BELT et al., 1995; CLOUSCARD et al., 1995;
BOSSERS et al., 1996; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999; TRANULIS et al.,
1999; O'ROURKE et al., 1996; DeSILVA et al., 2003; GOMBOJAV et al., 2003;
GUO et al.,, 2003; SEABURY e DERR, 2003; BILLINIS et al., 2004). Mais
recentemente, Heaton et al. (2010) demonstraram 16 novos polimorfismos,
incluindo a variante L237P do haplétipo F141.

A influéncia do gendtipo PrP na resisténcia ou susceptibilidade ao
scrapie pode variar entre rebanhos e ragas de ovinos (DAWSON et al., 1998) e
ainda depende da cepa do scrapie (GOLDMAN et al., 1994; DAWSON et al.,
1998; VACCARI et al., 2009). Por exemplo, o alelo ARQ é considerado
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altamente susceptivel as EETs em geral (inclusive a infec¢do experimental por
EEB); porém, em um isolado em particular, tipo SSBP-1, ndo se consegue
propaga-lo em animais ARQ/ARQ (GOLDMANN et al., 1994). BAYLIS et al.
(2004) e O'DOHERTY et al. (2002), analisando risco de determinado gendtipo
estar associado ao scrapie, encontram valores bastante diferentes para a
presenca dos alelos AHQ e ARQ.

Tabela 4 - Polimorfismos do PRNP presentes nos ovinos

Cédon Aminoéacido da proteina PrP Aminoéacido da proteina PrP

selvagem variante
112 Metionina— M Treonina - T
116 Alanina — A Prolina—-P
127 Glicina -G A; Valina -V, Serina— S
136 A V; T
137 M T
138 S Asparagina — N
141 Leucina—L Fenilalanina— F
143 Histidina — H Arginina — R
151 R Cisteina-C
154 R H
167 R S
171 Glutamina — Q R; H; Lisina — K
176 N K
180 H Tirosina—-Y
189 G L; R
195 T S
196 T S
211 R Q
241 P S

Fonte: adaptado de EFSA (2006)

Ha& publicacbes de genotipagens em ovinos em diferentes paises,
especialmente europeus. O objetivo destes trabalhos é conhecer a
variabilidade do PRNP presente nos seus rebanhos, a fim de servir como base
para programas de selecdo de animais geneticamente mais resistentes.

H& dados de rebanhos genotipados na Austrdlia (BOSSERS et al.,
1999), Austria (SIPOS et al, 2002), Alemanha (JUNGHANS et al., 1998;
KUTZER et al., 2002), China (LAN et al.,, 2006; Xu et al.,, 2011), Espanha
(HURTADO et al., 2002; ACIN et al., 2004; MOLINA et al., 2006), Estados
Unidos (WESTAWAY et al., 1994; O'ROURKE et al., 1996; DeSILVA et al.,
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2003); Franca (ELSEN et al., 1999); Holanda (BELT et al.,, 1995); Italia
(VACCARI et al., 2001; VACCARI et al., 2009), Irlanda (O'DOHERTY et al.,
2000; 2001), Islandia (THORGEIRSDOTTIR et al., 1999); Grécia (BILLINIS et
al., 2004); Paquistdo (HUSSAIN et al., 2011); Portugal (GAMA et al., 2006), Gra
Bretanha (HUNTER et al., 1997a,b; TONGUE et al., 2004, 2005; EGLIN et al.,
2005; TOWNSEND et al., 2005), Nova Zelandia (BOSSERS et al., 1999),
Turquia (UN et al., 2008; ALVAREZ et al. 2011), Unido Européia (LUHKEN et
al., 2008).

No Brasil, ainda sdo poucos os trabalhos de genotipagem das racas
criadas no pais (SOTOMAIOR et al. 2008; PASSOS et al., 2008) e,
principalmente, das racas nativas (LIMA et al., 2007; PACHECO et al., 2007).
lanella et al. (2011), no estudo com maior nimero de genotipagens feitas no
pais até o momento, analisaram 1400 animais de 13 ragas, incluindo varias
racas brasileiras como Crioula, Morada Nova, Rabo Largo, Santa Inés e
Somalis Brasileiro. Comum a todos estes trabalhos € a presenca de genotipos
susceptiveis ao scrapie em praticamente todas as racas estudadas.

Como é conhecido que ha diferencas de susceptibilidade entre racas,
rebanhos e a cepa do agente infeccioso (LUHKEN et al., 2004; ACIN et al.,
2004; VACCARI et al., 2009), fica claro que os critérios para a selecdo néo
necessariamente podem e devem ser aplicados igualmente para ovinos de
diferentes racas, rebanhos ou paises. Ainda, segundo BISHOP (2006), se a
doenca néo esta presente, ndo se pode dizer se um animal é resistente ou nao.
Faz-se fundamental, portanto, estudar a relacdo gendtipo e
resisténcia/susceptibilidade das racas estrangeiras criadas no Brasil, das racas
brasileiras e dos animais mesticos. Sotomaior (2007) relata um rebanho de
ovinos Hampshire Down e também mesticos onde foi possivel se avaliar a
genotipagem e a presenca de imunomarcacdo para a PrP*° apés o abate de
todos os animais. No grupo dos animais mesticos, foi encontrado que o
gendtipo ARR/ARQ estaria relacionado a uma maior susceptibilidade, diferente
de alguns dados da literatura (VAN KEULEN et al., 1996; ANDREOLETTI et al.,
2000). Isto reforca a necessidade de serem avaliados mais rebanhos positivos
no Brasil. Ortiz-Pelaez e Bianchini (2011) relatam a importancia de se estudar
rebanhos afetados pela doenca, analisando fatores genéticos, ambientais e de

manejo. A avaliacdo de gendtipos em rebanhos afetados permite a
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determinacdo do risco, utilizando a completa genotipagem do grupo e a
freqiéncia do scrapie mensurada pela prevaléncia da doenca quando os
animais sdo sacrificados em programas de controle da doenca.

Portanto, em paises onde h& presenca do scrapie, € possivel estudar a
associacdo dos genotipos, nas diferentes racas, com a presenca da doencga;
também é possivel direcionar os cruzamentos, principalmente se ja existem
programas de controle do scrapie no pais. Mesmo nos paises onde a doenca
ndo esta relatada, a genotipagem permite uma visualizacdo do grau de
susceptibilidade que aqueles rebanhos, ou racas, teriam caso o agente
estivesse presente. Dessa forma, é possivel dimensionar a possibilidade de
inclusdo desta caracteristica em futuros programas de selecdo, que visem
aumentar a resisténcia a doenca, porém, sem perder ou prejudicar outras
caracteristicas produtivas (SOTOMAIOR et al., 2008).

40



7 PROGRAMAS DE CONTROLE

Em uma revisdo sobre scrapie, Dawson et al. (2008) reforcam o fato de
que, historicamente, esta doenca € considerada de dificil controle. Aspectos
ainda ndo totalmente elucidados da etiologia, patogenia e epidemiologia,
somados ao fato de n&o existir nenhum tratamento possivel, nem a
possibilidade de vacinacgao, visto que a infeccdo nao induz resposta humoral,
tornam o controle do scrapie um grande desafio.

Desde a primeira publicagdo (HUNTER et al., 1989) indicando que
variagbes no PRNP poderiam estar relacionadas a resisténcia ou
susceptibilidade dos ovinos ao scrapie, dezenas de milhares de animais ja
foram genotipados. Somente o National Scrapie Plan (NSP) da Gréa Bretanha
genotipou mais de um milh&o de ovinos (HUNTER, 2006).

Na Gréa-Bretanha, o servico de genotipagem comercial dos rebanhos
ovinos esta disponivel desde 1994. Segundo Melchior et al. (2010), a
preocupacao com o controle da doenga comecgou com fazendeiros ingleses que
iniciaram a genotipagem dos seus rebanhos, a fim de melhorar a demanda de
venda e troca e proporcionar uma maior seguran¢a ao produtor quanto aos
riscos do animal desenvolver a doenca. Em 2001 foi lancado o National Scrapie

Plan (NSP) (disponivel em http://www.defra.gov.uk) para rebanhos de racas

puras registradas e que foi estendido para os rebanhos de racas puras nao
registradas em 2002 (RODEN et al., 2006). O programa, que é voluntario,
atualmente utiliza o sistema de dados denominado RAM Genotyping Scheme
(RGS), onde ha selecédo positiva do alelo ARR e selecdo negativa do alelo
VRQ, além de ter uma tabela correspondente aos cruzamentos restritos de
acordo com cada gendtipo (tabela 5) (DAWSON, 2006; EHLING et al., 2006).
Existe também o Ewe Genotyping Service (EGS), disponivel para os criadores
gue ja sdo membros do RGS, e que seleciona as ovelhas. Outros paises da
Europa também tiveram a mesma preocupacdo com 0s seus rebanhos e
iniciaram alguns programas de controle, como foi o caso da Alemanha
(DAWSON et al., 2008).
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TABELA 5 — Classificacdo dos diferentes genétipos encontrados em ovinos quanto ao grau de
resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, segundo o Ram Genotyping Scheme do

NSP
Tipo Genotipos Grau de resisténcia/susceptibilidade
Ovinos que sao geneticamente mais
1 ARR/ARR resistentes ao scrapie
ARR/AHQ Ovinos que sdo geneticamente resistentes ao
2 ARR/ARH scrapie, mas que necessitam de selecdo
ARR/ARQ cuidadosa quando utilizados para cruzamentos
AHQ/AHQ
AHQ/ARH Ovinos que geneticamente tém pouca
3 AHQ/ARQ resisténcia ao scrapie e que necessitam de
ARH/ARH selecdo cuidadosa quando utilizados para
ARH/ARQ cruzamentos
ARQ/ARQ
Ovinos que sao geneticamente susceptiveis ao
scrapie e que nao devem ser utilizados para
4 ARR/VRQ reproducao, exceto dentro de um programa
controlado de reproducédo aprovado pelo
NSPAC*
AHQ/VRQ
ARH/VRQ Ovinos que sao geneticamente muito
5 ARQ/VRQ susceptiveis ao scrapie e que ndo devem ser
VRQ/VRQ utilizados para reproducao

NSPAC* - National Scrapie Plan Administration Centre
Fonte: adaptado do NSP Genotypes Table - DEFRA (disponivel em:
http://www.defra.gov.uk/animalh/bse/othertses/scrapie/nsp/publicatsrpts/tables.htm)

Nos Estados Unidos, o Servico de Inspecdo Sanitaria Animal e Vegetal
do Departamento de Agricultura (Department of Agriculture’s — USDA — Animal
Plant Health Inspection Service — APHIS) esta usando a genotipagem para
determinar quais 0s animais que, apos terem sido expostos a infeccdo por
scrapie, devem ser removidos ou restrito aos rebanhos afetados e quais estao
livres para deslocamentos de forma irrestrita. S&o reconhecidos como
importantes os codons 171 e 136 na determinacdo da susceptibilidade ao
scrapie nos EUA (APHIS, 2005) (tabela 6).

O plano americano, denominado The National Genetics Based Flock
Clean-up Plan permite que criadores com rebanhos afetados permanecam ou
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desloquem ovinos classificados como RR171; AA13s QR171 € a maioria dos AVi3s
QR;71 de forma irrestrita. Também ha que se remover ou restringir todas as
ovelhas QQ expostas, cabras expostas e os descendentes de ovelhas
acometidas por scrapie (disponivel no endereco
http://www.aphis.usda.gov/vs/nahps/scrapie).

TABELA 6 — Classificacdo dos diferentes genétipos encontrados em ovinos quanto ao grau de
resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, segundo o The National Genetics Based
Flock Clean-up Plan nos EUA

Genotipos Grau de resisténcia/susceptibilidade

Ovinos que sao quase completamente resistentes ao scrapie.
AAi3s RR171  Estes animais sao altamente improvaveis de carregar ou transmitir
0 scrapie.

Ovinos que sao raramente susceptiveis ao scrapie. Nao se sabe
se animais deste genadtipo infectados podem transmitir a doenca.
AAi3s QR171 O risco a partir destes animais € provavelmente menor, uma vez
gue animais AAi3s QR171, quando infectados, raramente
apresentam PrP anormal fora do encéfalo.

Ovinos que sao susceptiveis a algumas cepas de scrapie.
Somente dois casos foram identificados nos EUA.
AVi3s QR171 O risco a partir destes animais € provavelmente menor, uma vez
gue animais AVi3s QR171, quando infectados, raramente
apresentam PrP anormal fora do encéfalo.

Ovinos que sdo muito susceptiveis ao scrapie e que podem
transmitir a doenca a outros rebanhos susceptiveis.

QQ171

Fonte: adaptado de APHIS (2005)
disponivel em: http://www.aphis.usda.gov/vs/nahps/scrapie

Os planos e programas de controle ao scrapie objetivam
simultaneamente o aumento da frequéncia do alelo ARR e a diminuicdo do
alelo VRQ (DAWSON et al., 2008). Entretanto, com a ocorréncia dos casos
atipicos de scrapie (BENESTAD et al.,, 2003) com diferentes padrbes de
relacdo com o gendétipo do PRNP, estas estratégias dos planos de controle tem

sido questionadas. Os casos atipicos tem sido correlacionados com os alelos
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AF141RQ e AHQ (MOUM et al., 2005; BENESTAD et al., 2008), enquanto que
animais considerados resistentes sao portadores do alelo VRQ.

Outras preocupacdes, como diminuicdo da variabilidade genética,
também tem sido levantadas pela comunidade cientifica (BISHOP, 2006;
ROUGHSEDGE et al., 2006; EFSA, 2006). Apesar destas preocupagdes, uma
recente avaliacdo de risco bioldgico (EFSA, 2006) considera que, baseado nos
dados atuais disponiveis, ndo existem riscos associados com 0s atuais
programa de cruzamentos da Uni&o Européia.

Segundo Dawson et al. (2008), o NSP tem sido um sucesso em seus
objetivos e, em conjunto com outros programas similares em paises europeus,
demonstra que a selecdo baseada no gendtipo PrP é possivel. Ortiz-Pelaez e
Bianchini (2011), analisando quase 320.000 animais genotipados no NSP da
Gra-Bretanha para avaliar o impacto do gendtipo na prevaléncia do scrapie
classico no nivel de populagéo, concluiram que um aumento da proporcao de
genotipos ARR/ARR correspondeu a uma diminuicdo dos casos clinicos de
scrapie. Os gendtipos ARR/AHQ, AHQ/VRQ, ARH/VRQ and ARQ/VRQ,
classificados como tipo V pelo NSP, e os alelos ARH, ARQ, AHQ and VRQ
estdo associados a uma aumento no numero de casos de scrapie.

No Brasil, ndo existe nenhum programa de controle baseado na selecao
de gendtipos resistentes ao scrapie. Alguns trabalhos mostram que existem
diferencas nas frequéncias genotipicas do PRNP, quando comparados aos
resultados de outros paises (SOTOMAIOR, 2007), indicando a necessidade de
se ampliar o nimero de animais genotipados antes que qualquer programa de
controle do scrapie seja implantado no Brasil. E essencial, também, que se
conheca a estrutura populacional e o grau de variabilidade genética do PRNP
entre as diferentes racas, como tem sido demonstrado nos primeiros trabalhos
brasileiros sobre genotipagem de ovinos (LIMA et al., 2007; PACHECO et al.,
2007; SOTOMAIOR et al. 2008; PASSOS et al., 2008; IANELLA et al., 2011).

Num mundo globalizado, observa-se o aumento de barreiras sanitarias,
em substituicdo as alfandegarias. A presenca do scrapie no Brasil e o perfil de
gendtipos susceptiveis nas principais racas criadas no pais, pode ser uma
dificuldade para a exportacdo destes animais e seus produtos, inclusive de
outras espécies como bovinos e suinos. Portanto, programas de controle e

vigilancia de doencas devem ser conduzidos com muito cuidado e
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responsabilidade, a fim que garantir a aceitagdo dos produtos brasileiros sem
quaisquer restricbes. Vale ressaltar, também, que qualquer programa de
selecdo deve ser conduzido de forma gradual, combinando a manutencao de
variabilidade genética, adaptacdo e producdo com a resisténcia a doencas
(Sotomaior et al., 2008).

A possibilidade de implementacdo de programas de selecdo genética de
animais resistentes ao scrapie deve ser considerada como uma importante
ferramenta para impedir a disseminagédo da doenga em rebanhos de ovinos e
caprinos nas diferentes regiées do Brasil e garantir a qualidade sanitaria destes

animais.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o polimorfismo do gene da proteina prion celular (PRPN)
de ovinos introduzidos numa propriedade onde ocorreu um surto de scrapie, e relacionar com a
suscetibilidade a doenca por meio da analise da presenca da proteina prion celular alterada
(PrP%%) utilizando imunohistoquimica de tecido linféide associado & mucosa reto-anal. Foram
avaliados 42 ovinos, mesticos Texel com outras racas como lle de France, Dorper e Suffolk.
Eram fémeas entre um e oito anos de idade, sendo que sete (16,67%) ovelhas foram
introduzidas adultas na propriedade em 2006. As demais, 83,33%, eram nascidas na fazenda.
A genotipagem do PRPN dos 42 ovinos foi feita pela andlise do polimorfismo de comprimento
de fragmento de restricdo - RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polimorphism”). O genétipo
ARQ/ARQ foi o mais frequente, encontrado em 73,81% dos animais, seguido do gendétipo
ARR/ARQ, com 16,67% e do ARQ/VRQ, com 9,52%. Os alelos ARH e AHQ nédo foram
encontrados nestes animais. O resultado da IHQ em todas as amostras de tecido linféide
associado a mucosa reto-anal foi negativo. N&o foi possivel, portanto, estabelecer uma relagéo
entre gendtipo e maior susceptibilidade ao scrapie, devido & auséncia de PrP*° na amostras
examinadas. No Brasil, ha poucos dados de genotipagem do PRNP e, até o0 momento, nenhum
tipo de controle baseado em cruzamentos direcionados foi implementado.

Palavras-chaves: Scrapie; Polimorfismo; Proteina prion celular; Genotipagem; Ovinos; Bidpsia
retal; Imunohistoquimica.

ABSTRACT

The aim of this work was to study the polymorphism of the prion protein gene (PRNP) of a
sheep flock raised in a farm where a scrapie outbreak occurred, and to relate to disease
susceptibility of possible animals infected with altered prion protein (PrP>), by
immunohistochemical analysis of recto-anal mucosa-associated lymphoid tissue (RAMALT). For
this we used 42 sheep, crossbred with Texel, lle de France, Dorper and Suffolk. Females are
between one and eight years old, and seven (16.67%) were adult ewes when they entered the
flock in 2006. The rest, 83.33% were born in the farm. The PRNP genotyping was performed by
RFLP ("restriction fragment length polymorphism") analysis. The most frequent genotype was
ARQ/ARQ, found in 73.81% of the animals, followed by ARR/ARQ, with 16.67% and ARQ/VRQ,
with 9.52%. The ARH and AHQ alleles were not found. All RAMALT samples were negative in
immunohistochemical analysis. It was not possible to establish a relation between PRNP
polymorphisms and susceptibility to scrapie, due to the lack of positive samples to PrP*. In
Brazil, there is little available PRNP genotyping data of sheep and, so far, no type of controlled
breeding scheme for scrapie has been implemented.

Keywords: Scrapie; Polymorphism; Cellular prion protein, Genotyping; Sheep; Rectal biopsy,
Immunohistochemistry.

62


mailto:cristina.sotomaior@pucpr.br

1 INTRODUCAO

Scrapie faz parte das encefalopatias espongiformes transmissiveis
(ETTs), que sdo um grupo de doencas neurodegenerativas, e tem como
principal caracteristica o acumulo de uma forma patolégica da proteina priénica
(PrP*%) normal do hospedeiro no Sistema Nervoso Central (SNC) e tecido
linforreticular (bacgo, tonsilas e linfonodos) (HUNTER, 1997; PRUSINER, 1998;
HARRIS, 1999).

Polimorfismos no gene da proteina prion celular (PRNP) estédo
associados a diferengcas de susceptibilidade ao scrapie (GOLDMANN et al.,
1990; HUNTER et al., 1997a,b; DAWSON et al., 1998). A suscetibilidade do
gendtipo ARR/ARR aos agentes causadores do scrapie classico €
extremamente baixa, porém ndo mais considerada nula desde os primeiros
casos comprovados de animais ARR/ARR infectados (GROSCHUP et al.,
2007). Por outro lado, o alelo VRQ é considerado como altamente susceptivel
(HUNTER et al., 1997a; ELSEN et al.,, 1999; ACIN et al., 2004). As demais
combinac¢des apresentam niveis variados de susceptibilidade (DAWSON et al.,
1998). Porém, rebanhos de diferentes racas de ovinos, podem vir a apresentar
diferencas na suscetibilidade e/ou resisténcia ao prion (LUHKEN et al., 2004;
ACIN et al., 2004; VACCARI et al., 2009).

Em muitos paises, ha programas de selecdo genotipica com o objetivo
de controlar o aparecimento clinico da doenca, selecionando 0s animais
considerados mais resistentes. Em geral, busca-se aumentar a freqiéncia do
alelo ARR e diminuir a do alelo VRQ (RODEN et al., 2006). Estes programas
tém conseguido resultados relevantes na diminuicdo de animais clinicamente
afetados (DOESCHL-WILSON et al.,, 2009; ORTIZ-PELAEZ e BIANCHINI,
2011).

O diagnostico do scrapie pode ser presumido pelos sinais clinicos
caracteristicos (COCKCROFT e CLARK, 2006; OLLHOFF, SOTOMAIOR,
2011), porém a confirmacdo somente é possivel por meio da deteccdo de PrP°
pelas técnicas de imunoblotting e imunohistoquimica (PRUSINER et al., 2004;
GAVIER-WIDEN et al. 2005). PrP*® somente é encontrada nas doencas
pribnicas e, assim, a sua presenca em ovinos e caprinos é diagnostico da

infeccdo pribnica, mesmo na auséncia de sinais clinicos (BRASIL, 2008).
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Até recentemente, somente diagndsticos “post-mortem” eram possiveis
de serem realizados. Atualmente, o diagndstico pré-clinico pode ser realizado
em ovinos e caprinos (GROSCHUP, 2006). Na maioria dos ovinos infectados, a
proteina prion alterada acumula-se nos tecidos do sistema linforreticular,
sugerindo que ela pode ser detectada em amostras de biépsia (ANDREOLETTI
et al., 2000).

A biopsia da terceira pélpebra foi o primeiro passo para um possivel
diagnoéstico preé-clinico, ndo invasivo, em ovinos (O'ROURKE al., 1998a;
O’ROURKE et al., 2000). Mais recentemente, tem sido testada a técnica de
diagnostico pré-clinico em amostras da mucosa retal, por meio de provas
imunohistoquimicas da presenca de PrP*° no tecido linféide associado a
mucosa reto-anal (GONZALEZ et al. 2005; ESPENES et al., 2006).

No Brasil, o primeiro relato de scrapie foi pela importacdo de ovinos
Hampshire Down de rebanhos ingleses (FERNANDES et al., 1978). Desde
entdo, ha casos reportados na literatura (RIBEIRO, 1996; DRIEMEIER, 1998;
RIBEIRO e RODRIGUES, 2001; RIBEIRO et al., 2007) e notificados na
Organizacao Mundial da Saude Animal - OIE (www.oie.int).

O caso ocorrido em 2003 no rebanho de ovinos da Fazenda
Experimental Gralha Azul (FEGA) da Pontificia Universidade Catodlica do
Parana (PUCPR) é considerado o primeiro caso autdctone do Brasil (POHL DE
SOUZA et al., 2005). Todo o rebanho envolvido neste surto foi abatido em
2006, com 12,7% de animais positivos para a PrP° (SOTOMAIOR, 2007). Trés
meses depois, foram introduzidas 10 ovelhas adultas no mesmo Setor de
Ovinocultura. Segundo Dawson et al. (1998), o prion € dificil de ser inativado e,
portanto, a prolongada persisténcia do agente no ambiente deve ser
considerado um fator importante na epidemiologia. Dados demonstram que
uma vez o ambiente contaminado, existe uma forte interacdo do prion com o
solo, permanecendo por pelo menos mais de 3 anos infectivo (LEITA et al.,
2006; JOHNSON et al., 2006).

O objetivo do presente trabalho foi genotipar o gene da proteina prion
celular dos ovinos do atual rebanho da PUCPR, assim como obter amostras de
tecido linféide associado a mucosa reto-anal para analise imunohistoquimica

da presenca da PrP>° e posterior correlagdo com os genétipos encontrados.
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2 MATERIAL E METODO

O projeto foi realizado em duas etapas concomitantes: genotipagem do
gene da proteina prion celular (PRPN) e biopsia retal para o diagnostico, por
meio de andlise imunohistoquimica (IHQ), da presenca da PrP>°.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana.

2.1 ANIMAIS

Os animais do presente estudo pertencem ao rebanho de ovinos do
Setor de Ovinocultura da Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) da
Pontificia Universidade Federal do Parana (PUCPR). Em 2003 e 2004, houve
trés casos clinicos de scrapie no Setor de Ovinocultura (POHL DE SOUZA et
al. 2005). Em 2006, todos os animais foram abatidos e houve casos de animais
positivos para a presenca de PrP® (SOTOMAIOR, 2007). Aproximadamente
guatro meses ap0s o0 abate dos animais, foram introduzidas 10 fémeas
mesticas Texel no mesmo local. Estes animais eram provenientes de rebanho
sem nenhuma notificacdo ou indicio de scrapie. O manejo foi realizado da
mesma forma que nos anos anteriores, usando as mesmas instalacbes e
pastos.

Atualmente, o rebanho € composto por 42 ovelhas, mesticas da raca
Texel, com cruzamentos de reprodutores lle de France, Dorper e Suffolk. Sdo
fémeas entre um e oito anos de idade, sendo que sete (16,67%) ovelhas séo
do rebanho trazido para o Setor de ovinocultura em 2006 e, portanto, ndo
nascidas na propriedade. As demais, 83,33%, sdo nascidas na Fazenda da

PUC. Detalhes do rebanho podem ser observados na tabela 1.
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TABELA 1 - Relacdo de ovelhas do rebanho da Fazenda Experimental Gralha Azul da

PUCPR, no municipio de Fazenda Rio Grande, segundo raga, ano de

nascimento e local de nascimento

Sexo Ano de nascimento

Raca

Local de nascimento

T

M T M T T T T T T TT T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT T T T T T T T

2003
2003
2004
2004
2004
2005
2005
2006
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010

mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel
mestica Texel/Dorper
mestica Texel/Dorper
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/Suffolk
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/Suffolk
mestica Texel/Suffolk
mestica Texel/Suffolk
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France
mestica Texel/lle de France

introduzida adulta
introduzida adulta
introduzida adulta
introduzida adulta
introduzida adulta
introduzida adulta
introduzida adulta

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC

PUC
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2.2 GENOTIPAGEM DO GENE DA PROTEINA PRION CELULAR

A genotipagem do PRPN dos 42 ovinos do rebanho foi realizada no
Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a Agropecuaria, da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, campus S&o José dos Pinhais e no NIMA-
Laboratdrio de Investigacdo Molecular Avancada, da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana, campus Curitiba. A técnica utilizada foi & analise do
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo - RFLP (“Restriction
Fragment Lenght Polimorphism”).

2.2.1 Extracao e purificagdo do DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir de amostras congeladas de sangue.
O sangue foi colhido da veia jugular externa, utilizando frascos a vacuo
contendo etilenodiaminotetracetico (EDTA) como anticoagulante. Apos a
colheita, os frascos foram mantidos sob refrigeracdo até chegarem ao
laboratoério, onde foram colocados no freezer a temperatura de -20°C até o
inicio da extracao.

A extracao e a purificacdo do DNA foram feitas utilizando o protocolo de
Nonidet Modificado. Adicionou-se volume/volume de sangue e TKM 1 (Tris-HCI
pH 7,6 1M; KCI 1M; MgCI2 1M; EDTA 0,1M) (funcédo tamponante) e 25ul de
Nonidet (para a lise da membrana plasmatica). A amostra, entéo, foi misturada
por inversdo e submetida a centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos, com
descarte do sobrenadante. O pellet foi ressuspendido com 1 ml de TKM 1 e
centrifugado por 10 minutos (repetiu-se 3x este procedimento, a fim de que a
amostra se apresentasse da forma mais limpida possivel). Apds as trés
lavagens, o pellet foi ressuspendido novamente, com 165ul de TKM 2 (TKM
1+NaCl 1M) e misturado utilizando o vértex. Logo adicionou-se 65ul de NaCl
6M (para a precipitacdo de proteina) e misturou-se a amostra por inversao,
antes de ser centrifugada a 12000 rpm por 10 minutos e coletado o
sobrenadante. Depois da coleta do sobrenadante, adicionaram-se dois volumes
de etanol 100% a amostra (para a precipitacdo dos &cidos nucléicos) e
misturou-se, novamente, por inversao até a precipitacdo do DNA. A amostra

entdo foi submetida a uma otimizacdo da precipitacdo, a -20°C até a manha
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seguinte (overnight). Posteriormente, centrifugou-se a amostra a 12000 rpm por
10 minutos e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 715ul de alcool 70%,
centrifugou a 12000 rpm durante 10 minutos e descartou, mais uma vez, 0
sobrenadante. A amostra foi, entdo, submetida ao processo de secagem
durante 1 hora e ressuspendida com 100ul de TE (Tris-HCI pH 8,0 10mM;
EDTA pH 8,0 1mM) (fungao tamponante).

Com a finalizacdo da técnica de extracdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose na concentracao de 1%, a fim de
confirmar a presenga de DNA na amostra estudada e sua integridade.

O gel para a extracao foi preparado com 1g de agarose e 100ml de TBE
1X (Tris; Acido bérico; EDTA 0,5M pH 8,0). Foram adicionados 3ul de tamp&o
da amostra (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) aos 5ul da
amostra. A corrida eletroforética, a 122V, foi de aproximadamente 40 minutos.
O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) por 20 minutos. A
observacédo do gel foi feita sob luz ultravioleta e fotografado para posterior
estudo.

Para a quantificacio do DNA das amostras, foi utlizado o
espectrofotometro NanoDrop®, onde foram analisadas 2ul de cada amostra

extraida, determinando a absorbancia em 260 e 280nm.

2.2.2 Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP)

Para distinguir os cinco alelos (ARR, ARQ, ARH, AHQ, VRQ) as
amostras de DNA obtidas na extracdo foram submetidas a duas Reacdes em
Cadeia da Polimerase (PCR). Posteriormente, o produto de cada uma delas, foi
clivado pelas enzimas de restricdo (ER) BspDI e BspHI, segundo LUKHEN et
al. (2004).

Para a amplificacdo dos dois fragmentos de DNA, foi realizada uma
reacdo de 30 ul (tabela 2). Apos a preparacdo da mistura, era acrescentado o
DNA do animal, homogeneizado e as misturas para a amplificacdo eram
colocadas no termociclador. Apds uma desnaturacao inicial a 94 °C durante 1,5
minutos, eram realizados 40 ciclos de amplificacéo, incluindo desnaturacéo a
94°C por 20 segundos, hibridacdo a 55°C por 20 segundos e extensédo a 72°C

por 20 segundos, seguidos de uma extenséo final durante 5 minutos a 72°C.
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TABELA 2 — Componentes e suas concentragdes nas duas reacdes de PCR realizadas para a

posterior clivagem por enzimas de restricdo

Concentragéo Final
Tampéo 1x
Cloreto de magnésio 1,5mM
deoxirribonucleotideos

trifosfatados (ANTP) 02mM
Iniciador direto 10 pmol
Iniciador reverso 10 pmol
Taq Polimerase 06U

DNA variavel

Em ambas as PCRs, os oligonucleotideos iniciadores (primers) diretos
foram iguais, denominados iniciadores 1 e 2 (5'-
TGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCT-3’), variando os iniciadores reversos. O
produto de 197 pb da primeira PCR foi produzido pelo iniciador reverso
modificado 3 ( 5-TGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATC-3’), o produto de
196pb da segunda PCR, produzido pelo iniciador reverso modificado 4 (5'-
GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATAT-3’) (LUKHEN et al. 2004). No produto
de 197 pb, cria-se um sitio de restricdo artificial para ER BspHI quando ha
histidina na posicdo 171. Para o produto de 196 pb, é criado um sitio de
restricdo artificial para ER BspDI quando ha uma arginina na posi¢cdo 171. Em
ambos os fragmentos, os codons para valina na posi¢cao 136 e para histidina na
posicao 154 séo sitios de restricdo para a enzima BspHI. A regido amplificada
corresponde a do nucleotideo 342 até a do nucleotideo 539 (iniciadores 1 e 3)
e 538 (iniciadores 2 e 4) do PRNP, gerando produtos de, respectivamente, 197
e 196 pares de bases (pb).

Apés a amplificacdo no termociclador, as amostras foram submetidas a
corrida eletroforética a 100V, em gel de agarose na concentracdo de 1,5%,
durante cerca de 50 minutos, a fim de identificar as amostras com produtos
Unicos da amplificacao.

Para as reacdes de clivagem, o produto da primeira PCR (iniciadores 1 e
3) era clivado somente com a ER BspHI. O produto da segunda PCR
(iniciadores 2 e 4) era submetido a digestdo com as duas enzimas. A reacgao de
clivagem, com volume final de 15ul (tabela 3) depois de preparada era mantida

em estufa a 37 °C, durante toda a noite (média de 12 horas). As amostras eram
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submetidas a eletroforese em gel de agarose em concentracdo de 2,5%,
preparado em tampdo TBE 1X (500 mM de Tris-HCI, 60 mM de acido borico e
83 mM de EDTA). A corrida eletroforética era feita a 35V, durante 6 horas. Para
aplicacao no gel, o volume total da reacao de clivagem, 15 ul, era misturado a
1,5 ul de tampéao para aplicagédo de amostras de DNA em gel 10X (0,025% de
azul de bromofenol e 50% de glicerol). Também eram aplicadas amostras de
padrao de massa molecular. O gel posteriormente era corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL), por 20 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e

fotodocumentado para a analise dos genotipos.

TABELA 3 — Componentes e suas concentragdes nas reacdes de clivagem dos produtos das
duas PCR pelas ER BspDI e BspHI

Concentragéo final

12 PCR (primers 1 e 3) 22 PCR (primers 2 e 4)
Tampdao 10x 1x 1x
BspHI (10 U/ul) 25U 25U
BspDI (5 U/ul) - 25U
Produto da PCR variavel variavel

Incluindo todas as possibilidades para cada alelo em cada uma das
PCR-RFLP, é possivel identificar 15 diferentes gendtipos do PrP normalmente
encontrados em ovinos a partir do tamanho dos fragmentos encontrados em

cada reacao (Tabela 4).

2.3 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

As frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas pela contagem

direta dos alelos e genotipos.
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Tabela 4 — Tamanhos dos produtos de PCR (em pares de bases), obtidos apds a digestdo com

as enzimas BspHI e BspDI dos produtos de 197 e 196 pb, que caracterizam os 5

alelos e 15 gendtipos do gene PrP comumente encontrados em ovinos

ALELOS
197 pb — BspHI 196 pb — BspHI e BspDI

ARR 197 170 (26)

ARQ 197 196

ARH 172 (25) 196

AHQ 118e 79 118 e 78

VRQ 131 e 66 130 e 66

GENOTIPOS
197 pb — BspHI 196 pb — BspHI e BspDI

ARR/ARR 197 170 (26)
ARR/ARQ 197 196 e 170 (26)
ARR/ARH 197 e 172 (25) 196 e 170 (26)
ARQ/ARQ 197 196
ARQ/ARH 197 e 172 (25) 196
ARH/ARH 172 (25) 196
AHQ/AHQ 118 e 79 118 e 78
VRQ/VRQ 131 e 66 130 e 66
ARR/AHQ 197,118 e 79 170 (26), 118 e 78
ARR/VRQ 197, 131 e 66 170 (26), 130 e 66
ARQ/AHQ 197,118 e 79 196, 118 e 78
ARQ/VRQ 197, 131 e 66 196, 130 e 66
ARH/AHQ 172 (25), 118 e 79 196, 118 e 78
ARH/VRQ 172 (25), 131 e 66 196, 130 e 66
AHQ/VRQ 131, 118, 79 e 66 130, 118, 78 e 66

2.4 BIOPSIA RETAL PARA DIAGNOSTICO DA PrP® EM OVINOS

Todos os ovinos do rebanho da PUCPR que foram genotipados, tiveram

amostras de tecido linféide colhidos a partir de biopsias retais para a posterior

deteccdo da PrP°°. Cada animal teve pelo menos uma amostra de mucosa
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retal colhida, segundo as técnicas de GONZALEZ et al. (2005) e ESPENES et
al. (2006).

Para a realizagcéo do procedimento, o animal foi individualmente contido,
mantendo-o em estacdo. Em seguida, foi realizada a anestesia local, utilizando
pomada de xilocaina 2%. Para a localizacdo dos foliculos linfoides, presentes
entre as pregas da mucosa 2 a 3 cm anterior a linha reto anal
(ALEKSANDERSEN et al., 1991; SEDGMEN et al., 2002), era utilizado um
espéculo especial, de uso individual e previamente lubrificado, para abrir a
cavidade retal, facilitando o acesso para melhor obtencdo das amostras. Em
seguida, utilizando pinca hemostética especial e uma tesoura reta fina especial,
foi colhida a amostra com aproximadamente 2 a 3 cm?.

Os fragmentos colhidos foram conservados em formol 10% e, em
seguida, processados e fixados em lamina para analise microscopica do
material.

Para a confeccdo das laminas, os fragmentos de tecido foram
submetidos as técnicas de rotina histologica:

e Neutralizagdo ____,  em alcool amonia por 1 hora.
e Desidratacgo —  em b5 alcoois, 1 hora em cada.
e Diafanizacdo — 3 fases de xilol, 1 hora em cada.

Apoés permanecerem em parafina derretida a 56°C por 6 horas, foram
emblocados em blocos de parafina, cortados com microtomo na espessura de
5um e fixados em lamina permanente. Essas laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e submetidas a leitura histopatologica para a
identificacdo da presenca ou ndo de tecido linféide nas amostras de mucosa

retal.
2.5 IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DA PrpP*°

Uma vez identificada a presenca de tecido linfoide, foram preparadas
outras laminas para a avaliacdo imunohistoquimica e, em colaboracdo com a

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram analisadas para presenca
da PrPse.
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Todo o material foi processado para a andlise imunohistoquimica
conforme descrito por O'Rourke et al. (2002). Os fragmentos a serem
analisados estavam conservados em formol 10%. Apds o0 tempo necessario a
fixacdo, os tecidos foram clivados em fragmentos de aproximadamente dois
milimetros de espessura e colocados em cassetes para inclusdo em parafina.
Para a descontaminacdo, foram embebidos em &cido férmico a 95-98%
durante 60 minutos. Apés serem lavadas em agua destilada, as laminas foram
colocadas novamente em formol a 10% tamponado, durante 24 horas, para re-
equilibrarem.

Para o processamento e inclusdo dos tecidos em parafina, foi seguido o
processo de desidratacdo dos tecidos, através da imersdo em sequéncia das
amostras em alcool 95%, por uma hora (3 vezes); alcool absoluto por uma hora
(2 vezes) e xilol por uma hora (3 vezes). Apos este processamento, foi feita a
inclusdo do material em parafina a uma temperatura entre 58 °C a 65 °C. Apos
foi retirada a parafina e a reidratacdo dos tecidos foi feita com lavagens
subsequentes em: xilol por cinco minutos; alcool absoluto por dois minutos;
alcool 95% por dois minutos; alcool 80% por dois minutos; alcool 70% por um
minuto.

O blogueio da peroxidase endogena foi realizado enxaguando as
laminas com uma solucéo de agua oxigenada (10ml) e metanol a 3% (90ml). O
material permaneceu por 10 minutos entre 22 °C e 25 °C com a mesma
solucdo e, logo apds, as laminas foram enxaguadas submergindo-as quatro
vezes em agua bidestilada. A ativacdo do antigeno foi feita incubando-se os
tecidos em uma solucao de acido férmico a 95% por cinco minutos entre 22 °C
e 25 °C, em um recipiente resistente ao acido. As laminas foram lavadas
cuidadosamente e a neutralizacdo foi em tampédo Tris-HCI, usando trés
enxagues rapidos, seguido de incubac&o por um minuto em tampéao fresco.

Apés, o suporte com as laminas foi transferido para um recipiente
resistente ao calor contento solucdo tampao adequada, para a recuperacao
antigénica a 121°C durante 20 minutos. Em seguida, as laminas foram
transferidas para o tampao tris com Tween 20 (TBST) por dez minutos. Para a
coloracao imunohistoquimica, proteinase K (concentracao final de 250 ug/mL)
foi colocada sobre o corte do tecido na lamina e incubada por 1,5 minutos.

Apods as laminas foram enxaguadas por trés vezes por vinte segundos, em
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TBST. Em seguida, foi adicionado o anticorpo monoclonal F89/160.1.5
(O'ROURKE et al., 1998b), diluido conforme recomendacdes do fabricante, e
incubado por dez minutos. Enxague com TBST, trés vezes por vinte segundos.
Foi colocado o anticorpo secundario biotinalado por dez minutos, entre 22 °C e
25 °C. Novo enxague. Foi colocado peroxidase-estreptavidina por dez minutos
entre 22 °C e 25 °C. Novo enxagle. Foi adicionado o substrato cromdgeno
diaminobenzidina (DAB) por quatro a cinco minutos. Enxague com agua
destilada, duas vezes por vinte segundos. A lamina foi contracorada com
hematoxilina por 30 segundos para tecidos linféides. Novo enxagliie com agua.
As laminas foram deixadas na agua até comecar a montagem com laminula.
Para a desidratacéo dos tecidos foram realizadas as seguintes lavagens:
alcool 70% por dois minutos; alcool 80% por dois minutos; alcool 95% por dois
minutos; alcool absoluto por dois minutos; xilol por cinco minutos (2 vezes). As
laminas foram montadas utilizando balsamo do Canada para fixar a laminula e
a leitura foi feita em microscopio optico. Havia controle positivo e negativo de

amostras de tecido linfoide.
2.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica da associacdo entre diferentes genotipos e a
presenca ou ndo do prion que possa ser identificado nas bidpsias retais foram

realizadas montando-se tabelas de contingéncia e utilizando o método de qui-

guadrado (x?) e teste exato de Fisher.
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3 RESULTADOS

Foram genotipados as 42 ovelhas do rebanho, asism como todas
também foram avaliadas pela imunohistoquimica quanto a presenca da PrP%°
no tecido linféide da mucosa retal.

3.1 GENOTIPAGEM

As extracOes de DNA das 42 amostras, avaliadas em gel de agarose a
1%, demonstraram integridade, qualidade e quantidade do DNA consideradas
adequadas. A concentracdo média de DNA das amostras foi de 22,19ng/ul,
variando entre 8,7ng/ul a 59,9 ng/ul de DNA. A relagdo 260/280, indicativa da
pureza da amostra, foi em média superior a 1,76.

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a duas reacfes de
PCR. Todas as amostras, ap0s a amplificacdo, foram analisadas para a
presenca de bandas Unicas de 197 pb (reacdo com iniciadores 1 e 3) ou 196 pb

(iniciadores 2 e 4), conforme demonstra a figura 1.

FIGURA 1 — Bandas Unicas de produtos de PCR de 197/196 pb, avaliados em gel de agarose a

1,5% e corados em brometo de etideo.

MM 1 2 3 4 5 6

200ph —»

Legenda: MM — marcador de massa molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen
1, 2,3, 4,5 e 6: produtos de amplificacéo de 196/197 pb,
avaliados em gel de agarose a 1,5% e corados em brometo de etideo.
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A digestéo do produto de PCR de 197pb com a enzima BspHI e a dupla
digestdo do produto de 196pb com as enzimas BspHI e BspDI resultam em
dois padrées, que juntos definem os gendétipos do PRNP pela andlise dos seus
alelos (tabela 4). Nas 42 analises de RFLP, dos 15 gendtipos normalmente
encontrados em ovinos, foram observados somente os gendtipos ARQ/ARQ
(figura 2), ARR/ARQ e ARQ/VRQ (figura 3).

Figura 2 — PCR enzimética de 7 amostras com genotipo ARQ/ARQ do gene PrP de

ovinos, identificados pela técnica de PCR-RFLP, em gel de agarose a 2,5%.

MM l1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b 7a 7b

200 pb —>

Legenda: MM — marcador de massa molecular (50 pb DNA Ladder — Invitrogen).
Amostras de 1 -7 com geno6tipos ARQ/ARQ encontrados e identificados pela anélise
das duas reagGes (a e b) de clivagem por enzimas de restricdo, em eletroforese em
gel de agarose a 2,5%, corado com brometo de etideo.

a) Fragmento de PCR de 197 pb digerido pela enzima BspHl;
b) Fragmento de PCR de 196 pb digerido pelas enzimas BspHI e BspDI.
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Figura 3 — Andlise de 5 amostras, com dois gendtipos (ARR/ARQ — amostras 1 a 4 — e
ARQ/VRQ - amostra 5) do gene PrP de ovinos, identificados pela técnica de
PCR-RFLP, em gel de agarose a 2,5%.

MM l1la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b

Legenda: MM — marcador de massa molecular (50 pb DNA Ladder — Invitrogen).
1 a 5:amostras 1 a 4 com gendtipo ARR/ARQ e 5 com gendtipo ARQ/VRQ
encontrados e identificados pela andlise das duas reacfes (a e b) de clivagem por
enzimas de restricdo, em eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corado com
brometo de etideo.
a) Fragmento de PCR de 197 pb digerido pela enzima BspHl;
b) Fragmento de PCR de 196 pb digerido pelas enzimas BspHI e BspDI.

O gendtipo ARQ/ARQ foi o mais frequiente, encontrado em 73,81% dos
animais, seguido do ARR/ARQ, com 16,67% e ARQ/VRQ, com 9,52% (tabela
5). A frequéncia do alelo ARQ foi de 0,869, seguido pelo alelo ARR, com 0,083
e VRQ com 0,0477. Os alelos ARH e AHQ néo foram encontrados.

TABELA 5 — Freqiiéncia genotipica e distribui¢cdo (n) dos gendtipos dos 42 ovinos genotipados
pelo método de PCR-RFLP

Genotipos n Freqiéncia genotipica %
ARQ/ARQ 31 0,7381 73,81
ARR/ARQ 7 0,1667 16,67
ARQ/VRQ 4 0,0952 9,52
Total 42 1 100,0
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3.2 BIOPSIAS RETAIS

As primeiras biopsias retais realizadas encontraram baixa proporgéo de
tecido linféide nas amostras obtidas, inferior aos quatro a seis foliculos linféides
necessarios para a imunohistoquimica, segundo Gavier-Widén et al. (2005). De
42 amostras obtidas, apenas 26,19% apresentaram quatro ou mais foliculos

(tabela 6). Estas amostras iniciais eram de aproximadamente 1 cm?.

Tabela 6 — Numero de foliculos linféides encontrados nas 42 amostras de bidpsia retal de

ovinos submetidas a bidpsia com amostras de 1 cm?2

Numero de Foliculos NUmero de Amostras %
> 4 Foliculos 11 26,19
3 Foliculos 10 23,81
2 Foliculos 3 7,14
1 Foliculo 15 35,71
Negativo 3 7,14
Total 42 100,0

Os resultados considerados negativos foram os que ndo apresentaram
nenhum foliculo linféide na lamina histopatolégica, demonstrando apenas
tecido glandular, como mostra a Figura 4. Os resultados considerados
insuficientes sdo os que apresentaram foliculos linféides, mas apenas de um a
trés (Figura 5), ndo atingindo o minimo de quatro foliculos necessarios para a

analise imunohistoquimica.

Figura 4 — Imagem histopatoldgica de tecido glandular encontrado na mucosa retal de um ovino

Lamina corada com Hematoxilina - Eosina, em aumento de 100x.
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Figura 5 — Imagem histopatoldgica de um foliculo linféide (indicado pela seta) encontrado na

mucosa retal de um ovino

A

Lamina corada com Hematoxilina - Eosina, em aumento de 100x.

As laminas que apresentaram mais que quatro foliculos (Figura 6), foram
consideradas adequadas, pois estariam aptas a serem encaminhadas a

imunohistoquimica.

Figura 6 — Imagem histopatol6gica de varios foliculos linféides (indicados pela setas)

localizados na mucosa retal de um ovino

Lamina corada com Hematoxilina - Eosina, em aumento de 100x.

L — limen do reto
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Em nova tentativa, em funcao dos resultados anteriores (apenas 26,19%
com numero de foliculos suficiente), optou-se por obter uma &rea maior de
tecido. Entédo, foram colhidas amostras de 2 - 3cm? de tecido da mucosa retal
de todos os animais para avaliar se existia uma maior quantidade de foliculos
linféides. De todas as amostras colhidas, 100,0 % estavam com mais de quatro

foliculos.

3.3 DIAGNOSTICO DA PrP*® POR IMUNOHISTOQUIMICA

O resultado das analises imunohistoquimicas (IHQ) dos 42 ovinos

demonstrou que todos foram negativos.

3.4 RELACAO ENTRE GENOTIPO E PRESENCA DA PrpP%°
Como ndo houve animais positivos para a presenca da PrP>¢, nao foi

possivel estabelecer uma relacdo estatistica entre gendtipo de presenca do

prion.
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4 DISCUSSAO

Scrapie no Brasil deixou ser considerada uma doenca exoética desde o
surto ocorrido no rebanho de ovinos da Fazenda Gralha Azul da PUCPR em
2003. Desde entédo, vérios casos foram notificados a OIE ou publicados em
revistas cientificas (RIBEIRO et al., 2007). Pode-se considerar scrapie como
uma doenca emergente no Brasil (PASSOS et al., 2008). Devido a importancia
das EETs na comercializacdo de produtos de origem animal, a vigilancia
sanitaria e as formas de controle devem ser rigorosas.

O Setor de Ovinocultura da PUCPR permaneceu sem animais desde o
abate de todos os animais em abril de 2006 até agosto quando, com
autorizacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
foram introduzidas no setor 10 ovelhas mesticas da raca Texel. Dos 119 ovinos
abatidos em abril de 2006, 15 animais (12,7%) eram positivos para a presenca
de PrP*, apresentando reacdo para um ou mais tecidos analisados
(SOTOMAIOR, 2007).

O objetivo do presente trabalho era acompanhar o rebanho introduzido
no Setor de Ovinocultura apods surto de 2003 e abate de todos os animais em
2006. Pesquisas demonstram que uma vez o ambiente contaminado, existe
uma forte interacao do prion com o solo, permanecendo por pelo menos 3 anos
infectivo (LEITA et al., 2006; JOHNSON et al., 2006). Ha casos relatados de
mais tempo de contaminagdo ambiental, como o descrito por GEORGSSON et
al. (2006), ocorrido na Islandia em 1978 que, apos o sacrificio de todos o0s
rebanhos acometidos por scrapie, desinfeccdo das propriedades e
reintroducdo, apos 2 a 3 anos, de cordeiros de areas livres, a doenca
reapareceu em 33 fazendas, com casos diagnosticados 14 a 21 anos apds o
abate. Mesmo nao sendo possivel descartar totalmente a entrada do agente,
aparentemente o reaparecimento da doenca foi devido a contaminacéo
ambiental.

Os animais introduzidos em 2006 e posteriormente os descentes destes
animais (nascidos em 2007, 2008, 2009 e 2010), tiveram acesso as mesmas
instalacbes e pastos dos animais abatidos em 2006 e positivos para a PrP".
Nao foi realizado nenhum tipo de desinfec¢éo especifica quando da introducao

dos animais. Os partos ocorreram, na maioria das vezes, com 0S animais
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confinados em baias com cama; porém houve casos de partos ocorrendo nos
pastos.

Todas as amostras provenientes do rebanho testado foram negativas a
prova de IHQ de tecido linféide associado a mucosa reto-anal; porém, isto ndo
deve ser interpretado como um resultado definitivo. Primeiro, porque se sabe
que deteccdo de PrP°° no tecido linféide é possivel quando a doenca se
encontra aproximadamente na metade do periodo de incubacdo. Ou seja,
resultados negativos ndo garantem que os animais estejam livres da infeccao
do prion (GONZALEZ et al., 2008b). A vantagem desta técnica € que permite
gue 0s mesmos animais sejam avaliados varias vezes, sem qualquer problema
(GONZALEZ et al., 2008a,b). Neste trabalho, durante as biopsias, ndo foram
observados efeitos adversos, o sangramento foi minimo e ocasional, e
gualquer desconforto pos-procedimento era imperceptivel (o animal continuava
se comportando normalmente), corroborando os dados descritos por Gonzalez
et al. (2005). Tanto as amostras de 1lcm? quanto as de 2-3cm?, causaram
hemorragias leves, que foram contidas facilmente com uso de compressao com
gaze. Porém, Espenes et al. (2006) ndo aconselham colher mais de duas
amostras por animal de cada vez, devido a eventual ocorréncia de hemorragia
leve.

Durante as colheitas, foi necessaria mais de uma tentativa para a
padronizacdo do local correto da bidpsia, indicando que, mesmo apresentando
vantagens em relacdo a bidpsia de terceira palpebra (principalmente a
possibilidade de repeticdo da técnica), a bidpsia retal precisa de treinamento
antes de ser executada. Segundo Espenes et al. (2006), o reto alberga grande
guantidade de foliculos linféides, os quais estdo presentes entre as pregas da
mucosa. Porém, na primeira colheita em 73,81% das amostras, nao foi possivel
a obtencdo de mais de trés foliculos, sendo que o nimero minimo para a
realizacdo da imunohistoquimica seria quatro a seis foliculos (GAVIER-WIDEN
et al. 2005), o que demonstra a necessidade de colher uma maior e mais
profunda quantidade de tecido. Leal (2009) encontrou 29 amostras
consideradas insuficientes entre 379 enviadas para analise. Porém, neste caso,
Leal (2009) considerou como numero suficiente a presenca de 3 foliculos.

Gonzalez et al. (2008a,b) reforcam que, apds treinamento, a técnica € rapida e
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simples de ser feita, ndo necessitando sedacéo e podendo ser repetida varias
vezes durante a vida do animal.

Outra andlise que deve ser feita sobre ao resultado negativo das
biépsias quanto & presenca da PrP°°, refere-se ao gendtipo dos animais
avaliados. Apesar de nado ter sido possivel estabelecer uma relacdo entre
susceptibilidade & infeccdo pela PrP*® e o polimorfismo do PRNP, pela
auséncia de animais positivos no rebanho avaliado, a genotipagem do rebanho
pode explicar em parte este resultado negativo. Sabe-se que alguns genoétipos
considerados menos susceptiveis ao scrapie, mesmo em um estagio clinico
mais avancado doenca, podem ndo apresentar acimulo da PrP>¢ no tecido
linféides (VAN KEULEN et al., 1996; ANDREOLETTI et al., 2000; MONLEON et
al., 2005). E o caso do genotipo ARR/ARQ, encontrados em 16,67% dos
animais do rebanho avaliado. Neste caso, somente a observacdo em longo
prazo e uma analise IHQ de tecido nervoso apds a morte dos animais poderia
confirmar a presenca do prion. Portanto, a vantagem da IHQ de tecidos
linféides poder detectar casos em fase pré-clinica do scrapie antes da PrP*® ser
detectada no SNC, nao é valida para todos os genétipos. Ainda que esta possa
ser uma limitacdo deste diagnostico in vivo, a possibilidade de diagnostico
precoce trazida pela IHQ de tecido linféide associado a mucosa reto-anal € um
importante avanco no controle do scrapie. Ressalta-se que qualquer resultado
positivo a prova de imunohistoquimica (IHQ) de amostras linféides torna o
animal positivo para scrapie, conforme a Instrucdo Normativa n°® 15 de 2008
(BRASIL, 2008) do MAPA.

Quanto a genotipagem para avaliar os polimorfismos do PRNP, optou-se
pela técnica de PCR-RFLP como uma alternativa por ndo se tratar de larga
escala. A técnica de PCR-RFLP utilizada neste trabalho também possibilita
diferenciar os cinco alelos comumente encontrados e também os 2 alelos raros
(AHR e VRR) descritos em ragcas como Suffolk e Texel (KUTZER et al., 2002;
LUHKEN et al., 2004). Na presenca destes dois alelos, ao utilizar metodologias
diferentes da descrita neste trabalho, alguns genétipos poderiam ser
identificados incorretamente. Por exemplo, ao se encontrar o resultado AAiss
HR154 QR171, poderia ser ARR/AHQ ou ARQ/AHR. A vantagem da PCR-RFLP
proposta € permitir a distingdo entre todos os gendtipos possiveis a partir da

identificagdo dos sete alelos. Além de ser eficiente, este método somente
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necessita de duas reacbes de PCR, seguida da clivagem pelas enzimas de
restricdo e eletroforese em gel de agarose. Usando esta metodologia, porém,
outros polimorfismos que podem ocorrer, mas que ainda ndo estdo associados
ao scrapie, poderiam passar despercebidos (LUHKEN et al., 2004).

Apesar dos muitos polimorfismos identificados do gene PrP, para o
scrapie classico, considera-se que os cédons 136, 154 e 171 sdo os Unicos
relacionados a maior resisténcia ou susceptibilidade ao scrapie, com cinco
alelos normalmente encontrados nos ovinos: ARR, ARQ, VRQ, AHQ, ARH
(BELT et al., 1995; DAWSON et al., 1998).

Na analise do presente trabalho, foram encontrados o0s genoétipos
ARQ/ARQ, ARR/ARQ e ARQ/VRQ, sendo o primeiro o mais frequente.
Sotomaior et al. (2008) também encontraram como 0s genoétipos mais
freqientes em ovinos no Estado do Parana, os genodtipos ARQ/ARQ e
ARR/ARQ. Kutzer et al. (2002) analisando 1108 ovinos de 33 ragas soO
encontraram como genoétipos comuns a todas as ragcas 0S genotipos
ARQ/ARQ; ARR/ARQ e ARR/ARR.

O alelo ARQ foi o mais freqiente nos animais avaliados. Muitos
trabalhos, com diferentes racas e em diferentes paises, também demonstram
gue o alelo ARQ ¢é o mais frequiente, como Molina et al. (2006) — raca Merino —
Espanha; Lan et al. (2006) — racas nativas — China; Hurtado et al. (2002) — raca
Latxa — Espanha; Sipos et al. (2002) — racas nativas — Austria; Acin et al.
(2004) — racas nativas — Espanha; e Gama et al. (2006) — racas nativas —
Portugal. Como este alelo € considerado o ancestral, estes dados seriam
esperados, principalmente em racas nativas, podendo indicar que, nestes
rebanhos, ndo houve uma selecéo intensa para novos polimorfismos do gene
PrP.

Ainda ha poucos dados de genotipagem para scrapie no Brasil (LIMA et
al., 2007; PACHECO et al., 2007; SOTOMAIOR et al., 2008; PASSOS et al.,
2008; IANELLA et al., 2011). Apesar de alguns deles incluirem dados de racas
brasileiras como a Santa Inés (LIMA et al., 2007; IANELLA et al., 2011) e
Morada Nova (PACHECO et al., 2007; IANELLA et al., 2011), somente Sotomaior
et al. (2008) apresentam dados de animais mesticos, como 0 que ocorre neste
trabalho. Nos dados de Sotomaior et al. (2008), os mesticos apresentaram,

juntamente com a raca Santa Inés, a maior variabilidade genética entre os animais
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avaliados, com presenca de quatro dos cinco alelos (ARR — 0,44; ARQ — 0,51;
VRQ - 0,04; e AHQ — 0,01) e os gendtipos mais frequentes foram o ARR/ARQ,
em 43% do rebanho, seguido pelo ARQ/ARQ em 25% e o0 ARR/ARR em 21%;
os gendtipos ARR/VRQ, ARQ/VRQ e ARQ/AHQ aparecem, cada um, em
menos de 5% das amostras.Esta variabilidade foi menor no presente trabalho,
sendo encontrados somente os alelos ARQ, ARR e VRQ. O menor nlimero de
mostras e o fato de se trabalhar com um Unico rebanho (alta grau de parentesco)
poderia explicar esta menor variabilidade.

Trabalhos demonstram a relacdo genétipo e resisténcia/susceptibilidade
ao scrapie; porém, muitos dados evidenciam as diferencas que ha entre racas
e rebanhos, deixando claro que os critérios para a selecdo nao
necessariamente podem e devem ser aplicados igualmente para ovinos de
diferentes racas, rebanhos ou paises (LUHKEN et al., 2004; ACIN et al., 2004).
Para as racas nativas brasileiras e para animais oriundos de cruzamentos de
diferentes racas, somente apO0s a constatacdo de rebanhos infectados e
associando-se a presenca ou ndo da PrP*° a determinados genétipos, poder-
se-ia afirmar que um genotipo € mais resistente ou susceptivel ao scrapie.
Sotomaior (2007) encontrou resultados diferentes quanto a susceptibilidade
(expressa pelos resultados positivos da presenca da PrPS® em amostras de
tecido linféide) dos animais mesticos portadores de alelo ARR.

No Brasil, atualmente, ndo existe qualquer proposta de programas de
controle genético do scrapie. O que existe € somente a Instrucdo Normativa n° 15
de 2008 (BRASIL, 2008), que trata dos “Procedimentos para a atuagdo em
caso de suspeita ou ocorréncia de paraplexia enzodtica dos ovinos (scrapie)”.
Esta instrucdo normativa determina as acbes em caso de suspeita e
confirmacao de diagndstico positivo para scrapie.

Caso se proponham estratégias de controle baseadas na relacdo entre
o polimorfismo do PRNP e a resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, €
necessario saber a estrutura populacional e o grau de variabilidade existente
nas diferentes racas, genotipando a populacdo, ou parte representativa dela
(IANELLA et al., 2011). Conhecer a relacéao genatipo-
resisténcia/susceptibilidade, por meio de estudos que possam analisar a
presenca da PrP°° nos diferentes genétipos, também é essencial para se

comecar qualquer programa de controle (SOTOMAIOR, 2007).
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Vale ressaltar, também, que qualquer programa de selecdo deve ser
conduzido de forma gradual, cominando a manutencdo de variabilidade
genética, adaptacao e producdo com a resisténcia a doengas (Sotomaior et al.,
2008).
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5 CONCLUSOES

N&o foi observada presenca de PrP*® na anélise imunohistoquimica de
amostras de tecido linféide associado a mucosa reto-anal de 42 ovelhas apés 5
anos da introducdo destes animais em propriedade onde houve casos de
scrapie.

Amostras 2 a 3cm? de tecido linféide, obtidas em bidpsias retais, foram
suficientes para as andlises de IHQ, porém houve necessidade de treinamento
prévio. Nao foram observadas intercorréncias relevantes durante a bidpsia,
como sangramentos persistentes ou dificuldades de acesso ao tecido.

Foram encontrados trés genotipos do PRNP nas 42 amostras
analisadas: ARQ/ARQ (73,81%), ARR/ARQ (16,67%) e ARQ/VRQ (9,52%).

No rebanho avaliado, ndo foi possivel estabelecer relacao entre genotipo
e susceptibilidade ao scrapie, em funcdo de ndo haver animais positivos para a

presenca da PrP>".
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CONSIDERACOES FINAIS

Os avangos conquistados com a possibilidade de diagnosticos mais
precoces da presenca da PrP>¢, associados & possibilidade de direcionamento
nos cruzamentos para aumentar a resisténcia dos animais, tem diminuido a
incidéncia do scrapie em alguns paises.

No Brasil, ainda que haja poucas notificacbes de scrapie, considera-se
gue a situacdo do controle de todas as encefalopatias espongiformes
transmissiveis é essencial para a comercializagdo dos produtos de origem
animal, tanto a partir de rebanhos de pequenos ruminantes, quanto de bovinos.

A possibilidade de implementacdo de programas de selecdo genética de
animais resistentes ao scrapie poderia ser uma importante ferramenta para
impedir a disseminagdo da doenca em rebanhos de ovinos e caprinos nas
diferentes regides do Brasil.

Este trabalho traz a perspectiva de ainda possibilitar um estudo de
associacdo entre diferentes genétipos e a presenca da PrP*¢, desde que o
rebanho continue a ser acompanhado com biopsias retais. Todos os estudos
gue auxiliem na compreensdo e entendimento das vias de infeccao,
disseminacdo e controle do scrapie sdo importantes para o desenvolvimento

desta area de pesquisa no Brasil.
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