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RESUMO GERAL

Scrapie € uma doenca que acomete ovinos e caprinos, sendo caracterizada pelo
acumulo de uma isoforma anormal (PrP°) da proteina pridnica celular (PrP®) no
Sistema Nervoso Central (SNC) e em tecidos linféides. A presenca da PrP°® também
em tecidos do Sistema Linforreticular (SLR) indica que esta forma patogénica pode ser
detectada em amostras de bidpsia de tonsila, terceira palpebra e mucosa retal. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a correta localizacdo e quantidade do tecido
linféide associado a mucosa retal para posterior diagnéstico ante mortem da doenca,
comparar a eficacia dos anticorpos monoclonais F99/97.6.1, F89/160.1.5 e P4 e os
anticorpos policlonais R486 e M52 na utilizacdo da técnica de imunohistoquimica (IHQ)
para diagnéstico de scrapie com amostras de tecido linfoide e sistema nervoso, além
de testar a técnica de Western Blot (WB) com o anticorpo M52 para identificacdo da
PrP® em encéfalo e tecido linféide. Foram colhidas amostras de mucosa retal de 56
ovinos e 32 caprinos em duas etapas. Na primeira, todos os animais foram submetidos
a colheitas no dia 0 e, para a segunda, os animais foram divididos em grupos e as
colheitas foram em datas diferentes: para ovinos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a primeira
colheita e, para caprinos, 14, 21 e 28 dias ap6s a primeira colheita. As amostras foram
submetidas as técnicas histologicas, para avaliacdo da correta localizacdo e
guantidade de foliculos linféides (FL) na mucosa retal. Para os experimentos de IHQ,
foram analisadas amostras positivas e negativas de cérebro e tonsila palatina de
ovinos, cedidas pelo Animal Health Veterinary Laboratory Agency (AHVLA), Reino
Unido, e, para WB, foram utilizadas amostras de encéfalo, bago, linfonodo, terceira
palpebra e mucosa retal de ovino. A leitura microscopica revelou que 86% das 176
amostras de mucosa retal, de ambas as espécies, foram colhidas no local adequado.
Na comparacao do numero de FL, dos mesmos animais, entre a primeira e segunda
colheita, houve diferenca significativa (p<0,05) somente entre os dias 0 e 7, para 0s
ovinos, e entre o grupo dos dias 0 e 28, para os caprinos. Comparando as duas
espécies, ndo houve diferenca significativa no nimero de FL em todas as datas
avaliadas (p>0,05). As analises IHQ utilizando anticorpos monoclonais e policlonais em
amostras positivas de cérebro confirmaram a deposicdo da PrP>¢ em neur6nios,
caracterizada por marcacdes de aspecto granular intraneural. Na amostra negativa de
cérebro, os anticorpos monoclonais ndo apresentaram marcacfes positivas, mas 0s
anticorpos policlonais apresentaram. Testando a amostra positiva de tonsila palatina
com os anticorpos monoclonais e policlonais, identificaram-se marcagdes positivas e,
com a amostra negativa, ndo se observaram marcacées com nenhum dos anticorpos,
porém o monoclonal P4 e os policlonais ocasionaram background. Na técnica de WB, o
anticorpo M52 foi capaz de reconhecer a PrP® presente em grande quantidade no
encéfalo de ovinos. Observou-se, também, uma marcagéo ténue no bago, porém, nas
amostras de 32 palpebra e linfonodo, nenhuma marcacéao foi observada. Na amostra de
mucosa retal, uma marcacdo com massa de aproximadamente 50 kDa foi observada.
Conclui-se com os experimentos de biopsia retal que é necesséaria a avaliacdo
histologica prévia de amostras de bidpsia retal, para verificacdo do numero de FL,
antes da realizacdo do diagnéstico por IHQ e que, apds 14 dias da colheita anterior, é
possivel submeter os animais ao mesmo procedimento, sem alteragdes significativas
no numero de FL. Os testes com diferentes anticorpos revelaram que a utilizagdo dos
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anticorpos policlonais é inviavel, pois o resultado da analise pode ser dado como falso
positivo. A utilizacdo do anticorpo M52 para identificacdo da PrP® em amostra de
encéfalo e baco, através da técnica de western blot, mostrou-se eficiente, mas em
tecidos do sistema linféide a PrP® ndo foi identificada.

Palavras-chave:Scrapie. Ovinos. Anticorpos. Foliculos Linfoides. Bidpsia retal.



ABSTRACT

Scrapie is a disease that affects sheep and goats, and that is characterized by the
accumulation of an abnormal isoform (PrP*°) of the celular prion protein (PrP) in the
central nervous system (CNS) and in lymphoid tissues. The presence of PrP*° in tissue
of the Lymphoreticular System (LRS) also suggests that it can be detected in samples
of tonsil, third eyelid and rectal mucosa biopsy. The objective of this study was to
evaluate the amount and exact location of lymphoid tissue associated with the rectal
mucosa to ante mortem disease diagnosis, to compare the efficacy of monoclonal
antibodies F89/160.1.5, F99/97.6.1 and P4 and polyclonal antibodies M52 and R486,
for the detecton of PrP*® in Ilymphoid and CNS tissue samples by
immunohistochemistry (IHC). In addition, the ability of M52 antibody for the identification
of PrP® by WB was also tested. Rectal mucosa samples were collected from 56 sheep
and 32 goats in two steps. In the first step, on day 0, all animals were tested and, for the
second step, the animals were divided into groups and each group was subjected to
collection on different dates: for sheep 7, 14, 21 and 28 days after the first one and, for
goats, on day 14, 21 and 28.The samples were subjected to histological techniques to
assess the number of lymphoid follicles (LF) and the correct location of samples. In
these experiments, IHC positive and negative control samples of brain and tonsil of
sheep were provided by the Animal Health and Veterinary Laboratories Agency
(AHVLA, UK). For WB, samples of brain, spleen, lymph node, third eyelid and rectal
mucosa of sheep were tested. From both sheep and goats, 86% of the 176 samples
were collected from the appropriate place. Comparing the number of LF of the same
animals between the first and second collections, there was a significant difference
(p<0.05) only between days 0 and 7 for sheep and days 0 and 28 for goats. There was
no significant difference in the number of FL assessed on all dates when comparing the
different species (p>0.05). The IHC examinations with monoclonal and polyclonal
antibodies confirmed granular deposition of PrP¢ in neurons of positive control tissues.
However, while monoclonal antibodies did not produce positive reactions in negative
controls, polyclonal antibodies gave some non-specific staining. Testing of positive
control tonsil samples with polyclonal and monoclonal antibodies identified positive
specific reactions, while negative control tissues were IHC negative with all antibodies,
although P4 and polyclonal antibodies produced some background staining. In WB,
antibody M52 was able to recognize PrP® present in large quantities in the brain of
sheep, and to a lesser extent in the spleen, while samples of third eyelid and lymph
node were negative. Samples of rectal mucosa gave a positive band of a mass of
approximately 50 kDa. These data demonstrate the importance of a histological
evaluating of the rectal biopsy samples, to check the number of FL, before performing
the diagnosis by immunohistochemistry, and that after 14 days from the previous
collection, animals can undergo the same procedure without significant changes in the
number of lymphoid follicles. Tests with different antibodies revealed that the use of
polyclonal antibodies is not advised because of false positive reactions. While antibody
M52 was able to identify PrP® in brain and spleen by WB, other lymphoid tissues were
negative.

Keywords: Scrapie. Sheep. Antibodies. Lymphoid follicles. Rectal biopsy.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As doengas pridnicas, também conhecidas como Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (EET), sdo desordens neurodegenerativas, progressivas e com longos
periodos de incubacao (Prusiner, 2004). Estas doencas sdo associadas ao acumulo da
isoforma anormal (PrP5%) da proteina pridnica celular (PrP€)no Sistema Nervoso Central
(SNC), e as lesdes histolégicas que compreendem vacuolizagdo, perda neural e
astrocitose (Jeffrey e Gonzélez, 2007). Neste grupo de doencas enquadram-se a
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) nos bovinos, Scrapie nos ovinos e caprinos,
a Doenca de Creutzfeldt-Jakob (DCJ) em humanos, entre outras (Prusiner, 1998).

Scrapie, também conhecido como Paraplexia Enzodtica ou Tremor Epizodtico, é
conhecido na Europa desde 1732 (Prusiner, 1982), sendo a primeira EET identificada
em animais. Tem sido relatado em diversos paises criadores de ovinos, exceto na
Australia e Nova Zelandia (Sargison, 1995; Dawson et al., 2008; OIE, 2009).

A doenca normalmente acomete ovinos de dois a cinco anos de idade (OIE,
2009) e o periodo de incubacao é bastante variavel, de um a sete anos (Espinosa et al.,
2004). Em condicdes naturais, a infeccéo pelo agente PrP° acontece pela via oral,
normalmente gquando ovinos e caprinos ingerem restos contaminados de membranas
fetais de outros animais, logo ap6s o parto (Andréoletti et al., 2000; Andréoletti et al.,
2002).

Os sinais clinicos do scrapie podem durar de duas semanas a seis meses e
muitas vezes comeg¢am com 0 comportamento incomum e extremas reagfes nervosas
a estimulos, como o contato humano (Dickinson, 1976). Em seguida, avancam para
prurido, falta de coordenacdo motora e condigéo fisica deficiente, com perda de peso
progressiva, apesar de o animal continuar se alimentando (Cockcroft e Clark, 2006;
OIE, 2009; Ollhoff e Sotomaior, 2011).

As técnicas de imunohistoquimica (IHQ) e western blot (WB) sdo metodologias
empregadas na deteccdo da PrP*°, sendo consideradas técnicas especificas, sensiveis

e confiaveis para o diagndstico do scrapie (Prusiner et al., 2004).A presenca da PrP>*



em cérebro de animais com scrapie é importante para confirmar o diagndstico clinico,
porém a presenca da PrP> no sistema linféide tem possibilitado o diagndstico ante
mortem da doenca. O actiimulo de PrP° em tecidos linfoides levou ao desenvolvimento
de procedimentos de biopsia para o diagnéstico de scrapie, utilizando tecidos
acessiveis, tais como amigdala (Jeffrey et al., 2001), terceira palpebra (O 'Rourke et al.,
1998) e mucosa retal (Gonzalez et al., 2008).

O scrapie em ovinos € uma doenca infecciosa, na qual a susceptibilidade
genética tem um papel importante. Polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171 do gene
da proteina pribénica celular (PRNP) influenciam no aparecimento da doenga (Goldmann
et al. 1990; Hunter et al., 1997). Alguns paises tém utilizado programas de selecao
genotipica para reduzir os casos da doenca clinica, devido ao importante papel que
susceptibilidade genética tem sobre a doenca.

No Brasil, a doenca foi introduzida pela importacdo, em 1978, de ovinos
Hampshire Down provenientes de rebanhos infectados da Inglaterra (Fernandes et al.,
1978), mas 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). O
scrapie é de notificacdo compulséria e sua suspeita ou ocorréncia devem ser
imediatamente informadas a autoridade de defesa sanitaria animal de quaisquer das
instancias. O diagndstico dos animais suspeitos € ralizado através da prova de IHQ em
amostras de tecido nervoso ou linféide, ou por meio de outras técnicas diagndsticas e
metodologias aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA (Brasil, 2008).

O objetivo desta dissertacdo € avaliar a correta localizacdo e quantidade do
tecido linféide associado a mucosa retal, obtida em biopsias retais, para posterior
diagnéstico ante mortem da presenca da PrP*¢. Objetiva-se, também, por meio da
utilizacdo da técnica de IHQ, com amostras de tecido linfoide e sistema nervoso,
comparar a eficacia dos anticorpos monoclonais F99/97.6.1, F89/160.1.5e P4, e os
anticorpos policlonais R486 e M52 para diagndstico de scrapie em ovinos e caprinos.
Por fim, testar a técnica de WB com o anticorpo M52 para identificagdo da presenca da

PrP® em encéfalo e tecido linféide.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRION

Prion é o termo que foi escolhido por Prusiner (1982) para descrever o agente de
natureza proteinacea e infecciosa, que se refere ao estado conformacional anormal
(PrP*%) da proteina priénica celular (PrP¢ ), causador de doencas. PrP® é uma
sialoglicoproteina, localizada na superficie da célula via ancora de glicosilfosfatidil-
inositol (GPI) (Prusiner et al.,1998) e possui 33-35 kDa (Hunter, 1997). E produto de um
anico gene denominado PRNP (Prusiner,1998), sendo constituida por
aproximadamente 250 aminoéacidos, que podem variar dependendo da espécie (Hunter,
1997).

PrP® é uma proteina expressa em diversos tecidos:

- no sistema nervoso central, com a quantidade variando de acordo com as diferentes
regides e com os subtipos celulares (Wecheselberger et al., 2002);

- em neurbnios, onde pode se acumular em membranas pré e pos sinapticas (Prusiner,
1998);

- no sistema imunoldgico, em 6rgdos como tonsila e baco (Wecheselberger et al.,
2002);

- também na medula éssea, sangue, em tecidos periféricos e, em menor quantidade, &
expressa no coracao, rins e figado (Wecheselberger et al., 2002).

PrP® possui diversas funcées fisiologicas, dentre elas a participacdo no
amadurecimento e formacéo dos prolongamentos dos neurdnios, protecédo contra morte
celular programada (apoptose), participacdo na formacdo da memoria, modulacédo da
resposta imune as inflamacdes e na protecdo das células do coracdo contra agressao
quimica (Linden et al., 2008). Demonstrou-se também que PrP® possui fungéo no
metabolismo do cobre, pois ligada a este metal tem um papel importante na protecao
celular aos danos causados por radicais livres (Wong et al., 1999).

A forma normal e a patogénica apresentam a mesma sequéncia primaria, sendo

que a conversdo de PrP® para PrP°° representa uma alteracdo exclusivamente



conformacional (Harris, 1999). PrP® é convertida em PrP°¢ através de um processo pelo
qual uma parte da a-helice é redobrada em B-folha. A PrP® possui 42% de a-hélice e
somente 3% de B-folha, enquanto a PrP>¢implica no aumento de estruturas B-folheadas
(43%) e reducao da conformacgao a-hélice (30%) (Pan et al., 1993) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura conformacional da proteina priénica
A) PrP com predominancia de a-hélice

B) PrP*° com predominancia de B-folha

Fonte: http://www.sussex.ac.uk/Users/ctf20/dphil 2005/Thesis/Chapterl/prions.htm

PrP%® quando em contato com PrP°® atua na conversdo da estrutura
conformacional da PrP® que, assim, exerce o papel de substrato na replicagéo da PrP>*
(Prusiner, 1982).A “Hipdétese do Prion” sugere que a forma patogénica é capaz de
induzir a mudanca conformacional da proteina celular normal para a forma Prps°
(McKintosh et al. 2003).

Segundo Hunter (1997), em ovinos, a proteina produzida pelo alelo ligado a
maior susceptibilidade ao scrapie (VRQ), pode ser convertida faciimente a PrP°, o que

resulta no rapido aparecimento da doengca. Em contraste, o alelo associado com a


http://www.sussex.ac.uk/Users/ctf20/dphil_2005/Thesis/Chapter1/prions.htm

maior resisténcia (ARR), pode produzir uma forma de PrP que ndo se converte ou faz
iISso com extrema dificuldade.

A forma patogénica possui caracteristicas diferentes da forma normal. A PrP¢é
uma proteina hidrofébica,com 27 a 30 kDa, constituida por uma Unica cadeia
polipeptidica de 250 aminoacidos (Hunter, 1997). A mudanga conformacional associada
a PrP*° confere resisténcia a digestdo por proteinase, sendo esta uma importante
diferenca entre PrP® e PrP>° (Heggebo et al., 2003). Além disso, PrP> é insoltvel em
detergentes (Caughey et al., 1991) e ndo pode ser inativada pelo uso de formaldeido,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), proteases (tripsina, pepsina), nucleases,
radiacdo ultravioleta e radiacdo ionizante (Espinosa et al., 2004). Segundo Johnson et
al. (2006), o ambiente, uma vez contaminado, pode permanecer pelo menos 3 anos
infectivo, pois existe uma forte interacdo do prion com o solo.

As EET podem ter trés mecanismos de origem: infeccioso, hereditario ou
espontaneo (Figura 2), e todos envolvem modificacées da PrP®. No caso do scrapie
classico, para o animal se infectar, ha a necessidade da infeccao via oral pela proteina
alterada, mesmo que os diferentes genotipos do animal possam interferir na velocidade
da conversdo da PrP® para PrP° (Stevens et al., 2009). No entanto, em casos de
scrapie atipico, acredita-se que este poderia ser resultado de mecanismos espontaneos
(Benestad et al., 2003).

Figura 2: A proteina modificada pode ter trés mecanismos de origem: infeccioso, hereditario ou
espontaneo e, a partir da presenca da forma anormal PrP*, outras formas de PrP° sido

convertidas, propagando a doenca.
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Fonte: adaptado de McKintosh et al. (2003).



2.2 PATOGENIA

Scrapie é definido pelo acimulo da PrP° no SNC e que também que pode ser
detectada em outros tecidos, tais como no sistema linforreticular (LRS) e variavelmente
em outros tecidos e fluidos corporais (OIE, 2009).

Em condi¢bes naturais, a infeccdo pelo agente do scrapie acontece apds uma
infeccdo via oral e, na fase precoce da doenca, ha deteccdo da PrP>° em tecidos
linféides da orofaringe (amigdalas) e intestino (placas de Peyer), assim como no baco e
em linfonodos de drenagem, sugerindo que a replicacdo priméria do agente infeccioso
ocorre nestes tecidos. A replicacdo no intestino e 6rgados linfides geralmente se
desenvolve por varios meses, até mesmo anos, antes de atingir o SNC (Andreoletti et
al., 2000).

A replicacdo secundaria ocorre no cérebro e na medula espinhal (Hadlow et al,
1982; Kimberlin, 1990). Em nivel celular, a replicacdo da PrP*® em tecidos linféides
correlaciona-se com a presenca de depésitos de PrPS¢ em macréfagos e células
dendriticas foliculares (Van Keulen et al., 1996). A infeccdo do SNC é caracterizada por

acumulo da PrP>® em astrécitos e neurénios (Van Keulen et al., 1995) (Figura3).

Figura 3: (A) Amostra de bidpsia de terceira palpebra de um ovino. Imunomarcacéo em foliculos linfoides
com actimulo de PrP®¢em linfécitos, macréfagos e células dendriticas com uma margem escura.
(B) Amostra de tronco cerebral com presenca de Prpse, Imunomarcacdo ao redor dos neurénios
(seta grande), das placas no neur6pilo (setas médias), e agregacdes em torno de células gliais

com nucleos hipercromaticos (setas pequenas).
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Fonte: (A) O'Rourke et al. (2002); (B) O’'Rourke et al. (1998)



Na fase clinica da doencga, Andreolétti et al. (2000)encontraram relacdo entre o
acumulo da PrP%° no sistema linféide com o genétipo do animal, ou seja, o genétipo do
hospedeiro tem importante papel na patogenia do prion. Foi detectada PrP>° tanto nos
tecidos linféides, quanto no SNC, para os animais VRQ/VRQ, enquanto nos ovinos
VRQ/ARR, a PrP*° foi encontrada apenas no SNC.

Anteriormente, fluidos corporais como sangue, fezes, urina, sémen e saliva eram
considerados como nao contagiosos (Detwiler e Baylis, 2003). Porém, recentemente,
dados de Maddison et al. (2010) demonstram que 0 agente infeccioso esta presente em
amostras de swab bucal de ovinos com genétipo VRQ/VRQ, durante estagio pré-clinico
do scrapie. Konold et al. (2008) e Maddison et al. (2009) indicam a presenca de PrP>*
no leite, durante as fases iniciais da progressédo da doenca, e questionaram um papel
para o leite, na transmissdo do agente infeccioso.Houston et al. (2008), em
experiéncias de transfusdo de sangue,observaram que 0 scrapie pode ser transmitido
entre ovelhas por transfusdo de sangue, utilizando-se volumes semelhantes aos

utilizados para transfusées em humanos.
2.3 SUSCEPTIBILIDADE GENETICA

O scrapie em ovinos € uma doenca infecciosa, na qual a susceptibilidade
genética tem um papel importante. Polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171 do gene
da proteina pribénica celular (PRNP) influenciam no aparecimento da doenca (Goldmann
et al. 1990; Hunter et al., 1997). No cédon 136, o aminoacido pode ser valina (V) ou
alanina (A); no codon 154, arginina (R) ou histidina (H); e, no cédon 171, arginina (R),
glutamina (Q) ou histidina (H) (Hunter, 2003). Entre as possiveis combinacdes dos
aminodacidos nestes trés principais cédons, apenas cinco (ARR, ARQ, ARH, AHQ, VRQ)
sdo normalmente encontrados em ovinos, cujos pareamentos em homozigose ou
heterozigose geram 15 gendtipos possiveis (Belt et al., 1995; Dawson et al., 1998).

Os gendtipos VRQ/VRQ e VRQ/ARQ séo associados com aumento da
susceptibilidade e também com actmulo de PrP*¢ na periferia de tecidos linféides
durante o periodo de incubacéo (Andreoletti et al., 2000). O alelo ARR esta associado a

resisténcia a doenca, porém Groschup et al. (2007) relataram casos comprovados de



animais ARR/ARR infectados. As demais combinacgfes alélicas apresentam diferentes
niveis de susceptibilidade (Dawson et al., 1998). A influéncia do gendtipo PrP na
resisténcia ou susceptibilidade ao scrapie pode variar entre rebanhos e racas de ovinos
(Dawson et al.,, 1998) e ainda depende da cepa do scrapie (Dawson et al., 1998;
Vaccari et al., 2009).

Alguns paises estdo utilizando programas de sele¢do genotipica para reduzir 0s
casos da doenca clinica. Segundo Roden et al. (2006), as estratégias se baseiam em
reduzir a frequéncia do alelo VRQ e aumentar a frequéncia do alelo ARR, associado ao

menor risco da doenca.
2.4 DIAGNOSTICO DO SCRAPIE CLASSICO

Na histopatologia, as alteracbes morfolégicas no SNC compreendem
principalmente vacuolizacdo de corpos celulares neuronais e do neurdpilo,
acompanhadas por uma gliose variavel e habitualmente pouco visivel (em particular,
uma reacdo astrocitica).As alteracbes espongiformes do neurdpilo sdo comumente
encontradas no scrapie classico, mas a distribuicdo neuroanatdémica da vacuoliza¢éo na
substancia cinzenta e a propor¢do da vacuolizacdo do neurépilo e intra-neuronal sédo
altamente varidaveis. Tipicamente, as lesdes tém uma distribuicdo bilateralmente
simétrica (Ersdal et al., 2003; OIE, 2009).

Existe uma consideravel variacdo no padrdo de distribuicdo da vacuolizacao e
outras alteracdes, mas as lesbes, pelo menos em scrapie classico, sdo geralmente
mais aparentes no tronco cerebral e frequentemente afetam o ndcleo dorsal do nervo
vago. A auséncia de lesdes ndo é a prova da auséncia do scrapie, que pode existir sem
sinais clinicos ou alteracdes morfolégicas detectaveis (OIE, 2009). Nestes casos, 0
diagnoéstico deve ser confirmado por métodos mais sensiveis, tais como IHQ e WB
(Gavier-Windeén et al., 2005), que sdo as técnicas mais confiaveis para demonstrar a
presenca da infecgéo por PrP%°.

A IHQ permite uma avaliagdo detalhada da localizacdo e das caracteristicas

morfolégicas do actmulo da PrP*® (Gonzalez et al., 2003). A técnica identifica a



presenca da PrP°¢ através da imunomarcacdo nas areas alvo e com os padrdes

caracteristicos (Figura 4).

Figura 4: Actimulo de PrP*® (vermelho) dentro de um ntcleo do tronco cerebral com lesdes
espongiformes, que consistem em espongiose do neurdpilo (ponta de setas pequena) e vacuolos

intraneuronais (ponta de seta grande). Imunomarcacao granular dentro do neurdpilo e em torno

da periferia de vacuolos intraneuronais (ponta de seta grande).
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Fonte: O'ROURKE et al. (1998)

As amostras utilizadas geralmente sao fixadas em formol e, apds, € utilizado um
pré-tratamento dos tecidos com &cido férmico e autoclavagem para desmascarar o
epitopo e remover a PrP® (Van Keulen et al., 1995). Alguns protocolos incluem também
a digestao por proteinase K. Uma vasta gama de anticorpos monoclonais e policlonais
pode ser utilizada e estd comercialmente disponivel. Alguns anticorpos podem ser
utilizados em diversas espécies, outros tém melhor desempenho em determinadas
espécies, e outros sao espécie especificos (Gavier Widén et al., 2005). A IHQ também
é eficaz para a analise de amostras de tecidos linféides e pode ser utilizada em estudos
de diagndstico ante mortem do scrapie em ovinos (Andréolleti et al., 2000; Van Keulen
et al., 1996).



O diagnéstico diferencial do scrapie deve ser feito com doencas que também
apresentam sinais como 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 gestacao,
poliencefalomalacea, envenenamento por chumbo, migragfes parasitarias no SNC,

abscessos cerebrais, Maedi-visna e deficiéncia de vitamina A (Espinosa et al., 2004).
2.4.1 DIAGNOSTICO ANTE MORTEM DO SCRAPIE

Em contraste com a EEB, a deteccdo do PrP>° em tecidos linféides permite o
diagnéstico ante mortem do scrapie. A PrP° pode se acumular nos tecidos linféides
antes de atingir o sistema nervoso e alguns autores tém proposto 0 uso desse tecido
para o diagnostico ante mortem e post mortem do scrapie (O'Rourke et al., 2000;
Espenes et al., 2006).

O diagnostico ante mortem do scrapie em ovinos foi inicialmente proposto com
amostras de biopsia de tonsila (Jeffrey et al., 2001) e terceira palpebra (O’Rourke et al.,
2000) (Figura 5). No entanto, devido as restricbes técnicas e metodoldgicas, incluindo
necessidade de pessoal especializado, anestesia geral ou local e o fato do tecido
linféide ndo se regenerar (O’Rourke et al., 2002), estes métodos ndo sdo aplicaveis

para testes em larga escala.

Figura 5 Membrana nictante de um ovino Suffolk. O tecido linféide é visualizado da area vermelha para a

rosa (seta inferior). Area submetida anteriormente a bidpsia de terceira palpebra (seta superior).
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Van Keulen et al. (1996) identificaram a presenca da PrP° por IHQ no baco,
tonsila palatina, linfonodo retrofaringeo e linfonodos mesentéricos, em 98% dos ovinos
com scrapie utilizados em seu estudo. No entanto, a PrP%° em tonsila palatina foi
identificada em maior percentagem de foliculos linféides, comparada com o baco e
linfonodos, sendo o tecido linféide mais adequado para diagndstico ante mortem(Van
Keulen et al., 1996; O’'Rourke et al., 2000).

A descricdo de uma grande area de foliculos linféides no intestino grosso dos
ovinos, o reto (Aleksandersen et al., 1991), possibilitou a utilizacdo da técnica de
biépsia retal, por meio de provas IHQ da presenca de PrP>%, para diagnéstico ante
mortemdo scrapie (Gonzalez et al. 2005; Espenes et al., 2006). Nesse tecido, os
foliculos sédo encontrados entre as pregas da mucosa, 2 - 3 cm anterior a linha retoanal
(Figura 6) (Aleksandersen et al., 1991).

Figura 6: Mucosa retal de ovino. A flecha indica o local correto para colheita de amostras de tecido

linféide associado a mucosa retal.

Fonte: Gonzalez et al. (2008)

O procedimento da bidpsia retal é simples e rapido, ndo necessita de
instrumentos especificos, sedacdo ou anestesia geral, e pode ser realizado varias
vezes, sem efeitos prejudiciais ao animal. Colher duas amostras de um mesmo animal
ou avaliar vérias secdes da mesma amostra aumenta o numero de foliculos

disponiveis(Gonzéalez et al., 2008); porém, segundo Espenes et al. (2006), ndo é
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aconselhavel a colheita de mais de duas amostras por vez de cada animal, pois pode
ocorrer leve hemorragia.

Resultados negativos para o tecido linféide ndo garantem que ovinos e caprinos
estejam livres do scrapie (Gonzalez et al., 2008). Ovinos que apresentam genotipos
menos suscetiveis podem estar em um estagio clinico mais avancado da doenca,
porém ndo apresentar acimulo da PrP>° nos tecidos linféides (Van Keulen et al., 1996;
Monleon et al., 2005).

A colheita de uma quantidade suficiente de tecido também é uma dificuldade
encontrada nas bidpsias de tecidos linféides. A primeira distribuicdo da PrP>° no tecido
linféide ndo € homogénea; portanto, deve-se considerar, segundo Gavier-Widen et al.
(2005) um nuamero minimo de quatro a seis foliculos com centro germinal a ser
examinado na IHQ, para se considerar um diagndéstico confiavel. Leal et al. (2012)
descrevem a necessidade de um niumero minimo de trés foliculos linféides.

A transmissdo da PrP°° através de experimentos de transfusdo (Houston et
al.,2008) deveria, teoricamente, favorecer a deteccéo do scrapie em animais infectados,
antes que o0s sinais clinicos aparecessem, mas 0 sucesso a este respeito tem sido
limitado (Gonzélez et al., 2008). Varios métodos de diagnéstico estdo sendo
desenvolvidos e avaliados quanto a sua deteccdo em amostras de sangue (Brown,
2005). No entanto, nenhum deles atingiu uma fase adequada para a sua validacao em

amostras de hospedeiros naturais (Gonzalez et al., 2008).
2.4.2 SCRAPIE ATIPICO

Um novo tipo de scrapie, denominado Nor98, foi descrito na Noruega em 1998,
onde cinco casos de scrapie com caracteristicas incomuns foram diagnosticados
(Benestad et al., 2003). S&do muitas as diferencas entre 0s casos atipicos designados
Nor98 e os casos classicos, que incluem diferencas na distribuicdo neuroanatdmica das
lesdes histopatoldgicas e da PrP*¢ no encéfalo e no padrdo de deposicao da Prpse
(Rodriguez-Martinez et al., 2010). O Nor98 geralmente ocorre em ovelhas mais velhas,
desde os cinco até mais de 10 anos de idade, enquanto o scrapie classico normalmente

afeta ovelhas de trés a cinco anos (Luhken et al., 2007).
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Benestad et al. (2003) observaram que os ovinos afetados pelo scrapie atipico
apresentavam sinais neurolégicos de ataxia, e 0s genotipos do gene PRNP
encontrados eram homozigotos AHQ/AHQ ou heterozigostos AHQ/ARQ que raramente
sdo associados com scrapie. O exame histopatoldgico revelou vacuolizacdo do
neuropilo, essencialmente nos cortices cerebral e cerebelar; a vacuolizagdo foi menos
proeminente no tronco cerebral, e ndo foram observadas les6es no 6bex. Os depdsitos
de PrP>° eram principalmente no cértex do cerebelo e cérebro. Testes de IHQ e ELISA
demonstraram que PrP*® n&o estava presente em tecidos linfoides. A distincéo entre os
dois tipos se baseia nestas caracteristicas e é confirmada pela observagdo do perfil
eletroforético do Nor 98 no WB, caracterizado por uma rapida migracao de uma banda
de aproximadamente 12 KDa (Benestad et al., 2003).

Os casos do Nor98 também apresentam menos PrP*¢ resistente a proteinase K
no tecido encefalico, que os casos de scrapie classico. Caracteristica que poderia
explicar, pelo menos parcialmente, porque alguns testes rapidos apresentam problemas
em detectar a maioria dos casos de Nor98 (Benestad et al., 2006).

A presenca esporadica de casos Unicos de scrapie atipico nos rebanhos, sem
prévio contato, levou a especulacao de que estes casos atipicos, apesar do scrapie ser
considerado como uma doenca infecciosa, pudessem ser espontaneos, como acontece

na DCJ esporadica em humanos (Benestad et al., 2003; Néremark, 2006).

2.4.3 TESTES RAPIDOS

Desde 2002, os testes rapidos séo utilizados para a vigilancia ativa do scrapie
nos rebanhos de ovinos dos paises membros da Unido Europeia (UE). Estes testes
foram aprovados pela Comissdo Europeia e incluem o teste de ELISA bem como um
ensaio rapido de WB. De acordo com a legislacdo da UE (EU, 2001), os testes rapidos
Sao apenas para o rastreamento. As amostras, de animais saudaveis com mais de 18
meses, sdo coletadas e submetidas aos testes rapidos e, no caso de um resultado
reativo, a amostra deve ser examinada no laboratorio nacional de referéncia, utilizando
um dos métodos de confirmacédo aprovados pela OIE que sdo WB e IHQ (European
Comission, 2010).
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Nos Estados Unidos, também se utiliza o Sistema de Vigilancia Ativa, que foi

criado em abril de 2003, dentro do Programa de Controle de Scrapie (APHIS, 2005).

2.4.4 DIAGNOSTICO NO BRASIL

O primeiro relato de scrapie, no Brasil, foi em 1978 em um ovino Hampshire

Down, importado da Inglaterra (Fernandes et al., 1978) e, em 2003, houve a ocorréncia

do primeiro caso autéctone (Pohl de Souza et al. 2005); desde entédo, diversos casos

tem sido relatados(Tabela 1)

TABELA 1: Casos de scrapie ocorridos no Brasil desde o primeiro relato em 1978, segundo a raga

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: Sotomaior et al. (2012). * Primeira notificacdo 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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No Brasil, ndo ha vigilancia ativa para scrapie, apenas “Procedimentos para a
Atuacdo em Caso de Suspeita ou Ocorréncia de Paraplexia Enzodtica dos Ovinos”,
descritos na Instrucdo Normativa n°® 15, de 02 de abril de 2008 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2008). Segundo esta Instrucéo
Normativa, o scrapie é de notificacdo compulsdéria e sua suspeita ou ocorréncia devem
ser imediatamente informadas a autoridade de defesa sanitaria animal. S&o
considerados animais com suspeita clinica de scrapie, 0s ovinos e caprinos, maiores de
12 (doze) meses de idade, que apresentam ou apresentaram sinais clinicos nervosos
tais como mudangas no comportamento, na locomogdo e na postura, com
apresentacao isolada ou conjunta, persistentes por mais de 15 (quinze) dias. E sao
considerados animais com diagnostico positivo para scrapie, 0S 0vinos e caprinos com
resultado positivo a prova de IHQ em amostras de tecido nervoso ou linféide, ou por

meio de outras técnicas diagndsticas e metodologias aprovadas pelo MAPA.

15



CAPITULO 3

BIOPSIA RETAL EM OVINOS E CAPRINOS: NUMERO DE FOLICULOS LINFOIDES
EM DUAS COLHEITAS CONSECUTIVAS (Rectal biopsy in sheep and goats: number of

lymphoid follicles in two consecutive collections)

RESUMO

Scrapie é uma doencga neurodegenerativa, progressiva e fatal, que acomete ovinos e
caprinos. E definida pelo acimulo de uma isoforma anormal (PrP>°) da proteina pridnica
celular (PrP®) no Sistema Nervoso Central (SNC) e em tecidos linféides. A presenca da
PrP*® também em tecidos do Sistema Linforreticular (SLR) sugere que esta forma
patogénica pode ser detectada em amostras de bidpsia da mucosa retal. O presente
estudo teve o objetivo de avaliar a correta localizacdo e quantidade do tecido linféide
associado a mucosa retal, em ovinos e caprinos, e a possibilidade de realizar duas
colheitas consecutivas em diferentes intervalos de tempo, utilizando a técnica de
biopsia retal. Foram colhidas amostras de mucosa retal de 56 ovinos e 32 caprinos em
duas etapas. Na primeira, todos os animais foram submetidos a colheitas no dia O e,
para a segunda, os animais foram divididos em grupos e as colheitas foram em datas
diferentes: para ovinos 7, 14, 21 e 28 dias apds a primeira colheita e, para caprinos, 14,
21 e 28 dias apos a primeira colheita. As amostras foram armazenadas em formol 10%
e posteriormente submetidas as técnicas histologicas, para avaliacdo da correta
localizacdo e quantidade de foliculos linféides (FL) na mucosa retal. A leitura
microscopica revelou que 86% das 176 amostras, de ambas as espécies, foram
colhidas no local adequado. Em 51,78% das amostras de ovinos, colhidas no dia O,
havia a presenca de trés ou mais FL (23 FL) e, para caprinos, em 50%. Na segunda
colheita, 41% das amostras de ovinos possuiam 23 FL e, para caprinos, 31,25%. Na
comparacdo do numero de FL, dos mesmos animais, entre a primeira e segunda
colheita, houve diferenca significativa (p<0,05) somente entre os dias 0 e 7, para 0s
ovinos, e entre o grupo dos dias 0 e 28, para os caprinos. Comparando as duas
espécies, ndo houve diferenca significativa no nimero de FL em todas as datas
avaliadas (p>0,05). Conclui-se que € necessaria a avaliacdo histologica prévia de
amostras de bidpsia retal, para verificacdo do numero de FL, antes da realizacdo do
diagnéstico por imunohistoquimica e que, apés 14 dias da colheita anterior, é possivel
submeter os animais ao mesmo procedimento, sem alteragdes significativas no nimero
de FL.

Palavras-chave: Scrapie, bidpsia retal, foliculos linfoides, mucosa retal associada ao
tecido linfoide, pequenos ruminantes.
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ABSTRACT

Scrapie is a neurodegenerative, progressive and fatal disease that affects sheep and
goats. It is characterized by the accumulation of an abnormal isoform (PrP>%) of the
cellular prion protein (PrP%) in the central nervous system (CNS) and in lymphoid
tissues. The presence of PrP*¢ also in tissue of the lymphoreticular system (LRS)
suggests that it can be detected in samples of rectal mucosa biopsy of sheep and goats.
The objective of this work was to evaluate the amount and exact location of lymphoid
tissue associated with the rectal mucosa and the possibility to collect samples over short
time intervals using rectal mucosa biopsy of sheep and goats. Rectal mucosa samples
were collected from 56 sheep and 32 goats in two steps. In the first step, on day O, all
animals were tested and, for the second step, the animals were divided into groups and
each group was subjected to collection on different dates: for sheep 7, 14, 21 and 28
days after the first one and, for goats, on day 14, 21 and 28. The samples were fixed in
10% formalin and subsequently subjected to histological techniques to assess the
number of lymphoid follicles (LF) and the correct location of samples. From both sheep
and goats, 86% of the 176 samples were collected from the appropriate place. On day
0, 51.78% of the sheep and 50% of the goat samples showed the presence of three or
more LF (=3 LF). In the second collection, 41% of the sheep samples showed = 3LF and
the goats, 31.25%. Comparing the number of LF of the same animals between the first
and second collections, there was a significant difference (p<0.05) only between days O
and 7 for sheep and days 0 and 28 for goats. There was no significant difference in the
number of FL assessed on all dates when comparing the different species, sheep and
goats (p>0.05). These data demonstrate the importance of a histological evaluating of
the rectal biopsy samples, to check the number of FL, before performing the diagnosis
by immunohistochemistry, and that after 14 days from the previous collection, animals
can undergo the same procedure without significant changes in the number of lymphoid
follicles.

Keywords: Scrapie, rectal biopsy, lymphoid follicles, recto-anal mucosa associated
lymphoid tissue, small ruminants.
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3.1 INTRODUCAO

As Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (ETT), ou doencas pridnicas,
sdo desordens neuroldgicas, progressivas e fatais, que afetam animais e humanos.
Essas doencas sdo associadas ao acumulo anormal da proteina pridnica alterada no
Sistema Nervoso Central (SNC) e a lesBes histologicas que compreendem
vacuolizacdo, perda neural e astrocitose (Jeffrey e Gonzalez 2007). Neste grupo de
doencas enquadram-se a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), Scrapie, Doenca
de Creutzfeldt-Jakob (DCJ), entre outras (Prusiner, 1995).

Segundo Detwiler e Baylis (2003), scrapie tem sido relatado em diversos paises
do mundo e afeta muitas regides produtoras de ovinos. E uma doenca endémica em
varios paises da Europa, Canada e Estados Unidos, porém a Australia e Nova Zelandia
sao consideradas livres da doenca (Detwiler e Baylis, 2003; Dawson et al., 2008; OIE,
2009). Scrapie é definido pelo acimulo de uma isoforma anormal (PrP%%) da proteina
pridnica celular (PrP®) ndo apenas no SNC, mas também no sistema linforreticular
(SLR) e, variavelmente, em outros tecidos e fluidos corporais (Jeffrey e Gonzalez,
2007).

O acimulo da PrP* em tecidos linféides levou ao desenvolvimento de
procedimentos de bidpsia, utilizando tecidos acessiveis, tais como a tonsila (Jeffrey et
al.,, 2001) e terceira palpebra (O 'Rourke et al., 1998), associada a técnica de
imunohistoquimica (IHQ), para o diagndéstico ante mortem de scrapie em ovinos. A
descricdo da presenca de uma grande area de foliculos linféides no reto de ovinos
(Aleksandersen et al., 1991), tornou a técnica de bidpsia retal uma nova possibilidade
de diagndstico ante mortem do scrapie. Amostras da mucosa retal tem sido colhidas e
analisadas por meio de provas de IHQ para avaliar a presenca de PrP*¢ no tecido
linféide associado a mucosa retoanal (RAMALT, do inglés Recto-Anal Mucosa
Associated Lymphoid Tissue) (Gonzélez et al., 2005; Espenes et al., 2006).

No Brasil, o primeiro relato de scrapie foi em 1978 em um ovino Hampshire
Down, importado da Inglaterra (Fernandes et al., 1978). Segundo a OIE, de 2008 a
2011, foram 22 animais sacrificados, no pais, em surtos de scrapie

(http://web.oie.int/wahis/public.php). Desde 2008, o diagnostico para scrapie € feito por
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meio da técnica de IHQ a partir de amostras de sistema nervoso central e tecidos
linféides (Brasil, 2008). Porém, no caso de tecidos linféides associados a mucosa retal,
pode haver a necessidade de novas colheitas em curtos intervalos de tempo devido a
insuficiéncia de tecido para o diagnéstico da doenca que, segundo Leal et al. (2012),
deve ser de no minimo trés foliculos linféides (FL).

O presente estudo tem como objetivo avaliar, em ovinos e caprinos, a correta
localizac&o e quantidade do tecido linféide associado a mucosa retal, obtido por meio
da técnica de biopsia retal, e a possibilidade de realizar duas colheitas consecutivas em

diferentes intervalos de tempo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Selegao dos animais e colheita de amostras

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso em Animais (CEUA) da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) sob numero 452. Foram
selecionados 88 animais do rebanho da Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) da
PUCPR, sendo 56 ovinos e 32 caprinos. Amostras de tecido linféide associado a
mucosa retal foram colhidas, por meio de bidpsia retal, em duas etapas para cada
espécie. Na primeira etapa para ovinos (dia 0), foram colhidas amostras dos 56 animais
selecionados. Para a segunda etapa, os animais foram divididos em quatro grupos,
cada um com 14 animais. As colheitas da segunda etapa foram realizadas 7, 14, 21 e
28 dias apds a primeira colheita. Para caprinos, a primeira colheita (dia 0) foi realizada
nos 32 animais e, na segunda etapa, os caprinos foram divididos em trés grupos (dois
grupos com 10 animais e um com 12 animais) e as colheitas foram realizadas nos dias
14, 21 e 28 apos a primeira colheita. Para ambas as espécies, as duas colheitas foram
realizadas com o intuito de avaliar a correta localizacao do tecido linféide e o nimero de
FL presentes nas amostras. A segunda colheita teve o objetivo adicional de avaliar se é
possivel colher amostras do mesmo animal em curtos intervalos de tempo.

Para as colheitas, realizadas segundo Gonzalez et al. (2008), os animais foram

submetidos a contengéo fisica e anestesiados localmente com pomada de xilocaina

19



2%. Um espéculo especial (RAMALT Biopsy Rectal Speculum - Veterinary
Instrumentation), individual, vazado na parte inferior foi introduzido no reto dos animais
para melhor obtencdo de amostras e menor agressao ao 6rgao (Figura 7). Assim que
localizada a area para colheita, situada aproximadamente 1cm da juncdo mucocutanea,
uma amostra de mucosa retal foi colhida com auxilio de pinga e tesoura. As amostras
foram identificadas e conservadas em formol 10% até serem submetidas as técnicas

histoldgicas.

Figura 7: Area correta para colheita de mucosa retal (flecha) de ovino (A) e caprino (B) submetidos a

técnica de bidpsia retal.

3.2.2 Técnicas histoldgicas

Para a confeccdo das laminas histolégicas, os fragmentos de tecido colhidos
foram submetidos as técnicas de rotina: neutralizagdo (em alcool amoénia por 1 hora),
desidratacédo (em 5 é&lcoois, 1 hora em cada), diafanizacéo (em 3 fases de xilol, 1 hora
em cada), permanéncia em parafina derretida a 56°C por 6 horas, inclusdo em bloco de
parafina, corte com micrétomo, fixacdo em laminas e coloracéo.

Com as amostras da primeira e segunda colheitas, foram confeccionadas
laminas coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), utilizadas para identificar a presenca
de tecido linféide associado a mucosa. Amostras contendo a lamina prépria, estrutura
da mucosa onde se encontram os FL, foram classificadas como colhidas do local
adequado, independentemente da presenca de FL, e as demais, como colhidas de local
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inadequado. A coloracdo HE também foi utilizada para avaliar a presencga e quantificar
os FL nas amostras, classificando-as em amostras com quantidade de FL igual ou
maior que trés (=3 FL), e as amostras com menos de trés FL (<3 FL). Segundo Leal et
al. (2012), trés é o numero minimo de FL em amostras de mucosa retal para posterior
realizacdo de IHQ para diagnostico de scrapie. Apds a classificacdo das amostras e
identificagdo dos FL, também se tabulou a quantidade de FL encontrada e a correta
localizacdo dos mesmos de acordo com a idade dos animais.

Com as amostras de segunda colheita, a coloracdo de HE foi utilizada para
identificar a presenca de reacgao inflamatoria e reepitelizagéo, indicios comuns a areas
gue sofreram les&o anterior, o que indica que a amostra foi colhida do mesmo local ou
local préximo a primeira colheita. Além da lamina de HE, com as amostras de segunda
colheita, outra lamina de cada amostra foi confeccionada e corada com Mallory, para
visualizar se havia presenca de tecido de granulacdo, que é indicativo de processo de
cicatrizacdo da area lesionada, ou seja, também indicaria que a segunda amostra foi

colhida da mesma area ou area proxima a primeira colheita.

3.2.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo método de qui-quadrado (x2) (utilizando o
software Statgraphics plus for Windows) para avaliar a correta localizacdo do tecido
linféide (utilizando a corre¢do de Yates), comparar a quantidade de FL entre a primeira
e segunda colheita de cada animal, a quantidade de FL entre as diferentes datas da
segunda colheita, quantidade de FL encontrados em ovinos e caprinos nos dias 0, 14,
21 e 28, avaliando se houve influéncia da espécie, além de analisar se a idade dos
animais influenciou na adequacédo das amostras. A HO foi que o nimero de FL fosse
igual para todas as comparacbes e a H1 que o numero de FL tenha variado
significativamente, considerando nivel de significancia de 5%. Para os achados
microscopicos de reacdo inflamatéria, reepitelizacdo e tecido de granulagdo, foi

realizada anéalise descritiva.
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Localizacao correta do tecido linfoide

Quanto ao local correto de colheita das biopsias, do total de 176 amostras, 151
(85,8%) foram colhidas do local adequado e 25 (14,2%) de local inadequado (Figura 8).
Considerando as 56 amostras colhidas de ovinos na primeira colheita, 51 (91%) foram
colhidas do local adequado e, para caprinos, das 32 amostras, 31 (96,9%) estavam
adequadas. Na segunda colheita, 39 (69,6%) amostras de ovinos foram colhidas do
local adequado e, para caprinos, 30 (93,7%) amostras. Para ovinos houve diferenca
significativa entre a quantidade de colheitas adequadas e ndo adequadas na 12 e 22

colheita (p=0,01); para caprinos, ndao houve diferenca significativa (p>0,05).

Figura 8: Cortes histologicos, corados com Hematoxilina-eosina (HE), de amostras de bidpsia retal de
ovinos. (A) Amostra inadequada, presenca de epitélio pavimentoso estratificado (flechas)
caracteristico do canal anal, obj. 10x. (B) Amostra adequada, contendo mucosaesubmucosa

(flechas), com presenca de foliculo linféide (ponta de flecha),obj. 10x.

k|

3.3.2 Numero de foliculos linféides

Para ovinos, o numero de FL encontrados variou de 0 a 15, sendo que na

primeira colheita, em 29 (51,78%) das 56 amostras foram observados =3 FL e,
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considerando todos os grupos da segunda colheita, em 23 (41%) amostras havia a
presenca de =3 FL. Na figura 9, é possivel visualizar a porcentagem de amostras que
continham 0, 1 a 2, 3 a 10 e >10 FL para os diferentes dias de colheita.

Figura 9: Porcentagem de amostras de mucosa retal de ovinos, obtidas por meio de bidpsia retal,

segundo o numero de foliculos linféides (FL) e dias de colheita.
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A tabela 2 mostra a comparac¢do do numero de FL, entre a primeira e segunda
colheita para os animais de cada grupo (0-7, 0-14, 0-21 e 0-28). Houve diferenca
significativa no niamero de FL entre os dias 0 e 7, com maior porcentagem de amostras
com =3 FL, no dia 0 do que no dia 7 (57,17% x 21,43%). Entre os dias 0-14, 0-21 e 0-28
nao houve diferenca significativa entre o nimero de FL. Entre os dias 7 e 14, 7 e 21, 14

e 21, e 21 e 28, também néo houve diferenca significativa no nimero de FL entre as
colheitas realizadas.
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TABELA 2: Comparagédo entre a porcentagem de amostras de mucosa retal de ovinos que apresentaram

numero =3 de foliculos linféides (FL), e os valores de x” calculado e x° tabelado na primeira e
segunda colheitas.

N° animais Data da colheita % amostras = 3 FL x“c Xt
12 22 12colheita  23colheita

14 0 7 57,14 21,43 7,75* 3,84

14 0 14 42,86 28,57 0,62 3,84

14 0 21 57,14 42,86 0,57 3,84

14 0 28 50,00 71,43 1,35 3,84

O grau de liberdade para todas as analises foi igual a 1 e o valor de a 95%.
* houve significancia entre o nimero de foliculos linfoides
x?c : x* calculado

Xt : x* tabelado

O numero de FL, para caprinos, variou de 0 a 35, sendo que das 32 amostras na
primeira colheita, 16 (50%) continham numero de FL =3 e, na segunda colheita, 10

(31,25%). A porcentagem de amostras que continham 0, 1 a 2, 3 a 10 e acima de 10 FL
pode ser observada na figura 10.

Figura 10: Porcentagem de amostras de mucosa retal de caprinos, obtidas por meio de bidpsia retal,
segundo o numero de foliculos linfoides (FL) e dias de colheita.
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Para caprinos, na comparacdo do numero de FL entre as colheitas, ndo houve

diferenca significativa entre os dias 0-14 e 0-21. Entre os dias 0-28 houve diferenga

significativa, sendo que no dia 0 a porcentagem de amostras de mucosa retal com =3
FL, dos 12 animais, foi maior que no dia 28 (58,33% x 16,66%) (Tabela 3). Nao houve

diferenca significativa no nimero de FL entre as diferentes datas da segunda colheita.

Tabela 3: Comparacéo entre a porcentagem de amostras de mucosa retal de caprinos que apresentaram

numero =3 de foliculos linféides (FL), e os valores de x” calculado e x° tabelado na primeira e

segunda colheita.

N° animais Data da colheita % amostras 2 3 FL X c Xt
12 A 13colheita 22colheita

10 0 14 30,00 30,00 0,00 3,84

10 0 21 60,00 50,00 0,20 3,84

12 0 28 58,33 16,66 4,44* 3,84

O grau de liberdade para todas as analises foi igual a 1 € o valor de a 95%.
* houve significAncia entre o numero de foliculos linféides.
x%c 1 x* calculado

x°t : x* tabelado

Comparando as duas espécies, ovinos e caprinos, ndo houve diferenca

significativa entre o numero de FL encontrados nos dias 0, 14, 21 e 28 (Tabela 4).

TABELA 4: Comparacao entre a porcentagem de amostras de mucosa retal de ovinos e caprinos que

apresentaram numero =3 de foliculos linféides (FL) e os valores de x? calculado e x? tabelado

Dias % amostras = 3 FL x¥c Xt
Ovino Caprino
0 51,79 50,00 0,03 3,84
14 28,57 30,00 0,62 7,81
21 42,86 50,00 0,77 7,81
28 71,43 16,66 5,79 7,81

O grau de liberdade para todas as analises foi igual a 1 e o valor de a 95%.
x? c: x* calculado

x? t: x* tabelado
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3.3.3 Influéncia da idade na adequacao da amostra

Analisando apenas as amostras colhidas do local adequado na primeira colheita,
51 amostras de ovinos e 31 de caprinos, e comparando com a idade dos animais,
observou-se que a idade néo influenciou significativamente na correta localizacdo das

amostras colhidas para ovinos (p>0,05) e caprinos (p>0,05), como mostra a tabela 5.

TABELA 5: Numero e porcentagem dos 51 ovinos e dos 31 caprinos, com amostras colhidas do local

adequado, primeira colheita, segundo as idades: 1 a 2 anos, 3 a 4 anos e com > de 4 anos.

Idade N° ovinos % ovinos N° caprinos % caprinos
1a2anos 20 39,22% 12 38,71%
3 a4 anos 16 31,37% 9 29,03%
> 4 anos 15 29,41% 10 32,26%
TOTAL 51 100% 31 100%

Ao comparar-se as amostras adequadas contendo 23 FL com a idade dos
animais, observou-se que a porcentagem de amostras com =3 FL foi superior para
animais com idade entre 1 e 2 anos (Figura 11). Das 40 amostras de ovinos (2 colheitas
de 20 animais) entre um e dois anos, 82,5% apresentaram 23 FL e, para caprinos,
foram 70,83% das 24 amostras (12 animais). Ja a quantidade de amostras dos animais
com idade superior a quatro anos, que apresentaram =3 FL, foi inferior, sendo para
ovinos 40% de 30 amostras (15 animais) e para caprinos 20% de 20 amostras (10
animais). A analise estatistica mostrou que houve influéncia significativa da idade sobre

a quantidade de FL (p<0,01), em ambas as espécies.
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FIGURA 11: Quantidade de amostras, primeira e segunda colheita, que apresentaram =3FL, segundo a

idade dos animais. (A) ovinos (B) caprinos.
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3.3.4 Amostras com indicios de colheita anterior

Nas amostras de segunda colheita, para ovinos, 25 (44,64%) apresentaram

indicios de colheita proxima ou no local da colheita anterior, e para caprinos, em quatro

(12,5%) amostras (Tabela 6). Destas amostras, em ovinos, oito (32%) apresentaram =3

FL e, em caprinos, uma (25%).

TABELA 6: Niumero de amostras de mucosa retal que apresentaram indicios de colheita anterior, nos

dias de colheita: 7, 14, 21 e 28, para ovinos, e nos dias 14, 21 e 28, para caprinos.

DIA7 DIA 14 DIA 21 DIA 28
Reacéo inflamatéria 4 3 1 0
Ovino Tecido de granulacédo 0 1 0 2
Reacéo inflamatéria + Tecido de granulagdo 4 2 3 2
Reepitelizagéo 0 0 3 0
Reacdao inflamatoria 2 0 0
Caprino Tecido de granulac¢éo 0 0 0
Reacéo inflamatéria + Tecido de granulacao 2 0 0
Reepitelizacéo 0 0 0
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3.4 DISCUSSAO

Como o longo periodo de incubacéo dificulta o controle do scrapie, as técnicas
de diagndstico ante mortem, como € o caso da técnica de biopsia retal associada a
imunohistoquimica, tornam-se cada vez mais importantes. Segundo O'Rourke et al.
(2000), a deteccdo da PrP°® no tecido linféide pode ser feita meses ou anos antes do
desenvolvimento da doenca clinica. No Brasil, desde 2008, o diagndstico ante mortem
passou a ser possivel, em casos de surtos, para testar os animais suspeitos (Brasil,
2008).

Apesar da biopsia da terceira pélpebra ter sido o primeiro passo para o
diagnéstico pré-clinico, ndo invasivo, em ovinos (O Rourke et al., 2000), nesta area a
quantidade tecido linféide é pouca e o tecido nao se regenera (O’'Rourke et al., 2002).
Desta forma, além da técnica de bidpsia retal ser mais simples de executar, tem como
vantagem a obtencdo de um maior nimero de FL (Gonzalez et al., 2008). E também
possibilita submeter os animais a novas colheitas, o que ocorre caso a quantidade de
FL seja insuficiente na amostra inicial, o diagnéstico seja inconclusivo, ou haja a
necessidade de acompanhamento de rebanhos onde houve surto ou ainda os animais
entrem em contato com outros suspeitos ou positivos.

Durante as bidpsias retais realizadas neste experimento, ndo foram observados
efeitos adversos, o sangramento foi minimo e ocasional, e o desconforto pos-
procedimento imperceptivel (pois 0s animais continuavam se comportando
normalmente), corroborando os dados descritos por Gonzalez et al. (2005). Dennis et
al. (2009) observaram complicacdes potencialmente associadas com o procedimento
apenas em 3 (1,7%) das 180 ovelhas submetidas a bidpsia, sendo elas prolapso retal,
hemorragia retal e perfuracdo de reto. Espenes et al. (2006) ndo aconselham colher
mais de duas amostras por animal de cada vez, devido a eventual ocorréncia de
hemorragia leve.

No presente estudo, 151 (85,8%) das 176 amostras foram colhidas do local
adequado. Os 14,2% de amostras colhidas de local inadequado evidenciam que pode
haver a necessidade de se realizar novas colheitas, para obtencdo de tecido linféide

associado a mucosa reto-anal suficiente para a IHQ. A diferenca significativa observada
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na porcentagem de amostras adequadas na primeira e segunda colheita dos ovinos
ocorreu devido a colheita realizada no dia 7, quando ainda havia indicios da colheita
anterior, dificultando a localizacdo correta. Os indicios da primeira colheita foram
observados apenas na colheita com sete dias; nas demais, as lesfes ja estavam
macroscopicamente cicatrizadas, como também descrito por Gonzélez et al. (2008),
que avaliando as ovelhas 10 a 15 dias apds bidpsia, observaram que as lesfes ja
estavam cicatrizadas, além de relatar que as bidpsias podem ser repetidas no mesmo
animal, sem detrimento do seu bem-estar.

Outro fator importante, antes de submeter as amostras a analise IHQ, é a
avaliacdo do nuamero de FL. No presente estudo, foi utilizado como critério a presenca
minima de 3 FL, padrdo publicado por Leal et al. (2012). Gavier-Widén et al. (2005), no
entanto, relatam a necessidade de no minimo 4 a 6 FL, por amostra. No estudo de
Dennis et al. (2009), quando uma amostra de tecido de mucosa retal ou terceira
palpebra com numero inferior a seis FL ndo apresentava imunomarcacao especifica da
PrP*°, os resultados dos testes foram considerados inconclusivos porque havia pouco
tecido para detectar a doenca. Portanto, para a IHQ, ndo ha ainda um consenso quanto
ao numero minimo de FL por amostra.

Nos animais avaliados, a quantidade de FL variou de 0 a 15 para ovinos e 0 a 35
para caprinos, sendo que, para ovinos, em 57% do total de amostras colhidas foram
encontrados FL e, para caprinos, em 64%. Espenes et al. (2006) obtiveram FL em 87%
de 84 amostras, variando de 1 a 30 e Leal et al. (2012) obtiveram foliculos linféides da
mucosa retal em 263 de 318 bidpsias (82,70%). Portanto, a porcentagem de amostras
com FL neste trabalho foi inferior as relatadas, assim como houve uma alta
porcentagem de amostras com numero de FL inferior ao necesséario. Considerando o
dia 0, em apenas 51,79% das amostras colhidas de ovinos e em 50% para caprinos foi
encontrado =3 FL (tabela 4). Aleksandersen et al. (1991) relataram a localizagcéo
agregada dos foliculos linféides entre pregas longitudinais, na mucosa retal, o que
poderia explicar as variagdes na quantidade de FL. Outra possibilidade, segundo
Dennis et al. (2009), seria a realizagdo da colheita mais caudal & juncéo reto-anal, que

diminui a quantidade de FL obtidos nas bidpsias. Esses pontos sé&o importantes, pois a
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colheita inadequada e em quantidade insuficiente de FL € um limitador para a utilizacédo
da biépsia da mucosa retal no diagnostico de scrapie (Leal et al.; 2012).

O numero de FL neste trabalho também pode ter sido influenciado pela idade
dos animais (figura 11). Segundo Gonzalez et al. (2008) e Monledn et al. (2011), o
namero de FL na mucosa retal diminui com a idade, assim animais jovens apresentam
maior numero de FL que os grupos de animais mais velhos.

Além da idade dos animais, colheitas anteriores da mesma area também podem
interferir na quantidade de FL, pois a lesdo ocasionada pela colheita ndo € suficiente
para desencadear a formacédo de novos FL, assim como descrito por O'Rourke et al.
(2002) em estudo utilizando amostras de tecido linféide da terceira palpebra. No caso
dos animais avaliados neste experimento, existe a possibilidade de ter havido colheitas
anteriores, pois alguns ovinos e caprinos foram utilizados para treinamento da técnica,
sem que, no entanto, houvesse um controle de quais eram estes animais. A forma de
evitar colheitas da mesma area seria dividir a regido da mucosa retal em quadrantes e
realizar cada colheita de um quadrante diferente, tendo todas estas informacfes
armazenadas. Segundo Dennis et al. (2009), em seu estudo, ndo houve diferenca
significativa entre a sensibilidade para IHQ em diferentes areas colhidas da mucosa
retal: regido esquerda ventral (10 a 11 horas), esquerda dorsal (7 a 9 horas) e direita
dorsal (3 a 5 horas) da mucosa retal.

A andlise da possibilidade de colheitas consecutivas demonstrou que, a partir de
14 dias em ovinos, ndo houve diferenca significativa no nimero de FL, corroborando
dados de Gonzélez et al. (2008). A colheita do dia 7, entretanto, apresentou nimero
inferior de FL, ndo sendo indicado repetir a colheita neste intervalo de tempo. Para
caprinos, houve uma reducéo no numero de FL no dia 28, apesar dos dias 14 e 21 nao
apresentarem reducéo, o que poderia ter ocorrido por fatores associados, como a idade
dos animais e a possibilidade de colheitas anteriores n&o registradas.

Na comparagdo do numero de FL entre ovinos e caprinos, ndo foi observado
influéncia da espécie, diferente de Monléon et al. (2011), que relatam um namero de FL
maior em ovinos. Baseado nos dados deste experimento, a técnica poderia ser utilizada

para ambas as espécies.
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No Brasil, scrapie deixou de ser considerada uma doenca exoética desde o surto
ocorrido no rebanho de ovinos da Fazenda Gralha Azul da PUCPR em 2003 e, desde
entdo, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) tem trabalhado,
no Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros e Controle das
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis, num programa especifico de controle
para scrapie. Atualmente, sdo considerados animais com diagndstico positivo para
scrapie 0s ovinos e caprinos com resultado positivo a prova de imunohistoquimica em
amostras de tecido nervoso ou linfoide (Brasil, 2008). Em trabalho recente, Leal et al.
(2012) demonstraram que a utilizacdo de tecidos linféides no diagndstico por IHQ
através de bidpsias mostrou-se um método viavel e eficaz para o diagnostico pré-clinico
de scrapie. Devido ao ainda pequeno numero de publicacdes brasileiras sobre biopsias
retais em ovinos e caprinos, pesquisas como a realizada neste trabalho podem auxiliar
na avaliacdo da técnica correta de biopsia de mucosa retal, evitando que sejam
realizadas de forma inadequada ou com numero de FL insuficiente, fator que torna

necessaria uma nova colheita.

3.5 CONCLUSAO

Mesmo a técnica de biopsia retal sendo simples, ha possibilidade de se colher
material de area inadequada ou amostras com poucos FL, o que torna necessario
avaliar as amostras através de técnicas histolégicas antes de submeté-las a IHQ. O
estudo também demonstrou que animais jovens apresentam quantidade de FL superior
aos animais mais velhos e que é possivel realizar colheitas em curtos intervalos de

tempo, a partir de 14 dias, com quantidade de FL suficiente, em ovinos e caprinos.
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CAPITULO 4

UTILIZA(;AO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS E POLICLONAIS PARA
DIAGNOSTICO DE SCRAPIE (Monoclonal and polyclonal antibodies for ante- and post-
mortem detection of PrP%® in sheep and goats)

RESUMO

Definida pelo acimulo de uma isoforma anormal (PrP>°) da proteina priénica celular
(PrP%) no Sistema Nervoso Central (SNC) e em tecidos linféides, scrapie é uma doenca
que afeta ovinos e caprinos. Para as técnicas de eleicdo do diagnéstico de scrapie,
imunohistoquimica (IHQ) e western blot (WB), podem ser utilizados uma vasta gama de
anticorpos monoclonais e policlonais comercialmente disponiveis. O objetivo deste
estudo foi testar e comparar a eficacia dos anticorpos monoclonais utilizados
comercialmente, F89/160.1.5,F99/97.6.1e P4, e os anticorpos policlonais R486 e M52,
para a identificacdo da presenca PrP>¢ em amostras de tecido linféide e SNC através da
técnica de IHQ. Além de testar a técnica de WB com o anticorpo M52 para identificacdo
da PrP®. Foram utilizadas, nos experimentos de IHQ, amostras positivas e negativas de
cérebro e tonsila palatina de ovinos, cedidas pelo Animal Health Veterinary Laboratory
Agency (AHVLA), Reino Unido. Para WB, foram utilizadas amostras de encéfalo, baco,
linfonodo, terceira pélpebra e mucosa retal de ovino. As andlises IHQ utilizando
anticorpos monoclonais e policlonais em amostras positivas de cérebro confirmaram a
deposicdo da PrP°¢ em neur6nios, caracterizada por marcagdes de aspecto granular
intraneural. Na amostra negativa de cérebro, o0s anticorpos monoclonais nao
identificaram marcagdes positivas, mas 0s anticorpos policlonais sim. Testando a
amostra positiva de tonsila palatina com os anticorpos monoclonais e policlonais,
identificaram-se marcacgdes positivas e, com a amostra negativa, ndo se observaram
marcacfes com nenhum dos anticorpos, porém o monoclonal P4 e os policlonais
ocasionaram background. Na técnica de WB, o anticorpo M52 foi capaz de reconhecer
a PrP° presente em grande quantidade no encéfalo de ovinos e houve uma marcacéo
mais ténue no baco. Nas amostras de 32 palpebra e linfonodo nenhuma marcacéo foi
observada e, na amostra de mucosa retal, uma marcagdo com massa de
aproximadamente 50 kDa foi observada. Apesar dos anticorpos policlonais possuirem
valores mais acessiveis, 0 presente estudo revelou que a utilizagdo dos anticorpos
policlonais é inviavel, pois o resultado da analise pode ser dado como falso positivo. A
utilizacdo do anticorpo M52 para identificacdo da PrP® em amostra de encéfalo e baco,
através da técnica de WB, mostrou-se eficiente, mas em tecidos do sistema linféide a
PrP® nao foi identificada.

Palavras - chave: Scrapie. Diagndstico. Imunohistoquimica. Anticorpos. Western

Blotting.
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ABSTRACT

Scrapie is a disease that affects sheep and goats, and that is characterized by the
accumulation of an abnormal isoform (PrP%°) of the celular prion protein (PrP) in the
central nervous system (CNS) and in lymphoid tissues. Detection of PrP° in those
tissues can be attempted by a variety of techniques including immunohistochemistry
(IHC) and Western blotting (WB), for which a wide range of monoclonal and polyclonal
antibodies are commercially available. The objective of this study was to test and
compare the efficacy of monoclonal antibodies F89/160.1.5, F99/97.6.1 and P4 and
polyclonal antibodies M52 and R486, for the detection of PrP* in lymphoid and CNS
tissue samples by IHC. In addition, the ability of M52 antibody for the identification of
PrP® by WB was also tested. In these experiments, IHC positive and negative control
samples of brain and tonsil of sheep were provided by the Animal Health and Veterinary
Laboratories Agency (AHVLA, UK). For WB, samples of brain, spleen, lymph node, third
eyelid and rectal mucosa of sheep were tested. The IHC examinations with monoclonal
and polyclonal antibodies confirmed granular deposition of PrP>¢ in neurons of positive
control tissues. However, while monoclonal antibodies did not produce positive reactions
in negative controls, polyclonal antibodies gave some non-specific staining. Testing of
positive control tonsil samples with polyclonal and monoclonal antibodies identified
positive specific reactions, while negative control tissues were IHC negative with all
antibodies, although P4 and polyclonal antibodies produced some background staining.
In WB, antibody M52 was able to recognize PrP° present in large quantities in the brain
of sheep, and to a lesser extent in the spleen, while samples of third eyelid and lymph
node were negative. Samples of rectal mucosa gave a positive band of a mass of
approximately 50 kDa. We conclude that, although polyclonal antibodies may be more
accessible, their use is not advised because of false positive reactions. While antibody
M52 was able to identify PrP® in brain and spleen by WB, other lymphoid tissues were
negative.

Keywords: Scrapie. Diagnosis. Immunohistochemistry. Antibody. Western Blotting.
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4.1 INTRODUCAO

Scrapie ou Paraplexia Enzooética € uma doenca neurodegenerativa, progressiva
e fatal de ovinos e caprinos, que ocorre de forma natural. Foi a primeira Encefalopatia
Espongiforme Transmissivel (EET) identificada em animais (Prusiner, 1982) e tem sido
relatada em diversos paises criadores de ovinos, exceto na Australia e Nova Zelandia
(Dawson et al., 2008; OIE, 2009).Esta doenca esta associada ao acumulo da isoforma
anormal (PrP>°) da proteina pri6nica celular (PrP®) no sistema nervoso central (SNC) e
também no sistema linforreticular (Andréoletti et al., 2000).

A infeccdo normalmente acontece pela via oral, quando ovinos e caprinos
ingerem restos contaminados de membranas fetais de outros animais, logo apds o
parto (Andréoletti et al., 2000; Andréoletti et al., 2002). Os sinais clinicos do scrapie
podem durar de duas semanas a seisS meses e, muitas vezes, comegam com O
comportamento incomum e extremas reacdes nervosas a estimulos (Dickinson, 1976).

Até recentemente, somente diagndsticos pos mortem eram utilizados; porém,
técnicas de diagndstico ante mortem tem sido desenvolvidas e realizadas (Gonzalez et
al., 2008). As técnicas de biopsia de tonsila (Jeffrey et al., 2001) e terceira palpebra
(O'Rourke et al., 1998) foram inicialmente propostas. Entretanto, segundo Gonzalez et
al. (2005), estes procedimentos sdo pouco praticos de serem realizados a campo e nao
permitem reavaliagdes constantes. A descricdo de uma grande area de foliculos
linféides no intestino grosso dos ovinos, o reto (Aleksandersen et al, 1991), possibilitou
a utilizacdo da técnica de bidpsia retal, por meio de provas imunohistoquimicas da
presenca de PrP°¢, para diagnéstico ante mortem do scrapie (Gonzélez et al., 2005).
Esta € uma técnica simples e rapida, que ndo necessita de instrumentos especificos,
sedacdo ou anestesia geral, e que pode ser realizada varias vezes, sem efeitos
prejudiciais ao animal (Gonzalez et al., 2008).

Para as técnicas de eleicdo do diagndstico de scrapie, imunohistoquimica (IHQ)
e western blotting (WB), podem ser utilizados uma vasta gama de anticorpos
monoclonais e policlonais comercialmente disponiveis (Gavier Widén et al., 2005). Os
monoclonais sdo anticorpos que provem de somente um linfocito B, selecionado

artificialmente e replicado diversas vezes como um clone e, desta forma, este anticorpo
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se liga somente a um epitopo de uma Unica forma. Os anticorpos policlonais possuem
varios clones, ou seja, originam-se de diferentes linfécitos B, o que significa que reagem
com varios epitopos do antigeno (por exemplo, varias partes de uma proteina).

No Brasil, para o diagndéstico de scrapie, diversos anticorpos monoclonais sao
comercializados e utilizados, porém todos sao produzidos fora do pais, fato que torna a
aquisicdo destes anticorpos mais dificil e o diagndstico da doenga mais caro. Desta
forma, este estudo teve como objetivo testar e comparar, por meio de IHQ, a eficicia de
cinco anticorpos, trés monoclonais comerciais; um policlonal ja padronizado e utilizado
por pesquisadores do Reino Unido e outros paises; e um policlonal produzido no Brasil
(Laboratério de Neurobiologia da Universidade Federal do Parana) e utilizado para
identificacdo da PrP® em cérebro de camundongos pela técnica de WB. A comparacéo
entre 0s anticorpos teve o intuito de avaliar a possibilidade de utilizacdo deste anticorpo
nacional para diagnéstico da doenca. Objetivou-se, também, testar a eficiéncia do
anticorpo nacional na identificacdo da PrP® em diferentes tecidos de ovinos, utilizando a

técnica de WB.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Imunohistoquimica - IHQ

4.2.1.1 Amostras

As amostras de tecidos utilizadas nos experimentos de imunohistoquimica
(cérebro e tecido linféide de ovinos) foram cedidas pelo Animal Health and Veterinary
Laboratories Agency (AHVLA), Reino Unido. Estas estavam em bloco de parafina e
inicialmente foram submetidas as técnicas de histologia para avaliar integridade do
material para posterior analise imunohistoquimica. Dentre as amostras utilizadas, seis
eram positivas (uma de tadlamo, trés de mesencéfalo, uma de medula e 6bex e uma de

tonsila palatina) e duas negativas (uma de mesencéfalo e uma de tonsila palatina).
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4.2.1.2 Anticorpos

Para as analises foram utilizados cinco anticorpos diferentes, os monoclonais
utilizados comercialmente, F89/160.1.5, F99/97.6.1 e P4, e os anticorpos policlonais
R486 e M52.

O anticorpo F99 (VRMD, Pullman, EUA) é um monoclonal que reconhece a
sequéncia de aminoacidos 200 — 225. O anticorpo F89 (VRMD, Pullman EUA)
reconhece a sequéncia de 142 -145 e o P4 (R-Biopharm AG), de 89 — 104 (Hardt et al.,
2000). O anticorpo R486 € um policlonal cedido pelo Animal Health and Veterinary
Laboratories Agency — AHVLA e reconhece a sequéncia de aminodcidos 217-231
(Gonzalez et al., 2002).

O anticorpo policlonal M52 foi produzido no Laboratério de Neurobiologia da
UFPR. Segundo Zanata et al. (2002) ,camundongos nocautes para o gene que codifica
a proteina prion celular (gene PRNP) foram imunizados com proteina prion celular
murina recombinante (6His-PrP®) expressa em sistema heterdlogo de E. coli. Foram
feitas quatro imunizacdes com intervalos de 15 dias, aplicando-se 15 pg de proteina
recombinante juntamente com 50% v/v de adjuvante de Freund (Sigma-Aldrich)
(completo na primeira imunizacdo e incompleto nas demais) e 16% v/v de hidréxido de
aluminio por dose, e o volume foi completado para 100 pL com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, 140 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM
KH2PO4). Onze dias apds a ultima imunizacéo, o soro foi obtido e testado por ELISA
usando a proteina recombinante e, por western blotting, usando como amostra extrato

de encéfalo de camundongo.

4.2.1.3 Protocolo de Imunohistoquimica

Os cortes histologicos foram submetidos a técnica de IHQ segundo protocolo
utilizado pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, local onde as analises foram
realizadas. As laminas foram submetidas a secagem por 16 horas a 37° C, resfriadas a
temperatura ambiente, e marcadas com caneta hidrofébica Dako pen (Dako®),

delimitando a area do corte. Os cortes foram desparafinados e, para bloqueio da
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peroxidase endogena, foram tratados com 10% de peroxido de hidrogénio em
metanolpor 20 minutos; apds, as laminas foram enxaguadas com TBST (150 mM NacCl;
50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 0,05% de Tween 20) por cinco minutos e tratadas com
acido férmico 95% por cinco minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram
realizadas trés lavagens com TBST e tratamento com Proteinase K (DAKO, Ready-to-
use), diluida em 4gua destilada (1:1) por 1 minuto. Apés nova lavagem, para o bloqueio
protéico e assim reducao das ligacdes inespecificas, os cortes de tecido nervoso foram
tratados com leite desnatado (Molico, Néstle) na diluicdo de 5% por 30 minutos e
lavados com TBST. Para os cortes de tonsila palatina foram realizados testes com e
sem o blogueio protéico. Aliquotas de anticorpos (monoclonais anti-prion protein
F89.160.1.5, F99.160.1.5, P4 e os policlonais R486 e M52), na diluicdo 1:500, foram
aplicadas e as laminas permaneceram armazenadas em camara Umida, por 16 horas a
4°C. Posteriormente, os cortes foram tratados com anticorpo secundario biotinalado
(DAKO LSAB 2 kit®, DAKO Corp., Carpinteria, EUA), por 20 minutos, lavados e
tratados com conjugado estreptavidina-peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, EUA), por
20 minutos.Em seguida,foi adicionado o cromégeno DAB (DAKO), diluido em agua
destilada (1:1), até a visualizacdo da cor castanha e, entdo, as laminas foram lavadas
rapidamente em agua destilada. Foi realizada a contra coloracdo com hematoxilina por
15 segundos; em seguida, as laminas foram lavadas com agua corrente, desidratadas
com alcool, clarificadas em xilol e montadas com balsamo sintético. De cada uma das
oito amostras foram preparadas cinco laminas, uma para cada anticorpo testado,

totalizando 40 laminas analisadas.

4.2.2Western Blotting - WB

4.2.2.1Amostras

Como controle positivo, um encéfalo de camundongo adulto (~40 dias apés o
nascimento) foi retirado do animal sacrificado por deslocamento cervical e lavado em
PBS (solucéo salina tamponada com fosfato) gelado. Para os testes com tecidos de

ovino, um animal foi sacrificado (~60 dias apds o nascimento) por meio de sedacao
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seguida de sangramento da veia jugular, e amostras de mucosa retal, terceira palpebra,
linfonodo, bago e encéfalo foram colhidas.

4.2.2.2 Preparacao dos extratos protéicos

As amostras dos diferentes tecidos foram colocados em tubos (individuais) de
homogeneizacéo e adicionado tampéo de lise gelado (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 1% de
NP40; 0,2% Deoxicolato de sodio) (um volume 5 vezes maior que o ocupado pelo
tecido) acrescido dos inibidores de proteases PMSF e NEM e EDTA (na concentracao
final de 1 mM). A lise foi realizada por 40 minutos em banho de gelo e, a cada 10
minutos, um ciclo de maceracao com pistilo de vidro (10-15 vezes). Ap6s 0s 40 minutos
de lise, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 19000 xg a 4°C. O
sobrenadante foi colhido e guardado e o sedimento foi passado por um novo ciclo de
lise (usando a metade do volume inicial de tamp&o de lise) seguido de centrifugacao. O
sobrenadante proveniente deste segundo lisado foi combinado com o primeiro
sobrenadante. O extrato teve sua concentracdo protéica determinada pelo método de
Bradford (1976) e foi submetido a reacao de WB.

4.2.2.3 Protocolo de Western Blotting

As amostras de extrato de tecido que foram submetidas a eletroforese de uma
dimensdo em gel 12% de poliacrilamida (12% SDS-PAGE - SDS- polycrylamide gel
electroforesis) (Sambrooke Russel,2001). As amostras foram eletrotransferidas do gel
para membrana de nitrocellulose Hybond-C Extra Amersham Biosciences (GE
Healthcare) durante uma hora, sob voltagem de 100 V em tampéo de transferéncia
gelado (192 mM glicina, 25 mM Tris, 20% metanol). As membranas foram bloqueadas
durante duas horas com TBST (150 mM NaCl; 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 0,05% de
Tween 20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé). A membrana foi incubada
com o anticorpo primario anti-PrP® M52 na concentracéo de 1:500 diluido em tampé&o
de bloqueio, por 16 horas a 4°C sob agitacdo. ApoOs a incubacdo, a membrana foi

lavada cinco vezes por trés minutos com TBST e, em seguida, adicionou-se o anticorpo
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secundario, anti-imunoglobulina de camundongo, conjugado a HRP (horseradish
peroxidase) (BD Bioscience) na diluicdo de 1:4000. A membrana permaneceu
incubando com este anticorpo durante uma hora a temperatura ambiente. Um novo
ciclo de lavagem foi realizado. Entdo, a membrana foi incubada com o substrato
adequado para a reagao quimioluminescente,empregando-se o Kit West Pico (Pierce
Co.). Filmes de auto-radiograma Amersham Hyperfim™ ECL (GE Healthcare) foram

exposto a membrana em diversos tempos até a visualizacdo das bandas de interesse.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Imunohistoquimica

As analises imunohistoquimicas utilizando anticorpos monoclonais em amostras
positivas de cérebro (mesencéfalo, tdlamo e medula oblonga até o 6bex) confirmaram a
deposicdo da PrP>¢em neurdnios (Figura 12), caracterizada por marcacdes de aspecto
granular intracitoplasmaticas, como também descrito por Van Keulen et al. (1995),
Thorgeirsdottir et al. (2002) e Gonzalez et al (2002). Com o anticorpo F99 (Figura 12a),
observaram-se marcacfes mais intensas quando comparadas com as marcacgdes
visualizadas nas laminas onde se utilizaram os anticorpos F89 (Figura 12b) e P4
(Figura 12c).

As andlises utilizando os anticorpos policlonais também apresentaram
positividade apenas intraneural, porém com background mais acentuado com o
anticorpo R486 (Figura 12d). Neste experimento, optou-se por trabalhar com todos os
anticorpos na mesma diluicdo, 1:500, o que pode ter resultado no aumento de
background dos anticorpos policlonais. Gonzalez et al. (2002), ao trabalhar com o
anticorpo policlonal R486, na diluicdo de 1:10.000, relatou marcacdes positivas
evidentes e sem background. Thorgeirsdottir et al. (2002) e Martins et al. (2012), além
de identificarem marcacdes positivas intraneurais, visualizaram marcacbes no
neuropilo, e O’'Rourke et al. (1998) descreveram granulos no neurdpilo e ao redor dos

vacuolos intraneurais, além de agregados de PrP>¢ em torno das células da glia.
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Figura 12: Amostra de medula/6bex de um ovino positivo para PrP°° testada com diferentes anticorpos.
(A) Teste com o anticorpo F99. As flechas indicam neurbnios com marcagfes granulares
caracteristica da deposicao de PrP*°, obj. 20x. (B) Teste com o anticorpo F89. Flechas indicam
marcacdes intraneurais, obj. 20x. (C) Teste com o anticorpo P4. Flechas indicam marcacdes
positivas discretas, obj. 20x. (D) Teste com o anticorpo R486. Neurbnios com marcacdes
positivas (flechas),porém com background intenso (ponta de flecha), obj. 20x. (E) Teste com o

anticorpo M52. Positividade intraneural indicada pelas flechas, obj. 20x.
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A amostra negativa de cérebro, quando testada com os anticorpos monoclonais,
nao apresentou nenhuma marcacdo, apenas background. Quando testada com os
anticorpos policlonais, identificou-se a presenca de marcacfes intraneurais
caracteristicas de amostras positivas (Figura 13), ou seja, marcacgdes inespecificas que
caracterizaram um diagnostico falso positivo; desta forma, segundo este estudo,
inviabilizando a utilizagdo dos anticorpos policlonais R486 e M52 para diagndstico de
scrapie. O anticorpo policlonal M52 anteriormente foi testado apenas na técnica de WB
para identificacdo da PrP®em encéfalo de camundongos (Costa et al., 2009); porém, o
anticorpo R486 foi utilizado por Gonzélez et al. (2002), (2003) e Lezmi et al. (2004) para
diagnéstico da PrP° com bons resultados. Gonzélez et al. (2003) e Lezmi et al. (2004)
também obtiveram bons resultados com outros anticorpos policlonais produzidos em
camundongos, o anticorpo 521 e o 505.

Nas analises de tecido linféide, a amostra positiva de tonsila palatina submetida
a imunohistoquimica, com o0s anticorpos monoclonais e policlonais, apresentou
marcacfes evidentes no centro germinativo dos foliculos linféides (FL) como descrito
por Leal et al. (2012) e, em maior grau, na zona clara do que na escura, assim como
relatado por Gomez et al. (2007). Com o anticorpo F99 (figura 14a), as marcacoes
foram mais intensas e em diversos focos do FL, sendo o anticorpo que apresentou
melhores resultados. Com os anticorpos P4 (figura 14c) e R486 (figura 14d), as
marcacfes também foram bem evidentes e suficientes para caracterizar uma amostra
positiva, como também observado por Lezmi et al. (2004). Com os anticorpos F89
(figura 14b) e M52 (figura 14e) as marcagdes ficaram pouco evidentes. O’'Rourke et al.
(2002) observaram, em amostra de terceira palpebra de ovinos pré-clinicos, a presenca
de PrPS® em FL, nos linfécitos, macréfagos e células dendriticas, utilizando uma mistura

dos anticorpos F99 e F89.
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a

Figura 13: Amostra negativa para PrP*° de mesencéfalo de ovino submetida & técnica de
imunohistoquimica com diferentes anticorpos. (A) Teste com o0 anticorpo F99, amostra sem
marcacdes (flecha), obj. 20x. (B) Teste com o anticorpo F89, amostra sem marcac¢8es(flecha),
obj. 20x. (C) Teste com o anticorpo P4, amostra sem marcac6es (flecha), obj. 20x. (D) Teste com

o anticorpo R486, marcacdes caracteristicas de positividade (ponta de flecha), obj. 20x. (E) Teste

com o anticorpo M52, marca¢bes intensas caracteristicas de amostra positiva (ponta de
flecha), obj. 20x.
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Figura 14: Amostra positiva de tonsila palatina de ovino. (A) Teste com o anticorpo F99. Marcacdes de
coloragdo marrom do centro germinativo do FL (flecha), obj. 10x. (B) Teste com o anticorpo
F89. Amostra com marcacgdes discretas no centro germinativo do FL (flecha), obj. 10x. (C) Teste

com o anticorpo P4. Marcacgdes intensas (flecha), obj. 10x. (D) Teste com o anticorpo R486.

Marcacdes moderadas (flecha), obj. 10x. (E) Teste com o anticorpo M52. Background intenso
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A amostra de tonsila palatina negativa testada com os anticorpos monoclonais
F99 (figura 15a) e F89 (figura 15b) apresentou aspecto de amostra negativa e sem
background, como também observado por O’'Rourke et al. (2000) em amostra negativa
para PrP*. Os anticorpos monoclonal P4 (figura 15c), policlonal R486 (figura 15d) e
policlonal M52 (Figura 15e) apresentaram aspecto de amostra negativa, porém com
background acentuado.

A identificacdo dos animais afetados no periodo pré-clinico é fundamental para o
controle do scrapie, eliminando ovinos que poderiam ser potenciais fontes de infeccao
para outros animais no proprio ou em outros rebanhos (Leal et al., 2012). A detec¢éo da
PrP>¢ no tecido linfoide é util para a identificacdo dos ovinos afetados durante a etapa
pré-clinica da doenca (Gonzalez et al. 2008). As tonsilas, o tecido linfoide de terceira
palpebra, o tecido linféide presente na mucosa retal (RAMALT) e os linfonodos
retrofaringeos acumulam quantidades de PrP*¢ detectaveis por IHQ no inicio da
infecgao (O’Rourke et al. 1998, 2000).

Os resultados falsos positivos encontrados com os anticorpos policlonais R486 e
M52 em testes com amostra negativa de cérebro e a intensidade de background
observada na amostra de tonsila palatina testada com 0S mesmos anticorpos,
inviabilizam a utilizacdo destes para diagnéstico de scrapie em ovinos e caprinos, nas
condicBes do presente estudo. Apesar dos anticorpos monoclonais terem um custo
mais elevado se comparado com o0s anticorpos policlonais, estes garantem a
confiabilidade dos diagnosticos realizados. Resultados falsos positivos, ocasionados
por diagndsticos com anticorpos pouco eficientes podem causar grandes perdas aos
produtores, pois segundo INSTRUCAO NORMATIVA N° 15, DE 2 DE ABRIL DE 2008
(Brasil, 2008), no Brasil os animais com testes laboratoriais positivos devem ser
submetidos a sacrificio sanitario e a propriedade deve ser interditada até a concluséo

das acdes realizadas no estabelecimento.
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Figura 15: Amostra negativa de tonsila palatina de ovino. (a) Teste com o anticorpo F99, amostra

negativa e sem background (flecha), obj. 10x. (b) Teste com o anticorpo F89, amostra sem

marcacdes (flecha), obj. 10x. (c) Teste com o anticorpo P4, amostra negativa com

background (flecha), obj. 10x. (d) Teste com o anticorpo R486, amostra negativa com background

(flecha), obj. 10x. (e) Teste com o anticorpo M52, presenc¢a apenas de background (flecha), obj.
10x.

45



4.3.2 Western Blot

Nas amostras de encéfalo e tecidos linféides (baco, linfonodo, mucosa retal e 32
palpebra), de acordo com a figura 16, observa-se que o anticorpo M52 é capaz de
reconhecer a PrP® presente em grande quantidade no encéfalo de ovinos, como
descrito por Prusiner (1998). O anticorpo em questao reconheceu o antigeno na sua
forma biglicosilada (35 kDa), monoglicosilada e ndo glicosilada. Na amostra de baco,
uma marcacao mais ténue também pode ser observada. Nas amostras de 32 palpebra e
linfonodo, nenhuma marcacdo foi observada. Na amostra de mucosa retal, uma
marcacao com massa de aproximadamente 50 kDa foi observada, no entanto ndo se
pode afirmar que € a proteina prion celular, devido a discrepancia na massa

encontrada.

Figura 16: Cinco amostras de ovino; encéfalo (1), baco (2), mucosa retal (3), 32 palpebra (4) e linfonodo
(5), analisadas pela técnica de Western Blot, utilizado o anticorpo primario policlonal anti-PrP®
M52 na diluicdo de 1:500 e o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo na dilui¢cdo 1:4000. A
banda da mucosa retal apresentou peso molecular de aproximadamente 50 kDa e as bandas de
baco e encéfalo entre 35 kDa. As amostras de linfonodo e 32 palpebra n&o apresentaram

marcacoes.
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Diversos autores tem descrito a utilizacdo da técnica de WB para identificacdo da

PrP>¢ em amostras de encéfalo de ovinos (O’Rourke et al., 1998; Bilheude et al., 2007).
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Porém, para diagnostico ante montem da doenca, na analise de tecidos linféides, este
método possui algumas limitagBes, como a amostra colhida possuir uma pequena
quantidade de FL, o que reduz a probabilidade de se obter quantidades detectaveis de
PrP*¢ e aumenta a probabilidade de resultados falso negativos (Leal et al., 2012). Este
fato pode ter ocorrido no presente estudo, onde ndo se identificou a presenca da PrP°
nas amostras de terceira palpebra e linfonodo.

No caso da amostra de mucosa retal, observou-se uma banda com peso
molecular superior ao esperado para PrP® assim como Priola et al. (1995) observaram
uma marcagdo para PrP de 60 kDa em um estudo utilizando hamster. A PrP, segundo
0s autores,apresentava caracteristicas de ambas as formas PrP® e PrP*, parecendo

ser um dimero, ligado de forma covalente, de dois monémeros de 30 kDa.

4.4 CONCLUSAO

Apesar dos anticorpos policlonais possuirem um valor mais acessivel que os
anticorpos monoclonais e, no caso do anticorpo M52 ser produzido no Brasil, nas
condicBes do presente estudo, a utilizacdo dos anticorpos policlonais seria inviavel, pois
o resultado da analise pode ser dado como falso positivo, ou seja, ndo ser confiavel. A
utilizagéio do anticorpo M52 para identificacdo da PrP© em amostra de encéfalo e baco,
através da técnica de western blot, mostrou-se eficiente, mas em outros tecidos do

sistema linféide a PrP® nao foi identificada.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A ovinocultura brasileira tem crescido significativamente nos ultimos anos, com o
aumento do consumo interno de carne ovina. Além disto, o Brasil € o maior exportador
de carne bovina no mundo. Torna-se essencial, portanto, um controle rigoroso da
sanidade dos rebanhos, visto que restricbes sanitarias sao impeditivas de
comercializacdo. O Brasil possui um Programa de Controle das Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis, entre elas a Encefalopatia Espongiforme Bovina e
Scrapie.

O diagndstico precoce do scrapie tem grande importancia, sendo essencial a
realizacdo correta da colheita de amostras de tecido linféide. Com este estudo,
observou-se que, apesar da técnica de biopsia retal ser simples, ha a possibilidade de
se colher material de &rea inadequada ou amostras com poucos FL, fato que torna
necessario avaliar as amostras através de técnicas histologicas antes de submeté-las a
IHQ. E de extrema importancia que haja um treinamento prévio para as pessoas
responsaveis por realizar as colheitas, evitando desta forma que as amostras sejam
colhidas de local inadequado ou com uma pequena quantidade de FL, o que pode
ocasionar um diagnostico falso negativo. O fato dos animais jovens apresentarem
guantidade de FL superior aos animais mais velhos € uma questdo que também deve
ser considerada, optando-se por colher uma amostra maior para animais mais velhos
ou até mesmo duas amostras, o que pode aumentar o niumero de FL.

Ao submeter amostras para diagnéstico de scrapie, a escolha do anticorpo € de
suma importancia, pois se trata do diagnostico de uma doenca de notificacdo
obrigatdria e a presenca de animais positivos ira ocasionar o abate de todos os casos
confirmados. Apesar dos anticorpos policlonais possuirem um valor mais acessivel que
0s anticorpos monoclonais, no presente estudo, sua a utilizacdo demonstrou ser
inviavel para o diagnostico de scrapie, pois o resultado demonstrou um falso positivo,
ou seja, resultados de analises com estes anticorpos ndo sado confiaveis. Novos testes
com os anticorpos policlonais, com alteracdes no protocolo de IHQ e diferentes
diluicbes podem trazer novos resultados. A utilizacdo do anticorpo M52 para
identificacdo da PrP® em amostra de encéfalo e baco, através da técnica de WB,
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mostrou-se eficiente, mas em tecidos do sistema linféide a PrP® ndo foi identificada.
Outros testes com novas amostras e testando nao apenas o anticorpo M52, mas sim 0s
cinco anticorpos utilizados na IHQ, € uma possibilidade para futuros estudos, néo

apenas com o intuito de identificar a PrP® mas também a PrP>°.
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