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RESUMO

Scrapie € uma doenca neurodegenerativa, progressiva e fatal de ovinos e caprinos,
caracterizada por lesbes de vacuolizacdo no sistema nervoso central. Os principais
sinais clinicos sdo: prurido, alteracdes no comportamento, incoordenacdo motora,
ataxia e perda progressiva de peso. O acumulo de uma isoforma anormal da
proteina priénica (PrP) do hospedeiro no tecido nervoso é a causa do scrapie.
Devido ao longo periodo de incubacdo e ao conhecimento ainda incompleto das vias
de contaminacdo, o controle desta doenca é dificil. A genética tem um papel
importante no desenvolvimento do scrapie. Polimorfismos nos coédons 136, 154 e
171 do gene PrP estdo associados a alteragbes na susceptibilidade a esta doenca
infecciosa. Paises onde a doenca é endémica tém utilizado cruzamentos seletivos
de ovinos com o objetivo de aumentar a freqliéncia dos alelos associados a
resisténcia e de reduzir a dos alelos associados a maior susceptibilidade. No Brasil,
o0 estado do Parand € o que apresenta 0 maior nimero de casos notificados de
scrapie. Porém, ndo h& estudos feitos sobre polimorfismo do gene PrP nos ovinos
criados neste estado. O objetivo deste trabalho foi avaliar se h& polimorfismo deste
gene nestes animais. Foram determinados os genétipos de 325 ovinos de diferentes
racas de corte (Suffolk, Hampshire Down, Texel, lle de France, Dorper, Dorset,
Santa Inés e de animais mesti¢os). Para tanto, foram empregadas as técnicas PCR-
RFLP e sequenciamento génico na identificacdo de cinco alelos do gene PrP
considerando a combinacdo dos polimorfismo nos cédons 136 (alanina, A / valina,
V), 154 (histidina, H / arginina, R) e 171 (histidina, H / glutamina, Q / arginina, R). O
alelo mais frequente foi o ARQ, com média de 0,65, seguido pelo alelo ARR, com
0,30. Os alelos VRQ e AHQ apareceram com baixas frequéncias, inferiores a 0,13 e
0,05, respectivamente. O alelo ARH nao foi encontrado. Foram identificados sete
gendtipos (ARR/ARR, ARR/ARQ, ARQ/ARQ; ARR/VRQ, ARR/AHQ, ARQ/VRQ e
ARQ/AHQ), sendo o mais freqliiente 0 ARQ/ARQ (média de 0,40) e ndo tendo sido
encontrado nenhum animal VRQ/VRQ, genétipo associado a maior susceptibilidade.
Os genotipos ARQ/ARQ e ARR/ARQ estavam presentes em todas as racas. Os
animais com maior variabilidade genotipica foram os da raca Santa Inés e os
mesti¢os. Entre os rebanhos analisados, havia um com casos notificados de scrapie.
Todos os animais deste rebanho, 47 puros da raca Hampshire Down e 71 mesticos,
foram abatidos e amostras de tecido foram submetidas a técnica de
imunohistoquimica. Houve 15 animais positivos, nenhum do genétipo ARR/ARR.
Nos animais puros ndo houve diferenca entre 0o nimero de animais positivos e
negativos dos diferentes gendtipos. Nos animais mesticos, houve diferenca
significativa no grupo de animais ARQ/ARQ, ndo havendo animais positivos deste
genotipo. Também houve diferencga significativa no gendétipo ARR/ARQ, com maior
percentual de animais positivos que negativos. Observou-se que animais puros da
raca Hampshire Down apresentaram maior freqiéncia do alelo ARR no grupo de
animais negativos, ocorrendo 0 oposto nos animais mesticos, porém sem diferenca
estatistica. As implicagfes dos resultados referentes ao polimorfismo do gene PrP
em ovinos sao discutidas no presente trabalho.
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ABSTRACT

Scrapie is an infectious neurodegenerative fatal disease of sheep and goats that is
characterized by changes in behaviour, trembling, ataxia, pruritis and weight loss. It
is caused by accumulation of an abnormal isoform of the host-encoded cellular prion
protein (PrP) in tissues of the central nervous system. Due to a long incubation
period and still unknown transmission routes, its control is difficult. In sheep that have
been exposed to the infectious agent of scrapie, the likelihood of progression to
disease and the incubation period are very strongly linked to at least three
polymorphisms in the PrP gene at codons 136, 154 and 171. Countries where
scrapie is endemic have been using breeding programmes based on the selection for
the most resistant alleles. Parand is the State in Brazil where most of the cases of
scrapie have been diagnosed. But there are no data about the polymorphism of PrP
gene in sheep raised in this State. With the aim to study the polymorphism of the PrP
gene, 325 sheep of meat breeds (Suffolk, Hampshire Down, Texel, lle de France,
Dorper, Dorset, Santa Inés and crossbreds) were genotyped. Two techniques, PCR-
RFLP and automatic sequencing, were used to distinguish between the five alleles,
considering the polymorphisms at codon 136 (alanine, A / valine, V), 154 (histidine, H
/ arginine, R) e 171 (histidine, H / glutamine, Q / arginina, R). The most frequent
allele was ARQ, with a mean of 0,65, followed by ARR, with 0,30. VRQ and AHQ
alleles had very low frequencies of 0,13 and 0,05. The ARH allele was not found.
Seven genotypes were identified (ARR/ARR, ARR/ARQ, ARQ/ARQ; ARR/VRQ,
ARR/AHQ, ARQ/VRQ e ARQ/AHQ) and the ARQ/ARQ was the most frequent (mean
of 0,40). No animal was found with the VRQ/VRQ genotype, considered the most
susceptible to scrapie. Santa Inés breed and the crossbred animals had the greatest
variability. Among the studied flocks, one had clinical scrapie cases. All the animals
of this flock were slaughtered (47 pure Hampshire Down and 71 crossbred) and had
samples examined by immunohistochemistry. There were 15 positive animals, but
none with the ARR/ARR genotype. In the pure breed animals, there were no
differences between positive and negative groups of animals from different
genotypes. In the crossbred animals there was a significant difference in the
ARQ/ARQ genotypes, with no animals of this genotype being found as positive.
There was also a significant difference in the ARR/ARQ genotype, with a greater
percentage of positive animals within this genotype. It was seen a greater frequency
of the ARR allele in the negative group of pure Hampshire animals, and the opposite
been observed for the crossbreds. The implications of the data from these PrP gene
polymorphisms are discussed in the present work.
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1 INTRODUCAO

Scrapie ou Paraplexia Enzootica é uma doenca neurodegenerativa,
progressiva e fatal de ovinos e caprinos, que ocorre de forma natural. Caracteriza-se
por lesdes de vacuolizagdo no sistema nervoso central (SNC). Os principais sinais
clinicos séo irritagcdo da pele, mudancas no comportamento, na postura, perda de
peso, incoordenacdo motora e ataxia. Possui um longo periodo de incubacéo e suas
vias de contaminac&o ndo estdo completamente esclarecidas. E uma doenca da lista
B da OIE (Organizacdo Mundial da Saude Animal), portanto de notificagdo
obrigatéria.

O scrapie foi a primeira das encefalopatias espongiforme transmissiveis (EET)
ou enfermidade pribnica a ser descrita e comprovada, com 0 primeiro registro em
1732 na Gra Bretanha (McGOWAN, 1922). Na atualidade voltou a receber atencéao,
principalmente de paises europeus, pela disseminacdo da Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) no Reino Unido (WELLS et al., 1987). Porém, as
preocupacdes com saude publica somente vieram a tona apds as primeiras
associacdes entre EEB e a aparicdo de uma nova doenca humana, denominada
variante da Doenca de Creutzfeldt-Jakob (vDCJ) (WILL et al., 1996).

A confirmacdo de infeccdo experimental de ovinos e caprinos com 0 agente
da EEB (FOSTER et al.,, 1993, 1996) e o0 até agora unico caso confirmado de
infeccdo natural de EEB em um caprino (ELOIT et al., 2005) fizeram com que 0s
pequenos ruminantes, que anteriormente ndo eram assunto de saude publica
guando se tratavam de EETs, novamente tornassem a ser alvo de preocupacdes.

EGLIN et al. (2005) definem trés grandes motivos para se controlar o scrapie
na Gra-Bretanha e que levaram ao lancamento do National Scrapie Plan (NSP)
(DEFRA, 2003): saude publica, pela potencial presenca de EEB em ovinos; saude e
bem estar animal, pelos animais doentes; questdes econdmicas, pelos custos e
perdas em rebanhos contaminados e particularmente pelas restricoes de
comercializagéo e exportacao.

DETWILER e BAYLIS (2003) citam os casos de muitos paises que, nos
ultimos anos, continuam a relatar auséncia de scrapie, porém sem nenhuma
estratégia de vigilancia disponivel. Estes autores sugerem que algum tipo de
vigilancia ativa, como a que existe para EEB, deva ser exigido para certificacdo de



pais livre de scrapie. E é exatamente esta uma das exigéncias que a OIE passou a
adotar para considerar um pais, regido ou rebanho livre de scrapie: ha que se fazer
uma vigilancia ativa (OIE, 2006a,b). Ou seja, atualmente, a auséncia de diagndstico
de scrapie ndo é suficiente para considerar o pais livre da doengca. Uma procura
exaustiva deve ser feita, por meio da vigilancia ativa, que examina animais
saudaveis que sdo abatidos para consumo e também animais que morrem nas
propriedades sem diagnéstico. Caso ndao sejam encontrados animais positivos apos
esta vigilancia, torna-se possivel afirmar que realmente ndo ha a doenca.

Programas de vigilancia ativa sao recentes, mesmo em paises onde o scrapie
€ endémico. Na Europa, a vigilancia ativa iniciou em janeiro de 2002 (EUROPEAN
COMISSION, 2006) e nos Estados Unidos, dentro do Programa de Controle de
Scrapie, o Sistema de Vigilancia Ativa foi criado em abril de 2003 (APHIS, 2005).

Nestes paises onde o scrapie € endémico, programas de controle devem ser
conduzidos de forma muito eficiente. Porém, o longo periodo de incubacdo e o
conhecimento ainda limitado das vias de transmissao tornam o controle do scrapie
bastante dificil (DAWSON, 2006). Outro fator agravante € a contaminacdo do
ambiente, onde o agente pode permanecer pelo menos por mais de 3 anos infectivo
(LEITA et al., 2006; JOHNSON et al., 2006). Os programas baseados em selecao de
animais geneticamente resistentes ao scrapie ofereceram uma nova perspectiva nas
estratégias de controle e foram a escolha destes paises, principalmente em funcéo
de tantas outras tentativas frustradas de outros programas anteriores (BAYLIS,
2006).

A selecdo de rebanhos (e plantas) tem sido a mais importante atividade
agropecuéria por centenas de milhares de anos. Os objetivos dessa selecdo
mudaram desde a domesticacdo. Docilidade foi provavelmente o primeiro objetivo de
selecdo, sendo que a produtividade tornou-se mais importante no ultimo século,
movendo-se para caracteristicas funcionais e qualitativas nos ultimos 20 anos. Os
critérios e ferramentas para esta selecdo também mudaram ao longo do tempo
(abordagem empirica, maior uso da estatistica e computacdo durante o século 20,
aumento do uso de técnicas moleculares mais recentemente). Todavia, 0 objetivo
dos cruzamentos sempre foi um equilibrio entre ganhos em curto prazo, obtidos pela
selecdo vigorosa dos melhores animais, e pelos ganhos em longo prazo, somente
possiveis se uma variabilidade genética é preservada através de manejo bastante



cuidadoso da diversidade, dentro e entre racas e linhagens. A Selecao Assistida por
Marcadores e a Selegcdo Assistida por Genes, que mantém uma crescente
importancia nos cruzamentos seletivos, ndo mudaram a natureza deste conflito
curto/longo prazo, mas, sendo mais eficiente que os métodos anteriores, sdo mais
susceptiveis a criar dificuldades se este equilibrio curto/longo prazo nao for
cuidadosamente controlado. A selecdo dos genotipos da proteina pridnica (PrP)
pertence a esta categoria de acdes e esforgos cientificos tém sido feitos para ajudar
nesse controle.

Desde os primeiros trabalhos (HUNTER et al.,, 1989, BELT et al.,, 1995;
HUNTER et al., 1997a,b) sugerindo que, para ovinos expostos a infeccdo pelo
agente do scrapie, a variacdo alélica no locus da proteina pribnica estaria associada
ao risco de desenvolver a doenca, paises no mundo todo tém realizado a
genotipagem de seus rebanhos. Ha casos de paises em que o scrapie € endémico
ou, muitas vezes, os trabalhos sdo realizados em paises ou racas onde a doenca
nunca foi relatada. O objetivo comum € conhecer as frequéncias alélicas e
genotipicas do gene PrP em seus rebanhos. Em paises onde ha presenca do
scrapie, € possivel estudar a associacdo dos genotipos, nas diferentes racas, com a
presenca da doenca. Também é possivel direcionar os cruzamentos, principalmente
se ja existem programas de controle do scrapie no pais. Nos paises onde a doenca
ndo estd relatada, a genotipagem permite uma visualizacdo do grau de
susceptibilidade que aqueles rebanhos, ou racgas, teriam caso o agente estivesse
presente. Dessa forma € possivel dimensionar a possibilidade de inclusdo desta
caracteristica em futuros programas de selecdo, que visem aumentar a resisténcia a
doenca, porém, sem perder ou prejudicar outras caracteristicas produtivas.

EGLIN et al. (2005) destacam a importancia da genotipagem das diferentes
racas, ainda que em diferentes rebanhos possam existir muitas variacdes. Porém, o
conhecimento das frequiéncias genotipicas seria Gtil de trés maneiras: primeiro, para
uma comparacdo de racas num contexto historico; segundo, para prover um
“marcador” para julgar o progresso de ragas dentro de esquemas de controle como o
NSP britanico; e, terceiro, para dar um indicativo do maximo melhoramento da
distribuicdo das frequiéncias que uma raca pode razoavelmente esperar adquirir.

O Brasil ndo tem a mesma preocupacao com o scrapie, em fungédo da baixa

notificacdo da doenca. Tampouco lhe concerne a questdo da EEB, uma vez que ndo



ha casos no Brasil (BRASIL, 1997). Mas, talvez seja exatamente por isso, que as
autoridades devam ter uma especial atencdo em relagao a esta doencga. A presenca
do scrapie, sem algum tipo de vigilancia ativa ou controle especifico, pode deixar
uma fresta para especulacbes sobre possibilidade de EEB, além de restringir a
guestao de comercializagéo de animais, principalmente exportacdo de reprodutores.
Visando conhecer o polimorfismo do gene PrP em ovinos criados no Parana e
associar os diferentes genétipos encontrados a resisténcia ou susceptibilidade ao
scrapie, este trabalho foi desenvolvido. Os objetivos especificos foram:
e Genotipar o gene PrP de ovinos de ragcas de corte criados no Estado do
Parana.
e Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene PrP de ovinos de racas
de corte criados no Estado do Parana.
e Comparar as frequéncias encontradas com as descritas em outras
populac¢des de ovinos do mundo.
e Genotipar o gene PrP de ovinos de um rebanho potencialmente contaminado
por scrapie.
e Correlacionar os genétipos e a presenca da forma anormal da proteina

pridnica nesse rebanho potencialmente contaminado por scrapie.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES TRANSMISSIVEIS

As Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET) sao doencgas
degenerativas, de lenta progressao, invariavelmente fatais e que afetam o sistema
nervoso central de varios mamiferos. Comum a todas as EETs é o acumulo de uma
forma patolégica da proteina pridnica (PrP) normal do hospedeiro (HUNTER, 1997).
As EETs tém como caracteristica longos periodos de incubac¢éo, assintomaticos,
que podem durar meses ou anos (PRUSINER, 2004a).

Como encefalopatias humanas ha a Doenca de Creutzfeldt-Jakob (DCJ),
Kuru, Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker e Insénia Familial Fatal. As
doencas em animais - Scrapie, Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB),
Encefalopatia da Marta ou Vison, Encefalopatia Espongiforme Felina, a Doenca
Consumptiva (ou Debilitante) Cronica dos Cervos e Alces e a Encefalopatia
Espongiforme dos Ruminantes Silvestres - completam a lista, formando o elenco de
EETs. Por admitirem o prion como agente causal comum, sdo agrupadas sob a
designacao de Doencas Pridnicas (PRUSINER, 1998).

As encefalopatias espongiformes constituem um tema de grande importancia
na atualidade devido a aparicdo de uma nova doenca, denominada variante do
Creutzfeldt-Jakob (vDCJ). Hoje ha evidéncias suficientes de que a vDCJ é causada
pelo agente da EEB e imagina-se que a transmissao desta doencga dos bovinos aos
humanos ocorreu por meio de infecgéo pelo agente da EEB na alimentagcao (WILL,
2006). Os primeiros casos da EEB ocorreram em vacas leiteiras suplementadas com
proteinas de origem animal, contaminadas com o agente do scrapie, em 1985
(WELLS et al., 1987).

WILL et al. (1996) relataram, no periodo de 1990 a 1996, 10 casos de DCJ na
Gra-Bretanha, os quais apresentavam, além de algumas caracteristicas clinico-
patolégicas incomuns quando comparadas com o padrdo classico, uma evidente
correlacédo epidemiolégica com a epizootia da EEB. Até abril de 2006, 161 casos de
vDCJ haviam sido identificados na Gra-Bretanha. Ainda que as andlises estatisticas
tenham demonstrado que o niumero de casos esta diminuindo, existe uma incerteza

sobre o nimero total de casos futuros, devido a muitos fatores ainda desconhecidos,



incluindo o tempo médio de duracdo do periodo de incubacdo das EEB em
humanos. Atualmente, a Unido Européia (UE) demonstra uma preocupagdo com a
vDCJ devido a ocorréncia de EEB e a identificacdo de bovinos afetados em paises
que previamente eram tidos como livres da doenca. Na Franca ja ha registros de 17
casos de vDCJ, na Irlanda 4 casos, um caso na ltalia e um no Canadé, dois casos
nos Estados Unidos e recentemente foram reconhecidos casos Unicos na Arabia
Saudita, Japao, Holanda e Espanha (WILL, 2006).

No Brasil, os dados consolidados pelo Sistema de Informacéo de Mortalidade
(SIM) do Ministério da Saude, indicam que, no periodo de 1980 a 1999, ocorreram
105 obitos atribuidos a DCJ. Por outro lado, ndo existem relatos sobre a ocorréncia
de casos de vDCJ no Brasil (ANVISA, 2004). Em 1997, através da Portaria
Ministerial n® 516, o Brasil declarou-se livre de encefalopatia espongiforme bovina,
de acordo com o0 que estabelece o Cddigo Zoosanitario Internacional (BRASIL,
1997). O Governo Brasileiro ja havia proibido, em 1996, o uso na alimentacdo de
bovinos, ovinos e caprinos de proteina "in natura” e de farinhas de carne e de 0ssos
provenientes de ruminantes (BRASIL, 1996). Porém, segundo o Geographical BSE-
Risk (GBR) emitido pela UE, o Brasil esta classificado como GBR II, ou seja, risco
improvavel, mas ndo excluido (EFSA, 2005).

No caso do scrapie, € importante lembrar que existe uma "barreira de
espécie” que limita a transmissdo das EETs entre organismos de diferentes
espécies. Ainda que esta barreira possa ser atravessada, como ocorreu com a EEB,
considera-se que o scrapie ndo afeta a espécie humana (DETWILER e BAYLIS,
2003; PRUSINER et al., 2004). No entanto, é necessario um controle rigoroso da
presenca do scrapie para limitar a0 maximo a possivel disseminacdo do agente
infeccioso. Da mesma forma, a possibilidade de que EEB possa ter infectado a
populacdo ovina no Reino Unido ndo pode ser descartada, de tal modo que a
analise detalhada das EET no rebanho ovino sup8e um assunto de grande interesse
desde o ponto de vista de saude animal e, principalmente, salude publica
(ESPINOSA et al., 2004).



2.2 PRIONS

Prions sdo proteinas infecciosas (PRUSINER, 2004a). O termo “prion”
denomina o agente infeccioso de uma série de doengas, caracterizadas por
neurodegeneracao espongiforme e proliferacéo de células da glia.

O conceito prion foi desenvolvido apdés muitas tentativas sem sucesso de
decifrar a natureza do agente causador do scrapie. Inicialmente, muitos
pesquisadores ndo aceitavam esta hipotese. Algumas caracteristicas, como a
resisténcia a inativacao por formalina e tratamento térmico, usualmente utilizados na
producéo de vacinas virais, foram importantes pistas de que este agente deveria ser
diferente dos virus. Outra caracteristica que confirmou sua natureza distinta a dos
virus foi sua extrema resisténcia a irradiacées (PRUSINER, 2004b).

A transmissao do agente causador do scrapie de ovinos para camundongos
permitiu uma séria de estudos. A medida que dados reproduziveis foram
acumulados, indicando que a infectividade do scrapie poderia ser reduzida por meio
de processos que hidrolisam ou modificam proteinas, mas continuava resistente a
processos que alteram acidos nucléicos, a hipétese sobre a arquitetura molecular do
agente do scrapie comegcou a emergir. Foi entdo que PRUSINER (1982)
estabeleceu, pela primeira vez, que uma macromolécula especifica, uma proteina,
era necessaria para a infectividade. Propds o termo “prion” (dos termos em inglés:
proteinaceous e infectious) para denotar estas pequenas particulas protéicas
infecciosas, resistentes a tratamentos que modificam acidos nucléicos. Uma vez que
o requerimento de uma proteina foi estabelecido, era possivel revisar a enorme lista
de estruturas hipotéticas que foram propostas para o agente do scrapie e eliminar os
carboidratos, lipideos e acidos nucléicos como os elementos infectivos. Porém, uma
lista ainda grande de hipoteses permanecia (PRUSINER, 2004b). Quase
imediatamente ao conceito de prion estabelecido por Prusiner, alguns pesquisadores
redefiniram prion para significar uma particula infecciosa composta exclusivamente
de proteina (KIMBERLIN, 1982).

Logo depois, BOLTON et al. (1982), por meio de purificagdo de prions a partir
de cérebro de hamster infectado com scrapie, identificaram uma proteina com
massa molecular variando de 27 a 30 kDa. Esta proteina apresentou resisténcia a
tratamento com proteinase K (PK), podendo ser detectada em cérebro de animais



infectados apds digestdo com esta enzima, mas ndo foi detectada em cérebro de
animais sadios submetido ao mesmo tratamento. Sob acdo da proteinase K, 67
aminoacidos da regido N-terminal da proteina sdo degradados resultando na
molécula que ficou conhecida como PrP 27-30, devido a variagdo de sua massa
molecular. PrP 27-30 corresponde entdo a por¢do da proteina prion scrapie que é
resistente a PK e capaz de manter infectividade (PRUSINER, 1998). Mais tarde, o
gene para esta proteina foi identificado e sua sequiéncia ndo apresentou nenhuma
diferenca entre animais infectados e sadios (BASLER et al., 1986). Esses dados
mostram que a proteina pribnica causadora do scrapie é codificada no genoma do
préprio hospedeiro independentemente da doenca e, portanto, sugere que eventos
pos-traducionais seriam responsaveis pelas diferencas entre a isoforma celular e a
isoforma relacionada a doenca. A forma normal, ndo-causadora de doenca,
denominou-se PrP® (PrP celular); a forma patogénica foi chamada de PrP*¢ (PrP
Scrapie).

A proteina pribnica consiste de aproximadamente 250 amino&cidos
(dependendo da espécie), com cerca de 33-35 kDa; é glicosilada em um ou ambos
os sitios de glicosilagéo e esta presente na membrana externa das células, ancorada
por glicofosfatidilinositol — GPI (HUNTER, 1997).

A isoforma normal, PrP, é rica em a hélices (42%) e possui pouca estrutura B
folha (3%), enquanto a forma infecciosa, PrP%°, possui menos contetido em a hélices
(17%) e maior porcentagem de estruturas em B folha (47%) (figura 1) (CAUGHEY et
al., 1991). Estes dados sugerem que a proteina prion celular (PrP®) sofre alteracdes
de estrutura secundéria para se converter na isoforma infecciosa (PrP%°).

A estrutura rica em B folha possibilita que PrP>¢ forme agregados conhecidos
como amildide (PRUSINER, 1998). Além disso, PrP¢ é insolGvel em detergentes e
se acumula, ao contrario de PrP® que recicla rapidamente (CAUGHEY et al., 1991).
Portanto, a forma patolégica ndo é metabolizada corretamente e se acumula
principalmente no sistema nervoso central e em tecidos linféides. Esta forma

patoldgica possui caracteristicas diferentes da forma normal (quadro 1).



FIGURA 1 — Estrutura secundaria das isoformas da proteina pridnica.
a) PrP® com estruturas predominantes em a hélices

b) PrP°¢ com estruturas predominantes em B folha

Fonte: disponivel em wwwa2.lifl.fr/~touzet/M1/TP1/tpl.html

Quanto a conversdo da forma normal em patogénica, sabe-se que as duas
isoformas de PrP apresentam a mesma sequéncia priméria, sendo que a conversao
de PrP® para PrP*° representa uma alteracéo exclusivamente conformacional, onde
uma interacao fisica bastante especifica deve ocorrer entre as duas isoformas para
que haja propagacdo de PrP*° durante o processo de infeccdo (PRUSINER, 1998;
HARRIS, 1999).
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QUADRO 1 — Caracteristicas da forma normal e anormal da proteina priénica (PrP)

PrP normal PrP anormal

Nomenclatura Prp°® Prp=°

Proteinase K (PK) Sensivel Parcialmente resistente

Comprimento ~250 aminoacidos ~250 aminoécidos

Estrutura predominante a hélices e loops B folha

Glicosilada Dois sitios Dois sitios

Peso molecular (-PK) 33-35 kDa 33-35 kDa

Peso molecular (+PK) Degradada 27-30 kDa

Localizacéo Superficie celular, Fibrilas, deposita
ancorada por GPI

Expressao Muitos tecidos Cérebro, SNC, linfonodos,

baco, tonsilas

Expressado na doenca Niveis protéicos Niveis protéicos
constantes aumentam

Turnover Rapido Lento

Infectividade com scrapie  N&o co-purifica Co-purifica

Fonte: adaptado de HUNTER (1997).

Embora os sistemas de conversao in vitro reproduzam em parte 0 processo
de propagacado de prions, incluindo a especificidade entre espécies e cepas, estes
sd0 bastante ineficientes na producdo de PrP* e requerem um excesso de pelo
menos 50 vezes mais PrP%® que PrP® no inicio da reacdo, condicdo esta que é
exatamente a oposta do que ocorre in vivo (HARRIS, 1999; CAUGHEY et al., 1991).
Além disso, PrP*° gerado in vitro ndo apresenta infectividade (HILL et al., 1999;
CAUGHEY et al., 1991). Portanto, a possibilidade de co-fatores celulares serem
necessarios durante o processo de conversao nao pode ser descartada (HARRIS,
1999).

O prion do scrapie é uma proteina hidr6foba, glicosilada, protease-resistente,

com 27 a 30 kDa, constituida por uma UuUnica cadeia polipeptidica de 256
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aminoacidos. O gene da PrP (PRNP) nos ovinos possui trés éxons com 52, 98 e
4028 nucleotideos, separados por 2 introns com 2421 e 14031 nucleotideos. O
quadro aberto de leitura da PrP esta codificada por um anico éxon (numero 3). O
PRNP é um gene cromossdmico de coépia Unica, localizado no cromossomo 13,
muito similar nas distintas espécies de mamiferos, apresentando uma homologia de
sequéncia de 80 a 90% (LEE et al. 1998). Sua expressao € constitutiva em quase
todos os tecidos do organismo adulto, sendo sua expressdo maxima nos tecidos
neuronais, fundamentalmente no cérebro, cerebelo, medula e hipotalamo.

De forma geral, todos os prions possuem caracteristicas bastante diferentes

dos agentes infecciosos convencionais (quadro 2).

QUADRO 2 — Propriedades do agente infeccioso das EETs (prion)

Longo periodo de incubacgéo (meses, anos)

N&o produzem resposta inflamatoria

N&o sao antigénicos

Patologia crénica progressiva

Fatal em todos os casos

Presenca de &cido nucléico ndo demonstrada

O Unico componente conhecido é a proteina PrP
Podem existir em multiplas formas moleculares
Controle genético da susceptibilidade em algumas espécies
Existéncia de distintas cepas

Filtrdvel com poros de 25 nm

Invisivel ao microscépio optico e eletrdnico

Resistente a: formaldeido, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), proteases
(tripsina, pepsina), nucleases, radiagéo ultravioleta e radiagéo ionizante

Inativacdo com condi¢bes muito intensas: autoclave >134C, 20 minutos; hipoclorito
sodico 50%, hidroxido sédico 2N, fenol 90%

Fonte: adaptado de ESPINOSA et al. (2004).
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2.3 SCRAPIE

O termo scrapie vem da palavra inglesa scrape, que tem o significado de
raspar, arranhar ou esfolar. Apesar de ser conhecida desde o século 18 e dos
recentes avancgos na area de pesquisa, principalmente impulsionados pelo advento
da EEB, muitos aspectos do scrapie ainda permanecem parcialmente ou totalmente
desconhecidos. DETWILER e BAYLIS (2003) destacam que:

a) 0 agente etiologico da doenca ainda néo foi totalmente caracterizado,

b) a patogénese do scrapie ndo esta totalmente entendida; um melhor conhecimento
ajudaria a escolher tecidos alvo para fins diagnostico, bloquear a progressao ou
prevenir a doenca;

C) nem todas as vias de transmissao e sua importancia relativa sdo conhecidas, o
gue poderia ajudar a prevenir a disseminagdo da doenca e a avaliar o risco de
contaminagao de ambiente e produtos;

d) ainda que o conhecimento na area de genética do hospedeiro influenciando a
resisténcia/susceptibilidade ao scrapie tenha sido grandemente ampliado,
informacdes essenciais ainda permanecem sem resposta, como: 0s genotipos que
ndo apresentam evidéncias da doenga clinica poderiam estar infectados e
apresentar risco aos demais animais?; ira o agente se adaptar aos genoétipos mais
resistentes e se tornar um problema no futuro?;

e) muitos avangos foram feitos nos testes diagnosticos, que permitem inclusive a
confirmacdo em tecidos autolisados ou congelados e alguns testes tém apresentado
0S primeiros passos para o diagnostico em animais vivos; porém, estas técnicas
ainda ndo permitem o diagnéstico nos estagios mais iniciais da doengca ou sdo
extremamente dificeis em termos de logistica;

f) que métodos inativam totalmente o agente?;

g) é o scrapie a fonte da EEB?

2.3.1 Epidemiologia

O scrapie nos ovinos € considerado uma doenca endémica em varios paises

da Europa, no Canad4 e Estados Unidos, sendo relatada em diversos paises do
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mundo. H& quem considere que somente a Australia e Nova Zelandia séo livres da
doenca. Nos caprinos, existem relatos em varios paises (Canada, Chipre, Finlandia,
Franca, Grécia, Itélia, Suécia, Reino Unido e Estados Unidos), porém a incidéncia é
consideravelmente menor que nos ovinos (DETWILER e BAYLIS, 2003).

Na Europa, o programa de vigilancia ativa teve inicio em janeiro de 2002
(EUROPEAN COMISSION, 2006). Considerando somente o ano de 2005, nos
paises membros da Unido Européia (UE) foram testados 349.340 ovinos e 265.489
caprinos em 2005, sendo que destes, 304.790 e 257.365 respectivamente, foram
animais abatidos em frigorificos para o consumo humano, ou animais que foram
encontrados mortos nas propriedades. Os demais casos sao animais clinicamente
acometidos ou suspeitos e que sdo testados para confirmacdo de diagnostico. O
namero de casos positivos para EETs em 2005 foi de 2.906 em ovinos e 989 em
caprinos, perfazendo no total 681 rebanhos contaminados. Destes casos positivos,
cerca de 77% dos ovinos e 89% dos caprinos foram identificados pela vigilancia
ativa. Os demais eram casos clinicos ou suspeitos que foram confirmados
(EUROPEAN COMISSION, 2006). A figura 2 ilustra a situacdo dos paises membros
da UE em relacdo as EETs no ano de 2005.

FIGURA 2 — Paises membros da Unido Européia onde casos de EETs foram
relatados em 2005

- Faises com scrapie

- Paises sem casos
de scrapie & com
vigilancia ativa

Faises sem
informacdes sobre
vigilancia

Fonte: EUROPEAN COMISSION (2006)
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Nos Estados Unidos, dentro do Programa de Controle de Scrapie, o Sistema
de Vigilancia Ativa foi criado em abril de 2003 (APHIS, 2005). Dados de 2003 até
2005 mostram que houve 370, 480 e 598 casos de scrapie nos anos de 2003, 2004
e 2005, respectivamente. O crescente numero de diagndsticos positivos se deve em
parte ao inicio do trabalho de vigilancia ativa. Somente no ano de 2005, 30.247
ovinos e caprinos foram amostrados em 78 abatedouros diferentes, em 24 Estados
norte-americanos. Foram encontrados 106 animais positivos (93 deles de racas
cara-negra) no teste de imunohistoquimica (IHQ) do encéfalo, tecido linféide ou
ambos (APHIS, 2005). A figura 3 mostra os estados americanos e a localizacdo de

rebanhos positivos.

FIGURA 3 — Estados americanos e a localizacdo de rebanhos positivos para scrapie
no ano de 2005

animais positivos encontrados pela vigilancia ativa
animais positivos encontrados por necropsia de suspeitos ou clinicamente acometidos
locais amostrados

Fonte: adaptado de APHIS (2005)
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No Brasil, o primeiro relato de scrapie foi em 1978 em um ovino Hampshire
Down, importado da Inglaterra (FERNANDES et al., 1978). Em 1985, foi
diagnosticado scrapie em ovinos importados do Reino Unido. Estes animais ainda
estavam em periodo de quarentena e, na oportunidade, foram tomadas todas as
medidas de emergéncia sanitéria, entre estas a destruicdo de todos os animais
doentes, seus descendentes e contatos. Nos ultimos anos, segundo a OIE, o Brasil
teve casos relatados de scrapie nos anos de 2000 (com 290 animais destruidos),
2001 (com 238 animais destruidos), 2003 (56 ovinos destruidos) e 2005 (75 animais
destruidos) (dados disponiveis em http://www.oie.int/hs2 e http://www.oie.int/wahid-

prod/public.php?page=disease_status detail). H4 ainda casos que ndo constam na

OIE, mas que estdo publicados, como os casos de scrapie em ovinos da raca
Suffolk no Rio Grande do Sul em 1995, 1996 e 1997 (RIBEIRO, 1996; DRIEMEIER,
2001). Aparentemente, foram notificados mais dois casos, sendo um em julho e
outro em agosto de 2006, porém que também nao constam na lista da OIE. Destes
casos “oficiais”, os de 2000, 2001 e 2003 ocorreram em propriedades do Parana.
Desde o caso de 2003, considerado o primeiro caso autéctone do Brasil, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) vem trabalhando, inicialmente
dentro do Programa Nacional de Sanidade de Ovinos e Caprinos (PNSCO) e
posteriormente no Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros e
Controle das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis, num programa
especifico de controle do scrapie (dados disponiveis em http://www.mapa.br).

O conhecimento da epidemiologia de uma doenca é essencial para que seja
possivel delinear estratégias de controle. Porém, no caso do scrapie, a
epidemiologia e particularmente os mecanismos de transmissdo ainda ndo estéo
completamente entendidos (TOUZEAU et al., 2006).

DETWILER e BAYLIS (2003) afirmam que a prevencéo deve ser prioritaria em
paises, regides ou rebanhos onde o scrapie ndo esta presente. A rapida eliminacao
da doenca, imediatamente apoOs a introdugdo, € uma estratégia essencial se as
medidas preventivas ndo foram eficientes. Falhas na prevencdo ou eliminacao
permitem uma disseminagdo silenciosa do prion durante seu longo periodo de
incubacdo (meses ou anos). Para aqueles paises ou regides em que a doenca se
tornou endémica, esforcos para elimina-la tém atravessado décadas e, na maioria

dos casos, ndo tém tido sucesso. As caracteristicas da doenca sdo a causa primaria
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deste insucesso. Segundo BAYLIS (2006), a combinacdo de longo periodo de
incubacdo e de muitas vias de transmisséo, inclusive algumas ainda nao bem
conhecidas, faz com que as tentativas de controle do scrapie por interferéncia nas

vias de transmissao sejam totalmente ineficientes.

2.3.2 Transmissao

A transmisséo do scrapie ocorre em condi¢gfes naturais (a doenca é endémica
em muitos paises do hemisfério norte), porém o modo de transmissao ainda nao é
totalmente conhecido (RYDER et al., 2004). Durante muitos anos, presumiu-se que
0 scrapie era transmitido da mae para o cordeiro, devido ao relativo alto risco de
cordeiros se tornarem infectados se eles nascessem de méaes afetadas, e reforcado
pelos achados de infectividade da placenta e ndo de outras secrecdes ou excregdes
em animais acometidos (DETWILER e BAYLIS, 2003). Atualmente, aceita-se que é
a heranca da susceptibilidade vinda da mae, e ndo uma transmissao materna, que
levam a esta alta incidéncia (RYDER et al., 2004). Portanto, a transmisséo vertical
até pode acontecer, mas é mais possivel que a contaminag¢do ocorra logo apés o
nascimento, e ndo no Gtero. ANDREOLETTI et al. (2002), trabalhando com cordeiros
de gendétipo VRQ/VRQ, considerado o mais susceptivel, nascidos de mées com
placentas contendo o prion ou ndo, mas mantidos no mesmo ambiente, observaram
a mesma incidéncia da doenca em ambos os grupo de cordeiros, indicando uma
contaminacdo apds 0 nascimento, mais que uma contaminacao intra-uterina. Estes
mesmos autores demonstraram que o acumulo de prion anormal na placenta é
controlado pelo polimorfismo do PRNP do cordeiro, uma vez que o acumulo esta
restrito as células trofoblasticas do placentoma fetal.

RYDER et al. ( 2004) demonstraram, trabalhando com a introducéo de ovinos
adultos e livres de scrapie em rebanhos contaminados, que a transmisséo lateral € a
mais importante via de infecgdo em ovinos adultos e jovens. O mecanismo da
infeccdo natural é ainda desconhecido. Sabe-se que a transmissdo horizontal
acontece pela via oral, uma vez que os primeiros locais onde se detecta a presenca
do prion, em animais naturalmente contaminados, é no trato digestivo, mais

precisamente nas placas de Peyer (ANDREOLETTI et al., 2000). A principal fonte de
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contaminacdo do ambiente por tecidos infectivos € a placenta e os fluidos fetais,
levando a um aumento na transmissdo do scrapie durante a estagéo de nascimentos
(ANDREOLETTI et al.,, 2002, TOUZEAU et al., 2006). Fluidos corporais como
sangue, fezes, urina, sémen e saliva sdo considerados como n&do contagiosos
(DETWILER e BAYLIS, 2003).

Porém, CASTILLA et al. (2005), utilizando a tecnologia de protein misfolding
cyclic amplification, conseguiram detectar, pela primeira vez, a proteina priénica no
sangue de hamster com scrapie. FRANSCINI et al. (2006) desenvolveram uma
técnica de adsorcdo especifica e demonstraram a presenca do prion celular (PrP)
no leite de varias espécies, inclusive dos ovinos e caprinos (leite fresco de ovino e
caprino contém cerca de 1 ng/ml e 40 pg/ml da PrP, respectivamente). Como existe
relato de replicacdo do prion ocorrendo na glandula mamaria de ovelhas com
mastite (LIGIOS et al., 2005) esta pode vir a ser mais uma via de transmissao.

Uma vez o ambiente contaminado, torna-se bastante complicada a eliminagao
do prion. LEITA et al. (2006) afirmam que existe uma forte interacdo da PrP*® com o
solo, favorecendo seu acumulo, especialmente se no solo forem colocados
fertilizantes organicos ou quando carcacas de animais acometidos e placentas séao
enterradas ou deixadas na superficie do solo. JOHNSON et al. (2006) acrescentam
que a PrP*° se liga fortemente ao solo e minerais, permanecendo pelo menos por
mais de 3 anos infectivo. GEORGSSON et al. (2006) citam um caso ocorrido na
Islandia, onde a investigacdo epidemiolégica leva a concluir que o agente

permaneceu viavel por 16 anos.

2.3.3 Patogenia

Apesar dos mecanismos patoldgicos relacionados nao estarem bem
definidos, a deposicéo de PrPS® nos tecidos correlaciona com a infectividade e esta
deposicdo é atualmente o Unico marcador molecular especifico para as infec¢des
das EETs (ANDREOLETTI et al., 2000).

Em condi¢des naturais, a infeccéo pelo agente do scrapie acontece apdés uma
contaminacao pela via oral. De forma geral, o esquema de disseminagéo ocorre da

seguinte forma: logo apés a infeccdo, o acimulo da PrP*° torna-se detectavel nas
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placas de Peyer, onde a contaminacdo provavelmente acontece. Entdo a PrP*°
dissemina-se progressivamente para todas as estruturas linféides secundarias.
Neste ponto de replicacdo, a infeccdo chega ao Sistema Nervoso Entérico (SNE), e
invade o SNC, aparentemente através dos tratos nervosos autondmicos
(ANDREOLETTI et al., 2006b).

Este esquema de contaminagdo é o observado em ovinos com 0s genotipos
mais susceptiveis. Entretanto, ndo correlaciona com dados obtidos em ovinos
naturalmente afetados e heterozigotos para o alelo ARR (VAN KEULEN et al., 1996);
em alguns animais ARQ/VRQ (JEFFREY et al., 2000) ou na EEB bovina (WELLS e
WILESMITH, 2004). Em todos estes casos, nenhuma (ou quantidades muito
pequenas) da PrP¢ é detectada no tecido linféide.

Conclui-se que o gendtipo do hospedeiro tem importante papel na patogenia
do prion. Em cordeiros VRQ/VRQ, considerado o gendtipo mais susceptivel ao
scrapie, é possivel detectar a presenca de acimulo de PrP°° nas placas de Peyer
com apenas 2 meses de idade. Em seguida, ocorre a replicacdo no GALT: tecido
linfoide associado ao intestino (do termo em inglés: Gut-associated lymphoid
tissues), sendo a PrP* detectavel neste tecido entre os 3 e 6 meses de idade. A
passagem do sistema linféide para o Sistema Nervoso (SN) ocorre no nivel das
fiboras nervosas que inervam estes tecidos linféides, disseminando-se pelo SN
Mesentérico Autondmico. Segue até o SNC através de um caminho axonal, o nlcleo
parassimpatico do Nervo Vago, sendo aos 9 meses ja possivel a deteccdo da PrP**
neste tecido (ANDREOLETT], et al., 2000).

2.3.4 Sinais clinicos

Nos ovinos, a doenca clinica se manifesta como uma desordem nao febril,
cronica, progressiva, neurodegenerativa e fatal. Os principais sinais clinicos que
sdo relatados estdo associados a uma irritagdo na pele, mudancas de
comportamento, na postura e movimentacdo e perda de peso. Os sinais clinicos
podem variar e alguns animais nao apresentam um quadro tipico (COCKCROFT e
CLARK, 2006).
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Segundo DICKINSON (1976), os sinais come¢cam com uma modificacdo do
comportamento social, seguido de incoordenagcdo motora ou ataxia, com discretos
tremores e grande prurido, 0 que leva os animais a se cogarem continuamente,
esfregando-se em arvores, cercas ou mesmo mordendo as partes afetadas. As
lesdes ocasionadas pelo ato de se cocarem podem ser muito extensas, com
grandes areas de perda de la. Apesar de o animal continuar se alimentando, ha
perda de peso progressiva.

LAMPERT et al. (1972) descrevem que nas primeiras fases, os animais
somente apresentam ligeiras alteragdes do comportamento, mostrando-se nervosos,
agressivos ou isolados do rebanho. Mais tarde comegam a incoordenagdo motora
(passadas altas nos membros anteriores e saltos de coelhos nos posteriores) e 0s
tremores. Outros sinais podem incluir: déficit propioceptivo, bruxismo, tetraparesia,
perda do reflexo de ameaca, nistagmos, vomitos, disfonia e timpanismo ruminal.

A duracao dos sinais clinicos € muito variavel, podendo ser de 2 semanas a 6
meses. Periodos de stress podem coincidir com o inicio dos sinais clinicos, ou
exacerbar a severidade dos mesmos (COCKCROFT e CLARK, 2006).

O periodo de incubacdo é também bastante varidvel, de 1 a 7 anos
(ESPINOSA et al., 2004). Experimentalmente, o periodo de incubacéo varia de 1 a 4
anos (HUNTER, 1997). Atualmente, sabe-se que este periodo de incubacdo esta
diretamente relacionado ao gendtipo do animal acometido, podendo variar de 174
dias para os animais VRQ/VRQ a 2150 dias em animais ARR/AHQ (HUNTER,
2006).

2.3.5 Diagndstico

A deteccdio de PrP°® é o método mais especifico, sensivel e confiavel para o
diagnéstico da doenca em qualquer animal (PRUSINER et al., 2004). PrP°® somente
€ encontrada nas doencgas pribnicas e, assim, a sua presenca em ovinos e caprinos
é diagnostica da infeccdo pridnica. A histopatologia, por sua vez, pode ser bastante
varidvel, com vacuolizacdo da neurOpila e astrogliose reativa variando

consideravelmente na intensidade e localizagéo.
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Segundo JEFFREY (2006), os livros continuam a descrever as lesdes
histologicas de scrapie como vacuolizacdo, astrocitose e perda neuronal, ainda que
de fato nenhuma das trés esteja invariavelmente presente nos casos clinicos de
scrapie e que a perda neuronal seja raramente observada histologicamente. As
alteracbes espongiformes da neurdpila sdo comumente encontradas no scrapie
classico, mas a distribuicdo neuroanatdbmica da vacuolizacdo na substancia cinzenta
e a proporgdo da vacuolizagdo da neurdpila e intra-neuronal sdo altamente variaveis.
Alguns casos clinicos de scrapie podem demonstrar poucas evidéncias de
vacuolizacdo e, em algumas situacdes, ndo se detecta vacuolizacdo no cérebro de
animais clinicamente afetados (ERSDAL et al., 2003).

A deteccdo da doenca associada com acumulo de proteina pribnica pelas
técnicas de imunoblotting ou imunohistoquimica (IHQ) € a forma mais confidvel para
demonstrar a presenca da infec¢do. H4 também evidéncias de que o acumulo de
PrP* no tecido nervoso é prévio a neurodegeneracdo espongiforme (DeARMOND e
PRUSINER, 1993; JEFFREY et al., 2001), o que permite que estes métodos possam
diagnosticar as ETTs antes do aparecimento de sinais clinicos e também nos casos
em que as lesdes neuropatolégicas sdo minimas ou ausentes. Ambos 0s métodos
podem ser utilizados para identificar PrP anormal nos tecidos linféides, no trato
alimentar e nos sistemas nervoso periférico e autbnomo. O grau em que tecidos
periféricos estédo envolvidos no scrapie classico € influenciado pela dose, gendétipo e
cepa (JEFFREY, 2006).

Esses testes se baseiam no uso de anticorpos especificos, nao
necessariamente capazes de distinguir entre as duas isoformas de PrP. Portanto,
previamente a deteccdo de PrP°° é necessario degradar a PrP®, geralmente com
proteinase K (PK). Estdo sendo desenvolvidos alguns anticorpos que detectam
epitopos especificos da PrP¢, possivel pela alteracdo conformacional da proteina
no momento de conversdo da isoforma PrP® para a PrP*, expondo epitopos que na
forma normal (celular) permanecem ocultos (PARAMITHIOTIS et al., 2003).

A técnica de IHQ detecta a PrP*® in situ, permitindo determinar tanto a
presenca da proteina patolégica como sua distribuicdo no tecido, sua localizacdo
celular e as caracteristicas morfologicas do acimulo (GONZALEZ et al., 2003).

Um método imunohistoquimico especial, que utiliza anticorpos de diferentes

especificidades, é utilizados para corar acimulos intracelulares de PrP* in situ e
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pode discriminar entre EEB ovina e todas as outras cepas de scrapie dos ovinos ou
fontes até agora testadas. Diferente dos roedores, cujas cepas de scrapie séo
conhecidas ha tempo e onde o perfil de vacuolizacdo pode ser utilizado com
seguranca para distinguir entre estas cepas, o perfil de vacuolizagdo no caso dos
ovinos é insuficientemente consistente para distinguir cepas (JEFFREY, 2006).

Como o agente das EETs ndo pode ser propagado in vitro, a Unica maneira
de produzir grandes quantidades do agente para subseqientes estudos € inocular
material potencialmente infectante em receptores animais adequados. Linhagens
consangiineas de camundongos, com perfil de lesGes e tempo de incubacéo pré-
determinados, tém sido utilizadas para definir cepas de scrapie e para diferenciar
scrapie de EEB, em transmissdes em série. Porém, até 25% dos casos classicos de
scrapie ndo se consegue transmitir para camundongos (SPIROPOULOQOS, 2006).

LAUDE (2006) afirma que a transmiss@o do agente da EETs de uma espécie
para outra € primeiramente controlada pela cepa do prion infectante e pela
sequiéncia primaria da proteina pridnica normal (PrP®) do hospedeiro recipiente. A
expressdo de um transgene codificando a PrP® de uma outra espécie é um meio de
reduzir a barreira de transmissao da referida espécie para o camundongo. Assim,
varias linhagens de camundongos transgénicos que superexpressam sequéncias
heterélogas de PrP® foram estabelecidas. Comparados com camundongos
convencionais, estas linhagens tém demonstrado uma grande facilidade para
transmissao experimental de prions de espécies naturalmente afetadas, inclusive
homem, bovinos e ovinos. Linhagens de camundongos transgénicos para o alelo
VRQ parece ser uma importante e promissora ferramenta na caracterizacdo de
cepas de scrapie.

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

Os testes diagndsticos para EETs podem ser divididos em testes ante (e
preferencialmente pré-clinico) e post-mortem. Todos os testes diagnosticos usados
hoje em dia, baseiam-se na deteccdo da proteina pribnica associada a doenca.
PrP*¢ pode ser detectada no SNC de bovinos em um tempo préximo & doenca
clinica, mas bem antes em ovinos e caprinos, ainda no periodo de incubacao.
Dependendo do genétipo, a PrP*° pode também ser detectado fora do SNC.
Portanto, um diagnéstico pré-clinico pode ser realizado em ovinos e caprinos, mas
nao em bovinos (GROSCHUP, 2006).

A biopsia da terceira pélpebra foi o primeiro passo para um possivel
diagndstico pré-clinico, ndo invasivo, em ovinos (O'ROURKE et al., 1998a, 2000). O
tecido linféide presente nesta regido € facilmente retirado para bidpsia, sob
anestesia local.

Segundo GONZALEZ (2006), o diagndstico em animais vivos, assintomaticos,
esta restrito a bidpsias de tonsila palatina ou terceira pélpebra, mas que exigem
procedimentos pouco praticos de serem realizados a campo. Porém, mais
recentemente, tem sido testada a técnica de diagndstico pré-clinico em amostras da
mucosa retal, por meio de provas imunohistoquimicas da presenca de PrP* no
tecido linféide associado & mucosa retoanal (GONZALEZ et al. 2005; ESPENES et
al., 2006). Em animais com diagndstico positivo por IHQ no SNC ou em outros
tecidos linforreticulares, o método apresentou 97,0% de sensibilidade, néo
detectando apenas aqueles animais cuja IHQ era positiva para SNC e n&o para 0s
outros tecidos linféides. Em 100% dos casos negativos para 0s outros 6rgaos ou
tecidos, a IHQ da mucosa retal também foi negativa (GONZALEZ et al. 2005).

Nos ovinos de genétipo mais susceptivel, naturalmente infectados, a PrP° foi
inicialmente detectada na mucosa em aproximadamente metade do periodo de
incubacdo. A técnica também apresentou resultados positivos para animais
experimentalmente infectados, tanto com scrapie quanto EEB, independente da via
de infeccdo. Apos certo treinamento, a técnica é rapida e simples de ser feita, ndo
necessitando anestesia ou sedac¢do, podendo ser repetida varias vezes durante a
vida do animal (GONZALEZ, 2006).
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2.3.6 Scrapie atipico

Um novo tipo de scrapie, denominado Nor98, foi diagnosticado na Noruega
pela primeira vez em 1998 (BENESTAD et al., 2003). Provavelmente representa o
maior grupo de casos “atipicos” de scrapie, relatados em varios paises europeus. O
Nor98 difere claramente do scrapie classico em muitos aspectos e desafia o
diagnoéstico do scrapie. Os casos do Nor98 tém menor quantidade e menos PrP>°
PK-resistente no tecido encefalico que o0s casos de scrapie classico. Essas
caracteristicas poderiam explicar, pelo menos parcialmente, o porqué de alguns
testes r4pidos apresentarem problemas em detectar a maioria dos casos de Nor98
(BENESTAD et al., 2006).

Os casos atipicos, primeiramente identificados na Noruega (BENESTAD et
al., 2003; MOUM et al. 2005), apds a implantacdo de vigilancia ativa de EETs
também foram identificados em outros paises: Franca e Alemanha (BUSCHMANN et
al., 2004a), Suécia (GAVIER-WIDEN et al., 2004), Portugal (ORGE et al., 2004),
Irlanda (ONNASCH et al., 2004), Bélgica (De BOSSCHERE et al., 2004), Reino
Unido (SAUNDERS et al., 2006) e llhas Malvinas (EPSTEIN et al., 2005).

Sao muitas as diferengas entre 0s casos atipicos designados Nor98 e os
casos classicos, que incluem diferencas na distribuicdo neuroanatémica das lesdes
histopatolégicas e da PrP® no encéfalo e no padrdo de deposicdo da PrP¢. A
distingdo entre os dois tipos se baseia nestas caracteristicas e é confirmada pela
observacao do perfil eletroforético da Nor 98 no Western blot, caracterizado por uma
rapida migracdo de uma banda de aproximadamente 12 KDa (BENESTAD et al.,
2003).

Clinicamente, nos casos atipicos 0s sinais mais comuns sdo ataxia e
incoordenacédo, ansiedade e mudanca de comportamento, e perda de peso. O
prurido, bastante comum nos casos classicos de scrapie, ndo é observado, mas 0s
sinais podem ser vagos ou ausentes (BENESTAD et al., 2006). O aparecimento dos
sinais clinicos em geral esta em torno de 6 anos, variando de 36 a 100 meses de
idade (MOUM et al., 2005).

As mudancas histopatologicas e a coloragdo imunohistoquimica no encéfalo
nao estdo presentes nas areas de referéncia para o scrapie classico, que seriam a

regido do Obex da medula oblonga, e especialmente o Nucleo Motor Dorsal do
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Nervo Vago. Quando presente, a vacuolizagdo e a coloragdo da IHQ sdo mais
pronunciadas no cortex cerebelar e cerebral, indicando que amostras do cerebelo,
em adicdo a area do 6bex, sdo essenciais para o diagndéstico dos casos de scrapie
Nor98 (BENESTAD et al., 2006).

A distribuicdo dos gendtipos PrP nos casos atipicos também difere. O codon
141 (Leucina, L/ Fenilalanina, F) est4 associado aos casos de Nor98. MOUM et al.
(2005) encontraram uma forte associacao entre a presenca dos casos atipicos e 0s
alelos AF141RQ e AHQ. Pelo menos um desses alelos, ou ambos, estavam
presentes em 36 dos 38 casos analisados. Os outros dois casos eram ARQ/ARQ.
Em contrapartida, nenhum animal carregando alelo VRQ foi identificado com scrapie
atipico, ainda que presente na populacdo estudada com uma frequéncia alélica de
12,5%, sugerindo que este alelo confere resisténcia ao scrapie Nor98. SAUNDERS
et al. (2006) analisando os casos atipicos do Reino Unido, concluem que animais
carregando qualquer combinacdo homo ou heterozigota dos alelos ARR, AHQ e
AF14:RQ, ou qualquer destes alelos quando em conjunto com ARQ, séo susceptiveis
ao scrapie atipico. Animais heterozigotos ou homozigotos para VRQ, ou
homozigotos para ARQ sdo susceptiveis ao scrapie classico. O alelo AHQ foi
associado com o maior risco de incidéncia ao scrapie atipico (263 por 100.000
alelos), enquanto o alelo VRQ foi associado com a menor incidéncia (10 por
100.000 alelos).

A presenca esporadica de casos Unicos de scrapie atipico nos rebanhos, sem
prévio contato, levou a especulagédo de que estes casos atipicos, apesar do scrapie
ser considerado como uma doencga infecciosa, pudessem ser espontaneos, como
acontece na DCJ esporadica em humanos (BENESTAD et al., 2003; NOREMARK,
2006).

2.4 ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA EM OVINOS

A epidemia de EEB, iniciada em 1986 e com o pico em 1992, resultou em
torno de 185.000 bovinos clinicamente e fatalmente acometidos. Aproximadamente
3 milhdes de animais infectados que ainda estavam na fase pré-clinica foram

abatidos e entraram na cadeia alimentar humana no Reino Unido e em outras
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localidades. A transmissdo do EEB para o homem causou a vDCJ em mais de 170
pessoas no Reino Unido, mas também na Franca, Itdlia, Japdo e outros lugares.
Como uma medida preventiva na Unido Européia, o risco de exposi¢cdo humana ao
EEB é minimizado pelo teste rapido de todo o bovino com mais de 30 meses de
idade e pela remoc¢édo dos materiais de risco especifico da carcaga de animais que
sdo considerados como possivelmente possuindo infectividade para EEB
(GROSCHUP, 2006).

Durante os anos 80, farinha de carne e ossos (MBM - meat and bone meal)
contaminada com EEB foi fornecida para ovinos, levantando a possibilidade da EEB
ter sido transmitida para o rebanho ovino britanico e, entédo, tornando-se um risco
potencial para a saude humana. Preocupagdes posteriores foram levantadas quando
EBB foi experimentalmente transmitida para ovinos pelo desafio oral de apenas 0,5
g de material cerebral bovino contaminado (STACK, 2006).

BELLWORTHY et al. (2005) demonstraram experimentalmente que, em
animais de genotipo ARQ/ARQ, a doenca ja podia ser identificada 4 meses apdés a
dose oral nos linfonodos retrofaringeos e nas placas de Peyer e, aos 10 meses, a
infeccdo ja estava disseminada pela carcaca. Os sinais clinicos foram observados
entre 628 e 1132 dias. No SNC, o padrdo de disseminacdo da PrP* e a
vacuolizagdo eram similares ao scrapie. A doenca induzida pela infeccao
experimental foi indistinguivel do scrapie.

Exames que podem diferenciar o scrapie de EEB sao: western imunoblotting;
ELISA; imunohistoquimica (JEFFREY et al., 2001; GONZALEZ et al., 2003). Existe
desde 2001, uma regulamentacdo da Unido Européia que determina que todo o
animal positivo para scrapie tem que ser testado para EEB (EU, 2001). Até o
momento, existem registros de 2 ovinos suspeitos e um caprino confirmado de

contaminacao natural por EEB (ELOIT et al., 2005).

2.5 O PAPEL DA GENETICA NA EPIDEMIOLOGIA E PATOGENIA DO SCRAPIE

O scrapie em ovinos é uma doenca infecciosa, na qual a susceptibilidade
genética tem um papel importante (GOLDMANN et al. 1990; HUNTER et al.
1997a,b). A primeira publicacdo indicando que o gendtipo da PrP poderia estar
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relacionado a resisténcia ou susceptibilidade dos ovinos ao scrapie foi em 1989
(HUNTER et al.,, 1989). Nos 17 anos subsequentes a este primeiro relato de 30
ovinos, dezenas de milhares de animais ja foram genotipados. Somente o National
Scrapie Plan (NSP) da Gra Bretanha genotipou mais de um milhdo de ovinos. O
processo de selegcdo de animais resistentes ao scrapie que vem sendo aplicado em
toda a Europa é sem precedentes, tanto em tamanho quanto em efeitos. Em
conjunto com a anélise da deposicdo da proteina PrP*® no tecido encefélico, este
grande “experimento” esta produzindo novas e importantes informagdes sobre o
gene PrP e sobre os gendtipos dos ovinos que aparentemente sdo capazes de
suportar uma infeccdo (HUNTER, 2006).

Polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171 sédo os parametros determinantes
(BELT et al., 1995; HUNTER et al. 1996, 1997a,b). Porém, até o presente momento,
26 polimorfismos confirmados (tabela 1) e outros ndo confirmados ja foram descritos
para a sequéncia de aminoacidos da PrP em ovinos (GOLDMANN et al., 1990;
GOLDMANN et al., 1991; LAPLANCHE et al, 1993; BELT et al, 1995;
CLOUSCARD et al., 1995; BOSSERS et al.,, 1996; THORGEIRSDOTTIR et al.,
1999; TRANULIS et al.,, 1999; O'ROURKE et al., 1996; DeSILVA et al., 2003;
GOMBOJAV et al., 2003; GUO et al., 2003; SEABURY e DERR, 2003; BILLINIS et
al., 2004).

Levando em conta os codons 136, 154 e 171, respectivamente, a variante
ARQ ¢é considerada como o alelo ancestral porque a maioria das variagbes da
proteina PrP poderia ter derivado de uma Unica mutacdo de ponto na sequéncia
ARQ (EFSA, 2006). Entre as possiveis combinagfes dos aminoacidos nestes trés
principais cdédons, apenas cinco sdo normalmente encontradas nos ovinos. Os alelos
sdo ARR; ARQ; ARH; AHQ; VRQ, cujos pareamentos em homo ou heterozigose,
geram 15 gendtipos possiveis (BELT et al., 1995; DAWSON et al., 1998).

E dificil discutir as vantagens genéticas destes polimorfismos na auséncia de
uma peca central de informacdo: a funcdo biolégica verdadeira do PrP e o efeito
destes polimorfismos na sua funcdo. Porém, estd claro que a susceptibilidade do
genotipo ARR/ARR aos agentes causadores do scrapie classico atualmente
circulantes é extremamente baixa, sendo nula (HUNTER, et al., 1997a; ELSEN et
al., 1999; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999; TRANULIS et al., 1999; ACIN et al.,
2004; BILLINIS et al., 2004). Com excec¢ao de um animal da raga Suffolk no Japé&o
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(IKEDA et al., 1995), e que posteriormente ndo foi confirmado, ndo ha um Unico caso
de infeccdo natural de uma animal homozigoto ARR. Entretanto, a recente
identificagdo em animais ARR/ARR de: a) acumulo atipico de PrP anormal (scrapie
atipico) em ovinos (BUSCHMANN, et al.,, 2004b; LeDUR et al., 2005) e b)
transmissao a ovinos de EEB apds desafio intracerebral (HOUSTON et al., 2003) e
desafio oral (ANDREOLETTI et al., 2006a), indicam que a resisténcia deste genotipo
as EETs néo é absoluta.

TABELA 1 — Polimorfismos confirmados do gene PrP encontrados em ovinos

Aminoé&cido da proteina PrP Aminoécido da proteina PrP

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

Fonte: adaptado de EFSA (2006).
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Por outro lado, o alelo VRQ é considerado como associado a alta
susceptibilidade as EETs em ovinos, na maioria dos agentes até entdo identificados
como circulantes atualmente (ELSEN et al., 1999; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999;
TRANULIS et al., 1999; ACIN et al., 2004; BILLINIS et al., 2004). Porém, para a
EEB, uma baixa susceptibilidade dos portadores de alelo VRQ pode ser observada
(FOSTER et al., 2001).

A combinacdo dos demais alelos apresenta resisténcia/susceptibilidade
intermediarias e variaveis. DAWSON et al. (1998) foram os primeiros a propor uma
classificacao para as diferentes combinacgdes alélicas, agrupando os genotipos em 5

grupos, sendo o R1 o mais resistente e 0 R5 o mais susceptivel (tabela 2).

TABELA 2 — Classificagdo dos diferentes gendtipos encontrados em ovinos, em
racas onde os 5 alelos estédo presentes, quanto a
resisténcia/susceptibilidade ao scrapie

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

Fonte: DAWSON et al. (1998).
Obs.: grupo R1 indica a menor susceptibilidade ao scrapie, que vai aumentando até chegar
ao grupo 5, que tem a maior susceptibilidade.

A forma como o polimorfismo atua no risco do aparecimento da doenca néo é
bem conhecida. Sabe-se que a conversdao da forma normal da proteina do
hospedeiro, PrP°, para a forma anormal e patogénica, PrP*, é fundamental para o
processo da doencga, e pode ser que a taxa de conversao das duas formas seja alelo
dependente. Assim, em ovinos, a proteina produzida pelo alelo ligado a mais alta
incidéncia de scrapie, o VRQ, pode converter mais facilmente & forma PrP¢ e
resultar num relativamente rapido aparecimento da doenca. Em contraste, 0s outros

alelos que sdo menos associados com a doenca ou que apresentam periodos mais
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longos de sobrevivéncia deve produzir PrP® que converte menos facilmente,
enquanto que o alelo associados fortemente a resisténcia, o ARR, pode produzir
uma forma de PrP°® que ndo se converte ou o faz com extrema dificuldade
(HUNTER, 1997).

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 (GOLDMAN et al., 1994; DAWSON et al., 1998). Por
exemplo, o alelo ARQ é considerado altamente susceptivel as EETs em geral
(inclusive a infec¢@o experimental por EEB); porém em um isolado em particular, tipo
SSBP-1, torna-se impossivel propaga-lo em animais ARQ/ARQ (GOLDMANN et al.,
1994). BAYLIS et al. (2004) e O'DOHERTY et al. (2002), analisando risco de
determinado gendtipo estar associado ao scrapie, encontram valores bastante
diferentes para a presenca dos alelos AHQ e ARQ.

Quanto as racgas, relatos de diferentes paises, principalmente europeus e,
muitas vezes, incluindo ragas nativas, tém sido publicados. O objetivo destes
trabalhos é conhecer a variabilidade do gene PrP presente nos seus rebanhos, a fim
de servir como base para possiveis programas de selecdo de animais
geneticamente mais resistentes. Mesmo paises sem casos de scrapie tém
genotipado seus rebanhos (LAN et al., 2006; BOSSERS et al., 1999).

Hé dados de rebanhos genotipados na Austria (SIPOS et al, 2002), Alemanha
(JUNGHANS et al., 1998; KUTZER et al., 2002), China (LAN et al., 2006), Espanha
(HURTADO et al., 2002; ACIN et al., 2004; MOLINA et al., 2006), Estados Unidos
(WESTAWAY et al., 1994; O'ROURKE et al., 1996; DeSILVA et al., 2003); Franca
(ELSEN et al., 1999); Holanda (BELT et al., 1995); Itdlia (VACCARI et al., 2001),
Irlanda (O'DOHERTY et al., 2000; 2001), Islandia (THORGEIRSDOTTIR et al.,
1999); Grécia (BILLINIS et al., 2004); Portugal (GAMA et al., 2006), Gra Bretanha
(HUNTER et al.,, 1997a,b; TONGUE et al.,, 2004, 2005; EGLIN et al., 2005;
TOWNSEND et al., 2005), Nova Zelandia (BOSSERS et al., 1999).

Nestes paises, varios métodos para a determinacao do genoétipo PrP tém sido
utilizados. Os mais comuns sdo o0 seguenciamento convencional de produtos de
PCR (SIPOS et al., 2002; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999), analise de cada codon
pelo primer extension assay (VACCARI et al., 2004); hibridac&o de oligonucleotideos
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(HUNTER et al., 1997b) e PCR-RFLP (ELSEN et al., 1999; ACIN et al., 2004;
LUHKEN et al., 2004).

Outros métodos, mais recentes e menos difundidos ainda, podem ser
utilizados, como o PCR-single-strand conformational polymorphism analysis (ZHOU
et al., 2005) e PCR with Melting Curve Analysis, utilizando o método Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET) (SCHUTZ et al., 2006).

2.6 PLANOS NACIONAIS DE CONTROLE DO SCRAPIE

Além do conhecimento ainda limitado das vias de transmissdo e, até
recentemente, sem testes laboratoriais que pudessem dar suporte ao diagndstico
ante-morten, o controle do scrapie torna-se bastante dificil. Exatamente por isso que
a possibilidade de genotipagem do rebanho ovino, surgida na década de noventa e
associando genétipos ao risco clinico de scrapie, ofereceu uma nova perspectiva
nas estratégias de controle (DAWSON, 2006).

Na Gra-Bretanha, o servico de genotipagem comercial dos rebanhos ovinos
esta disponivel desde 1994. Desde entdo, em muitos rebanhos foi iniciado um
programa de controle baseado na genotipagem e descarte seletivo dos gendétipos
mais susceptiveis e com maiores risco de desenvolver a doenga clinicamente.
Porém, foi ap6s o descobrimento do vDCJ (WILL et al., 1996) e da evidéncia de que
a EEB poderia ser experimentalmente transmitida para ovinos pela via oral
(FOSTER et al., 1993; BELLWORTHY et al., 2005) que o Comité de Encefalopatias
Espongiformes recomendou um programa nacional de controle, baseado na
genotipagem do gene PrP. Assim, em 2001 foi langado o National Scrapie Plan
(NSP) (disponivel em http://www.defra.gov.uk) para rebanhos de racas puras

registradas e que foi estendido para os rebanhos de ragas puras néo registradas em
2002 (RODEN et al., 2006). O programa, que € voluntario, atualmente tem como
base o Ram Genotyping Scheme (RGS), baseado na selegcdo positiva de
reprodutores com alelo ARR e na selecdo negativa para o VRQ. Aproximadamente
600.000 carneiros ja foram genotipados em 12.000 rebanhos (DAWSON, 2006). O
programa apresenta uma tabela que serve de guia para as restricdes de utilizacao
em cruzamentos, de acordo com o genétipo dos animais (tabela 3). Paralelamente,
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existe um programa de estocagem de sémen congelado de carneiros com alelos
AHQ, ARH, ARQ e VRQ, como uma contingéncia contra futura necessidade de
reintroduzir estes alelos na populagédo (EHLING et al., 2006). Existe também o Ewe
Genotyping Service (EGS), disponiveis para os criadores que ja sdo membros do

RGS, e que seleciona as ovelhas.

TABELA 3 — Classificagdo dos diferentes gendtipos encontrados em ovinos quanto
ao grau de resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, segundo o Ram
Genotyping Scheme do NSP

Tipo Gendtipos Grau de resisténcia/susceptibilidade
1 ARR/ARR Ovinos que séo geneticamente mais resistentes
ao scrapie
ARR/AHQ Ovinos que sdo geneticamente resistentes ao
2 ARR/ARH scrapie, mas que necessitam de selecao
ARR/ARQ cuidadosa quando utilizados para cruzamentos
AHQ/AHQ
AHQ/ARH Ovinos que geneticamente tém pouca
3 AHQ/ARQ resisténcia ao scrapie e que necessitam de
ARH/ARH selecao cuidadosa quando utilizados para
ARH/ARQ cruzamentos
ARQ/ARQ
Ovinos que sao geneticamente susceptiveis ao
scrapie e que ndo devem ser utilizados para
4 ARR/VRQ reproducao, exceto dentro de um programa
controlado de reproducéo aprovado pelo
NSPAC*
228;\\528 Ovinos que sdo geneticamente muito
5 ARQ/VRQ susceptiveis ao scrapie e que nao devem ser
VROVRO utilizados para reproducéo

NSPAC* - National Scrapie Plan Administration Centre

Fonte: adaptado do NSP Genotypes Table - DEFRA (disponivel em:

http://www.defra.gov.uk/animalh/bse/othertses/scrapie/nsp/publicatsrpts/tables.htm)
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Segundo DAWSON (2006), apds a implantacdo do NSP, foi possivel
conseguir menor risco da doenga nas progénies, confianga nas vendas e valorizagéo
dos precos. Observou-se também uma reducdo de casos notificados de scrapie, que
cairam de 550 em 2000 para 260 em 2005, mesmo levando em conta que houve um
aumento na porcentagem de notificagdes (em 1995, estima-se que 30% dos
criadores notificavam o0s casos de scrapie e, em 2002, este nimero aumentou para
40%).

Atualmente existe também uma legislacdo que imp&e uma acdo compulsoria
em rebanhos com scrapie, baseada predominantemente na genotipagem e descarte
seletivo, além da restricdo de deslocamento dos animais (DAWSON, 2006).

Além de programas especificos de cada pais, desde 1° de abril de 2005 existe
uma decisdo da Unido Européia que langcou um programa de cruzamentos para
todos os paises membros (EU, 2003). Este programa inclui requerimentos
compulsérios minimos para todos os rebanhos de alto mérito genético. Os objetivos
do programa sdo aumentar a frequéncia do alelo ARR e reduzir a freqiéncia de
alelos que tenham sido identificados como susceptiveis as ETTs. Para tanto, os
animais sao identificados e genotipados antes de serem usados na reproducéo,
excluindo machos que carreguem um alelo VRQ. Existe a proibicdo para fémeas
VRQ de sair da propriedade, exceto para abate. Assim como o NSP, varios paises
aplicam regras mais rigidas, como exclusdo de ovinos ARQ/ARQ para reproducao,
ou estendendo essas regras também para outros tipos de rebanho e ndo somente
para os de “alto mérito genético”.

Nos Estados Unidos, o Servico de Inspecdo Sanitaria Animal e Vegetal do
Departamento de Agricultura (Department of Agriculture’s — USDA — Animal Plant
Health Inspection Service — APHIS) estd usando a genotipagem para determinar
quais os animais que, apoés terem sido expostos a infec¢do por scrapie, devem ser
removidos ou restrito aos rebanhos afetados e quais estdo livres para
deslocamentos de forma irrestrita. Sdo reconhecidos como importantes os cédons
171 e 136 na determinacao da susceptibilidade ao scrapie nos EUA (APHIS, 2005)
(tabela 4).

O plano americano, denominado The National Genetics Based Flock Clean-up
Plan permite que criadores com rebanhos afetados permanecam ou desloquem
ovinos classificados como RR171; AA13s QR3171 € a maioria dos AVizs QR371 de forma
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irrestrita. Também ha que se remover ou restringir todas as ovelhas QQ expostas,
cabras expostas e os descendentes de ovelhas acometidas por scrapie (disponivel

no enderego http://www.aphis.usda.gov/vs/nahps/scrapie).

TABELA 4 — Classificagdo dos diferentes genétipos encontrados em ovinos quanto
ao grau de resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, segundo o The
National Genetics Based Flock Clean-up Plan nos EUA

Genotipos Grau de resisténcia/susceptibilidade

Ovinos que sao quase completamente resistentes ao scrapie.
AAi13zs RR171  Estes animais sdo altamente improvaveis de carregar ou transmitir
0 scrapie.

Ovinos que sao raramente susceptiveis ao scrapie. Nao se sabe
se animais deste gendtipo infectados podem transmitir a doenca.
AA13s QR171 O risco a partir destes animais é provavelmente menor, uma vez
que animais AA13s QR171, quando infectados, raramente
apresentam PrP anormal fora do encéfalo.

Ovinos que sao susceptiveis a algumas cepas de scrapie.
Somente dois casos foram identificados nos EUA.
AVi3s QR171 O risco a partir destes animais é provavelmente menor, uma vez
que animais AV13s QR171, quando infectados, raramente
apresentam PrP anormal fora do encéfalo.

00 Ovinos que sao muito susceptiveis ao scrapie e que podem
ok transmitir a doenca a outros rebanhos susceptiveis.

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

Em geral, os planos e programas seletivos de cruzamentos, quer com maior
ou menor pressdo de selecdo, visam aumentar a frequéncia alélica do alelo ARR e
diminuir a do VRQ. Algumas preocupacdes vém sendo levantadas pela comunidade



cientifica, quanto aos possiveis efeitos destes tipos de programas (BISHOP, 2006;
ROUGHSEDGE et al., 2006; EFSA, 2006), destacando-se:

possiveis efeitos adversos na resisténcia a outras doencgas;

risco de consanguinidade, diminuindo a variabilidade genética;

aparecimento de casos atipicos de scrapie e outras EETs, cujos genoétipos
selecionados néo sejam resistentes;

interferéncia em outras caracteristicas produtivas.

Apesar destas preocupacdes, uma recente avaliagdo de risco biologico (EFSA,

2006) considera que, baseado nos dados atuais disponiveis, ndo existem riscos

gerais, em nenhum dos itens listados anteriormente, associados com o atual

programa de cruzamentos proposto pela decisdo 2003/100/EC da Unido Européia
(EU, 2003).
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Para a genotipagem do gene PrP, nos codons 136, 154 e 171, e a correlacdo

do polimorfismo do gene com a presenca da prion, determinante do scrapie em

ovinos, seguiram-se varias etapas, apresentadas na figura 4.

FIGURA 4 — Fluxograma das etapas da genotipagem do gene PrP, para os codons

136, 154 e 171, de diferentes racas de ovinos do Estado do Paran&
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3.1 SELECAO DE REBANHOS

Foram avaliados ovinos de diferentes racas e propriedades no Estado do
Parana, sendo colhidas amostras de sangue de animais das principais racas de
corte: Suffolk, Hampshire Down; Texel; lle de France; Dorper; Dorset; Santa Inés. O
recrutamento das propriedades e dos rebanhos foi feito por meio de contato com
proprietarios, criadores de animais de racga pura, e que, apos explicacdo do trabalho
a ser realizado, estivessem dispostos a ceder amostras de sangue de seus animais.

O critério de inclusdo de animais foi definido baseado no grau de pureza
racial. Para tanto, os animais deviam ser Puros de Origem (PO), devidamente
registrados na Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO) para que
pudessem ser incluidos como representantes da raga. Apenas amostras de animais
da raca Crioula e dois exemplares da raca Damara ndo eram registrados.

Procurou-se selecionar o maior numero de animais geneticamente nao
relacionados (sem parentesco), quando das colheitas de sangue. Muitas vezes,
numa propriedade, era possivel encontrar animais comprados de outros
criadores, geralmente os reprodutores, e com genitores totalmente diferentes, o que
permitiu que, dentro de uma mesma propriedade, existissem origens genéticas
diferenciadas. Para comprovar estas origens genéticas diferentes, posteriormente as
colheitas de sangue, foram analisadas as genealogias dos animais amostrados (por
meio dos Registros Genealdgicos, disponibilizados online pela ARCO

(http://www.arcoovinos.com.br/).

Parte dos animais genotipados neste trabalho (128 animais) pertencia ao
rebanho do Setor de Ovinocultura da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(PUCPR). Este rebanho era composto por dois grupos de animais: 53 animais puros
da raca Hampshire Down (HD) e 75 animais mesticos, com diferentes graus de
sangue das racas Texel, lle de France, Hampshire Down e mesmo animais sem raca
definida (SRD) e, ainda, 5 animais mesti¢cos das racgas Crioula (2), Ideal, Corriedale e
Karakul. Reprodutores puros da raga Hampshire eram utilizados nos cruzamentos
das fémeas mesticas. Do rebanho puro, exceto por quatro ovelhas mais velhas
(nascimento entre 1997 e 1999) e o reprodutor, todos os demais animais eram
nascidos na propriedade. Ja dos 75 animais mesticos, 33 (44,0%) foram comprados
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de outras propriedades, nos anos de 2002 e 2003, e o restante era nascido no Setor
de Ovinocultura da PUCPR.

Este rebanho foi selecionado para o estudo por ter casos confirmados de
scrapie, tornando estes animais potencialmente contaminados pelo prion. Foram
registrados trés casos no periodo de janeiro de 2003 a outubro de 2004 (POHL DE
SOUZA et al. 2005).

3.2 GENOTIPAGEM

Para a genotipagem dos cédons 136, 154 e 171 foram utilizadas duas
técnicas: Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo — RFLP (do
termo em inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) e sequenciamento

direto em seqiienciador automatico.

3.2.1 Extracéo e purificacdo do DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir de amostras congeladas de sangue. O
sangue era colhido da veia jugular externa, utilizando frascos a vacuo contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Apdés a colheita, os
frascos eram mantidos sob refrigeracdo até chegarem ao laboratorio, onde eram
colocados em freezer a 20°C negativos até o inicio da extracao.

A extracdo e purificacdo do DNA foram feitas utilizando proteinase K e
fenol/cloroférmio, conforme SAMBROOK e RUSSELL (2001). Esta técnica é para a
extracdo de DNA de alto peso molecular e esta adaptada a amostras de sangue
congeladas.

Para extracdo e purificacdo do DNA, inicialmente as amostras de sangue
eram descongeladas em estufa a 37 °C. Em seguida era transferido 1 mL de sangue
para tubos de 2 mL e adicionado volume/volume de solucao salina fosfatada (PBS —
0,01M NaHPO4 e 0,15M NaCl, pH 7,2). Centrifugava-se a 3500 xg durante 15
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante era retirado, permanecendo

apenas o sedimento no fundo do tubo, ao qual era adicionado 1 mL de tampéo de
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lise (TL — 10mM Tris-HCI pH 8,0, 0,AM EDTA pH 8,0 e 0,5% SDS). Agitava-se
vigorosamente em vortex.

Uma solucdo a 20 ng/mL de RNAse era adicionada, atingindo uma
concentracgao final de 40 pg/mL. As amostras, entdo, permaneciam em banho-maria
a 37° C durante 1h. Apos este tempo, adicionava-se proteinase K (solugcdo a 20
ng/mL), numa concentracdo final de 100 pg/mL e permaneciam em banho-maria a
50 °C durante 3h.

Uma vez retiradas do banho-maria, as amostras eram mantidas a temperatura
ambiente e adicionava-se volume/volume de fenol saturado pH 8,0,
homogeneizando bem. Centrifugava-se a 5000 xg durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Eram transferidos 800 pl do sobrenadante para outro tubo e repetia-se o
procedimento. Adicionava-se entdo volume/volume de fenol: cloroférmio: &lcool
isoamilico (25:24:1), repetindo a centrifugacdo e retirando-se 400 pl do
sobrenadante. Por dltimo, volume/volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1),
centrifugando-se e retirando 200 pl do sobrenadante. Para a precipitacdo do DNA
acrescentava-se 0,1 volume de acetato de sodio 3 M, pH 5,5, e homogeneizava-se.
Adicionavam-se 2 volumes de etanol absoluto gelado e as amostras eram mantidas
em freezer a 20 °C negativos durante a noite.

No dia seguinte, era feita uma centrifugacéo a 12000 xg durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante era desprezado e os sedimentos (que
continham o pellet de DNA) eram lavados com alcool 70%, centrifugando a 12000 xg
durante 5 minutos. Este processo era repetido e a seguir deixava-se secar a
temperatura ambiente e fazia-se a ressuspensao em 100 pl de tampé&o tris-EDTA
(TE — 20mM TrisHCI pH 8,0 e 1M EDTA pH 8,0).

A quantificagdo e avaliagdo da pureza das amostras de DNA obtidas foram
realizadas por espectofotometria, determinando a absorbancia em 260 e 280nm,
sendo sua integridade verificada em gel de agarose a 1%. A leitura em 260 nm
fornece a concentragdo de acidos nucléicos e a leitura em 280nm, de proteina. A
divisdo do resultado obtido em 260nm pelo obtido em 280nm serve como referéncia
da qualidade da amostra, devendo estar entre 1,8 e 2,0.
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3.2.2 PCR-RFLP

Uma das técnicas utilizadas para a genotipagem do gene PrP foi a anélise do
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo — RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”). Para distinguir os cinco alelos baseados no
polimorfismo dos cédons 136 (alanina, A/ valina, V); 154 (histidina, H/ arginina, R) e
171 (histidina, H/ glutanina, Q/ arginina; R), as amostras de DNA obtidas na extragao
foram submetidas a duas reactes de PCR e, posteriormente, o produto de cada uma
delas foi clivado pelas enzimas de restricdo (ER) BspDI e BspHI, segundo LUHKEN
et al. (2004), com modificacdes.

Para a amplificagéo dos dois fragmentos de DNA, foi realizada uma reacéo de
30 ul (tabela 5). ApGs a preparacdo da mistura, era acrescentado o DNA do animal,
homogeneizado e as misturas para a amplificacdo eram colocadas no termociclador
Thermo Hybaid. Ap6s uma desnaturacgéo inicial a 94 °C durante 1,5 minutos, eram
realizados 40 ciclos de amplificacdo, incluindo desnaturagcdo a 94 °C por 20
segundos, hibridacao a 55 °C por 20 segundos e extensao a 72 °C por 20 segundos,

seguidos de uma extenséo final durante 5 minutos a 72 °C.

TABELA 5 — Componentes e suas concentracdes nas duas reacoes de PCR

realizadas para a posterior clivagem por enzimas de restricao

Volume na Concentracao Concentracao

reacao Final
Tampéo 3,0 pl 10 x 1x
Cloreto de magneésio 1,0 50 mM 1,5 mM
deoxirribonucleotideos 0,6 pl 10 mM 0,2 mM
trifosfatados (ANTP)
Iniciador direto 0,5 pl 20 pmol/ul 10 pmol
Iniciador reverso 0,5 pl 20 pmol/ul 10 pmol
Tag Polimerase 0,12 ul 5 U/l 0,6 U
DNA 2,0 ul variavel variavel

Agua ultra pura 22,28 ul
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Em ambas as rea¢bes de PCR, os oligonucleotideos iniciadores (primers)
diretos eram iguais, variando os iniciadores reversos (quadro 3). O conjunto de
iniciadores 1 e 3 foi utilizado na primeira reacdo de PCR e o conjunto 2 e 4, na
segunda. A regido amplificada corresponde a do nucleotideo 342 até a do
nucleotideo 539 (iniciadores 1 e 3) e 538 (iniciadores 2 e 4) do PRNP, gerando

produtos de, respectivamente, 197 e 196 pares de bases (pb).

QUADRO 3 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas duas reacdes de PCR-
RFPL para amplificacdo do gene PrP

Primer Sequéncia
Iniciador 1 — DIRETO 5- TGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCT - 3
Iniciador 3 — REVERSO 5- TGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATC - 3
Iniciador 2 — DIRETO 5- TGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCT - 3
Iniciador 4 — REVERSO 5- GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATAT - 3

Terminada a reacdo de amplificagcéo, os produtos da PCR eram analisados
em gel de agarose a 1,6%, preparado em tampao TAE 1X (0,04 M Tris acetato e 1
mM de EDTA), a fim de identificar as amostras com produtos Unicos da amplificacao.
A eletroforese era realizada em sistema de gel submerso em tampéo TAE 1X, a
60V. Para aplicacdo no gel, 10 ul do produto de PCR eram misturados a 1 ul de
tampéo para aplicacdo de amostras de DNA em gel 10X (0,025% de azul de
bromofenol e 50% de glicerol), marcador de migracdo das amostras de DNA.
Também eram aplicadas, em cada gel, amostras de padrdo de massa molecular. O
gel posteriormente era corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL), por 20 minutos,
visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado. O tamanho dos produtos de PCR
foi estimado pela interpolacdo em escala semi-logaritmica da distancia de migragéo
do padrédo de massa molecular. As amostras eram, entdo, mantidas congeladas a 20
°C negativos até a clivagem com as enzimas de restricdo.

Para as reacOes de clivagem, foram utilizadas as ER BspDI e BspHI. O
produto da primeira PCR (iniciadores 1 e 3) era clivado somente com a ER BspHI. J&

o produto da segunda PCR (iniciadores 2 e 4) era submetido a digestdo com as
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duas enzimas. A reacgao de clivagem (tabela 6) depois de preparada era mantida em
estufa a 37 °C, durante toda a noite (média de 12 horas). As amostras eram
submetidas a eletroforese em gel de agarose numa concentracdo de 2,5%,
preparado em tampdo TBE 1X (500 mM. de Tris-HCI, 60 mM de acido borico e 83
mM de EDTA). A corrida eletroforética era feita a 35V, durante 6 horas. Para
aplicacdo no gel, o volume total da reagéo de clivagem, 15 pl, era misturado a 1,5 pl
de tampéo para aplicacdo de amostras de DNA em gel 10X (0,025% de azul de
bromofenol e 50% de glicerol). Também eram aplicadas amostras de padrdao de
massa molecular. O gel posteriormente era corado com brometo de etideo (0,5
ug/mL), por 20 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado para a

analise dos genétipos, com auxilio do programa GELPROanalyzer.

TABELA 6 — Componentes e suas concentracdes nas reacgdes de clivagem dos
produtos das duas PCR pelas ER BspDI e BspHI

Primeira PCR (primers 1 e 3) Segunda PCR (primers 2 e 4)

volume na concentracao volume na concentracao
reacao final reacao final
Tampéo 10x 1,5 pl 1x 1,5 pl 1x
BspHI (10 U/pl) 0,25 pl 25U 0,25 ul 25U
BspDI (5 U/pl) - - 0,5 ul 25U
Produto da PCR 8,0 ul variavel 8,0 ul variavel
Agua ultra pura 5,25 ul 4,75 ul

O produto de 197 pb da primeira PCR foi produzido pelo iniciador reverso
modificado 3 (quadro 3), que cria um sitio de restricdo artificial para a ER BspHI
quando hé histidina na posi¢cédo 171 (figura 5). A enzima BspHI tem o seguinte sitio
de restricdo (mesmo sitio de restricdo das enzimas Pagl, Rcal):

T ¥V CATGA
T CATGA
AGTAC T
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O produto de 196 pb da segunda PCR, produzido pelo iniciador reverso
modificado 4 (quadro 3) , possui um sitio de restricdo artificial para a ER BspDI
qguando ha arginina na posi¢édo 171 (figura 5). A enzima BspDI tem o seguinte sitio
de restricdo (mesmo sitio de restricdo das enzimas Bamlll, Bsa29l, Bscl, BseCl,
BsiXl, Bsp106l, BspXl, Bsul5l, Clal):

AT ¥ CGAT
AT CGAT
TAGC TA

Em ambos os fragmentos, os codons para a valina na posicdo 136 e para
histidina na posicao 154 séo sitios de restricdo para a enzima BspHI.

FIGURA 5 — Sitios artificiais de restricdo, criados pelos iniciadores reversos 3 e 4,
nos produtos de amplificacéo da primeira e segunda PCR e clivados

por enzimas de restricdo

agtggatcat tatagtaaccagaacaactttgtgcatgac cat - Histidina

agtac Vtatcattggtcttgttgaaacacgt - INICIADOR REVERSO 3

BspHI T V¥V CATGA

T CATGA
AGTAC T

agtggatcgg tatagtaaccagaacaactttgtgcatgac ~ cgg - Arginina

tagcc Vtlatatcattggtcttgttgaaacacg — INICIADOR REVERSO 4

Bsp DI AT V¥ CGAT

AT CGAT
TAGC TA
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Incluindo todas as possibilidades para cada alelo em cada uma das PCR-
RFLP, é possivel montar uma tabela com todos os tamanhos de fragmentos
esperados para os 15 diferentes gendtipos do PrP normalmente encontrados em
ovinos (tabela 7).

TABELA 7 — Tamanhos dos produtos de PCR com 197 e 196 pb, apds a digestéao
com as enzimas BspHI e BspDI dos 5 alelos e 15 gendtipos do gene

PrP comumente encontrados em ovinos

ALELOS
197 pb — BspHI 196 pb — BspHI e BspDI
ARR 197 170 (26)
ARQ 197 196
ARH 172 (25) 196
AHQ 118 e 79 118 e 78
VRQ 131 e 66 130 e 66
GENOTIPOS
197 pb — BspHI 196 pb — BspHI e BspDI
ARR/ARR 197 170 (26)
ARR/ARQ 197 196 e 170 (26)
ARR/ARH 197 e 172 (25) 196 e 170 (26)
ARQ/ARQ 197 196
ARQ/ARH 197 e 172 (25) 196
ARH/ARH 172 (25) 196
AHQ/AHQ 118 e 79 118 e 78
VRQ/VRQ 131 e 66 130 e 66
ARR/AHQ 197, 118 e 79 170 (26), 118 e 78
ARR/VRQ 197, 131 e 66 170 (26), 130 e 66
ARQ/AHQ 197,118e 79 196, 118 e 78
ARQ/VRQ 197,131 e 66 196, 130 e 66
ARH/AHQ 172 (25), 118 e 79 196, 118 e 78
ARH/VRQ 172 (25), 131 e 66 196, 130 e 66
AHQ/VRQ 131, 118, 79 e 66 130, 118, 78 e 66




3.2.3 Sequenciamento

A outra técnica utilizada para a genotipagem do gene PrP foi o
sequenciamento. A reacdo de sequenciamento foi realizada a partir de produto de
PCR, utilizando o Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham
Biosciences). ApO0s a reacdo, os produtos fluorescentes eram analisados em
sequenciador automatico ABI 377 (Applied Biosystems) conforme protocolo e
programas recomendados pelo fabricante.

Inicialmente, uma primeira PCR era realizada, amplificando o gene PrP na
sua totalidade. O iniciador direto 5-ATGGTGAAAAGCCACATAGGCAGT-3 e o
iniciador reverso 5-CTATCCTACTATGAGAAAAATGAG-3" correspondem ao inicio
e ao final do gene PrP. Para esta amplificacdo, uma mistura de 50 ul era preparada
(tabela 8), as amostras eram acrescentadas, homogeneizadas e as misturas para
amplificagdo colocadas no termociclador MJ Research (PTC-100).

TABELA 8 — Componentes e suas concentracdes na reacao de PCR realizada para

0 posterior sequenciamento

Volume na Concentracao Concentracao

reacao Final
Tampéo 5,0 pl 10 x 1x
Cloreto de magneésio 1,5 ul 50 mM 1,5 mM
dNTP 2,0 ul 5 mM 0,2 mM
Iniciador direto 0,5 pl 20 pmol/ul 10 pmol
Iniciador reverso 0,5 pl 20 pmol/ul 10 pmol
Taqg Polimerase 0,2 ul 5 Ulul 10U
DNA 3,0l variavel variavel
Agua ultra pura 37,3 ul

ApOs uma desnaturagdo inicial a 95 °C durante 5 minutos, 40 ciclos de
amplificagdo eram realizados, incluindo desnaturagcdo a 95 °C por 1 minuto,
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hibridacdo a 60 °C por 1 minuto e extensédo a 72 °C por 1,5 minutos, seguidos de
uma extensao final durante 7 minutos a 72 °C.

Terminada a reacdo de amplificacdo, era realizada a eletroforese em gel de
agarose a 1,6%, preparado em tampao TAE 1X (0,04 M Tris acetato e 1 mM de
EDTA), a fim de identificar as amostras com produtos Unicos de 771 pb. Estas
amostras eram, entdo, mantidas congeladas a 20°C negativos para a posterior
purificacao e sequenciamento.

A purificagdo dos produtos de PCR para posterior sequenciamento direto foi
realizada com a adicdo das enzimas SAP (shrimp alkaline phosphatase) e Exo |
(Exonuclease | de E.coli). A limpeza dos produtos de PCR antes da reacédo de
sequenciamento faz-se necessaria para a remog¢ao dos iniciadores e inativacdo dos
dNTPs néo incorporados nos produtos de PCR. Os iniciadores sédo degradados pela
acao da Exo | e os dNTPs podem ser desfosforilados pela acédo da SAP.

Inicialmente era preparada uma solugdo SAP/Exo |, com concentracao final
de 0,2 U de cada enzima. Adicionava-se 5 ul desta solugdo SAP/Exo | em 5 ul do
produto de PCR. No termociclador, eram incubadas a 37°C por 45 minutos, seguido
de 80 °C por 15 minutos (para inativar as enzimas). Posteriormente, as amostras
eram estocadas a 4°C.

Uma vez purificados os produtos da PCR, seguia-se para a reacao de
sequenciamento propriamente dita. Nesta reagdo eram utilizados outros iniciadores,
sendo o direto 5° - GTAAGCCAAAAACCAACATGAAGC - 3" e o reverso 5 -
TCGCTCCATTATCTTGATGTCAGTTT - 3'. Para esta reagdo, 0s iniciadores
estavam na concentragcdo de 5 pmol/ul. Para a reacdo de sequenciamento foi
utilizado 5 pl do produto de amplificagcéo purificado; 3 pl de reativo Dyenamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (composto por enzima, dNTPs, ddNTPs marcados
com fluorescéncia e tampdes), 1 pmol de iniciador direto ou reverso e agua pura até
um volume de 5 pl.

As amostras eram, entdo, colocadas no termociclador, com o0 seguinte
programa:

1x 950 C 30 segundos
30x 60° C 2,5 minutos
1x 60° C 5 minutos
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Os produtos da reagao de sequenciamento foram purificados adicionando-se
5 ul de agua pura autoclavada; 1 yl de acetato de amonio 7,5 M e 30 pul etanol 95%.
Os tubos foram centrifugados por 15 min a 13.000 xg, descartado o sobrenadante e
o produto lavado com etanol 70% duas vezes. Apds a Ultima centrifugacdo, o
sobrenadante era retirado e as amostras eram deixadas em local escuro por 30
minutos, a temperatura ambiente, para a evaporacdo do etanol. As amostras foram
mantidas a 20T negativos até analise no sequenciador aut omatico ABI 377.

A analise no sequenciador automatico ABI 377 gerou arquivos contendo o
eletroforetrorograma de cada sequéncia, que foram analisados pelo software
SegManll (Lasergene - DNAstar).

3.3 DIAGNOSTICO DA PrP*° POR IMUNOHISTOQUIMICA

Em abril de 2006, de 128 animais do rebanho original da PUCPR, havia 118,
pois 10 ovinos haviam morrido de causas diversas. Estes 118 animais foram
abatidos e seus 6rgdos coletados para posterior andlise, por imunohistoquimica
(IHQ), da presenca ou nao do prion. O abate foi realizado no Frigorifico Argus, Sao
José dos Pinhais. Os 6rgéos coletados foram: encéfalo; terceira palpebra, tonsilas,
ileo e baco.

Os fragmentos foram conservados em formol 10% e, em colaboragdo com o
Laboratorio de Referéncia em Diagnoésticos de Doengas Pribnicas, Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram analisados por
imunohistoquimica, segundo técnica definida pelo MAPA (BRASIL, 2004).

Para a fixagdo do material utilizou-se formalina a 10%. Apds o tempo
necessario a fixacdo (cérebro e linfonodos inteiros - trés a cinco dias de fixacao;
biépsia de linfonodos - dois dias; fragmentos de tecidos que tenham espessura em
torno de sete milimetros - um dia), os tecidos eram clivados em fragmentos de
aproximadamente dois milimetros de espessura e colocados em cassetes para
inclusdo em parafina. Para a descontaminacéo, eram embebidos em acido férmico a
95-98% durante 60 minutos. Apos serem lavadas em agua destilada, as laminas
eram colocadas novamente em formalina a 10% tamponada, durante 24 horas, para

re-equilibrarem.
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O tratamento com acido férmico elimina a infectividade do prion,
presumivelmente por romper a estrutura em B folhas da forma protéica associada a
doenca. O &cido formico também aumenta a sensibilidade da imunocoloracdo e
reduz a taxa de falsos positivos devido & deteccdo de PrP®, normal da célula.
Entretanto, o tratamento somente com &cido férmico do antigeno ndo é adequado
para a total eliminacdo do PrP celular endogeno dos tecidos linféides.

Para o processamento e inclusdo dos tecidos em parafina, seguia-se 0
processo de desidratacdo dos tecidos, através da imersdo em seqUéncia das
amostras em alcool 95%, por uma hora (3 vezes); alcool absoluto por uma hora (2
vezes) e xilol por uma hora (3 vezes).

Apés este processamento, era feita a inclusdo do material em parafina a uma
temperatura variando de 58° C a 65 C. As amostras a ser em testadas e os
controles da prova nos blocos de parafina eram cortados em quatro a seis
micrémetros de espessura e colocados em laminas especiais (tipo Probe On Plus),
seguindo as orientagdes de uso do fabricante. Foram utilizados controle positivo e
controle negativo. Para remocéo da parafina, as laminas eram colocadas a 65T por
vinte minutos.

A reidratagcdo dos tecidos era feita com lavagens subsequentes em: xilol por
cinco minutos; alcool absoluto por dois minutos; alcool 95% por dois minutos; alcool
80% por dois minutos; alcool 70% por um minuto.

O bloqueio da peroxidase enddgena era realizado enxaguando as laminas
com uma solucdo de 4gua oxigenada e metanol a 3%, sempre preparada antes do
uso. Incubava-se por 10 minutos entre 22 T e 25 € com a mesma solucéo e, logo
ap6s, as laminas eram enxaguadas submergindo-as quatro vezes em agua
bidestilada.

A ativacdo do antigeno era feita incubando-se os tecidos em uma solucgéo de
acido formico a 95% por cinco minutos entre 22 € e 25 °C, em um recipiente
resistente ao acido. Lavava-se cuidadosamente e neutralizava-se em tampao Tris-
HCI, usando trés enxagles rapidos, seguido de incubacdo por um minuto em
tampéo fresco. O pH do lavado final devia ficar entre 7 e 8.

Apds, o suporte com as laminas era transferido para um recipiente resistente

ao calor, contendo solugédo tampéo, envolvido em papel aluminio e era autoclavado
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a 121 °C por vinte minutos. Em seguida, as laminas eram transferidas para o tampéo
tris com Tween 20 (TBST) por dez minutos.

Para a coloracdo imunohistoquimica, proteinase K (concentracédo final de 250
png/mL) era colocada sobre o corte do tecido na lamina e incubada por 1,5 minutos.
Enxaguava-se trés vezes por vinte segundos, em TBST. Em seguida, era adicionado
0 anticorpo monoclonal F89/160.1.5 (O'ROURKE et al., 1998b), diluido conforme
recomendacdes do fabricante, e incubado por dez minutos. Enxaguava-se com
TBST, trés vezes por vinte segundos. Colocava-se 100 ul do complexo biotina-IgG
anti-camundongo e incubava-se por dez minutos, entre 22 °C e 25 °C. Repetia-se 0
enxagle. Colocava-se 100 ul da peroxidase-estreptavidina e incubava-se por dez
minutos entre 22 °C e 25 °C. Novo enxagie. Entdo era adicionado o substrato
cromogeno diaminobenzidina (DAB) e incubava-se por quatro a cinco minutos.
Enxaguava-se com agua destilada, duas vezes por vinte segundos. Contracorava-se
com hematoxilina por 30 segundos para tecidos linféides e 10 minutos para
encéfalo. Novo enxagiie com 4gua e deixava-se em banho com solugéo de hidréxido
de ambnio 37 mM. Lavava-se novamente em agua.

As laminas eram deixadas na 4gua até comecar a montagem com laminula.
Para a desidratacdo dos tecidos eram realizadas as seguintes lavagens: alcool 70%
por dois minutos; alcool 80% por dois minutos; alcool 95% por dois minutos; alcool
absoluto por dois minutos; xilol por cinco minutos (2 vezes).

Montavam-se as laminas utilizando balsamo do Canadéa natural ou sintético

para fixar a laminula e a leitura era feita em microscopio optico.

3.4 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Para o calculo das freqiéncias alélicas e genotipicas foram utilizados os
dados das analises de RFLP e de sequenciamento. As frequéncias genotipica (fj) e
alélica (p) foram calculadas pela contagem direta dos genoétipos, conforme as

féormulas:
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N;j 2 f; + X

Onde n; é o numero de animais com genotipo ij e N € o namero total de

animais.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica da associa¢do entre os diferentes gendtipos e a presenca
ou nao do prion foi realizada montando-se tabelas de contingéncia e utilizando-se o

método de qui-quadrado (y°) e teste exato de Fisher.
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4 RESULTADOS
4.1 ANIMAIS

No total, foram colhidas amostras de sangue de 325 animais das racas
Suffolk, Hampshire Down, Texel, lle de France, Dorper, Dorset, Santa Inés, Crioula,
Damara e animais mesticos, resultantes do cruzamento de diferentes racas. A raca
Hampshire Down e 0s animais mesticos representam as maiores participagées com
25,5% e 23,1%, respectivamente. A raca Suffolk, com 12,3%, aparece como a

terceira raca mais frequente (figura 6 e tabela 9).

FIGURA 6 — Porcentagem de participacao de cada uma das ragas ovinas, nas 325
amostras de sangue colhidas para genotipagem para resisténcia ao

scrapie

O Crioula
4,9% 3.1%0,6% 8 3% B Damara
9,8% U Dorper
O Dorset
B Hampshire Down
Olle de France
W Mesticos
O Santa Inés
B Suffolk

23,1% 3704 25.5% B Texel
, 0

12,3%

8,6%
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As amostras foram obtidas em 22 propriedades, distribuidas em diferentes
regides do Estado do Parana e representam 57 origens diferentes, ou seja, animais
geneticamente nao relacionados, oriundos de diferentes rebanhos, alguns inclusive

de rebanhos de outros estados brasileiros (tabela 9).

TABELA 9 — Numero de animais e de rebanhos diferentes, segundo a raca

Raca Anirr?ais Anior/nais N;_rebanhos
0 iferentes
Crioula 10 3,1 1
Damara 2 0,6 1
Dorper 27 8,3 7
Dorset 32 9,8 1
Hampshire Down 83 25,5 8
lle de France 12 3,7 11
Mesticos 75 23,1 2
Santa Inés 28 8,6 7
Suffolk 40 12,3 10
Texel 16 4.9 9
TOTAL 325 100,0 57

4.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA

As extragcbes de DNA das 325 amostras resultaram em concentragdes
bastante variaveis, desde 6,2 ug/mL até 87,3 ug/mL. J& o grau de pureza destas
amostras ficou entre 1,7 e 1,9. A integridade, qualidade e quantidade do DNA,
avaliadas em gel de agarose a 1%, foram consideradas adequadas para os testes

realizados (figura 7).
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FIGURA 7 — Avaliacéo da integridade, qualidade e quantidade de DNA

Legenda: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7: amostras de DNA extraido de sangue de ovinos,
avaliadas em gel de agarose a 1% e coradas com brometo de etideo.

4.3 PCR e RFLP

A genotipagem do gene PrP foi realizada em 307 amostras pela andlise do
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo — RFLP. De cada amostra
eram realizadas duas reagbes de PCR. O produto de amplificagdo da primeira PCR
tinha 197 pb e a segunda gerava um fragmento de 196 pb (figura 8).

FIGURA 8 — Avaliagdo de banda Unica dos produtos de PCR de 197/196 pb

MM 1 2 3 4 5

600 pb —»

200pb —»

Legenda: MM — marcador de massa molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen).
1, 2, 3, 4 e 5: produtos de amplificacdo de 196/197 pb, avaliados em
gel de agarose a 1,6% e corados com brometo de etideo.
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A digestdo do produto de PCR de 197pb com a enzima BspHI e a dupla
digestdo do produto de 196pb com as enzimas BspHI e BspDI resultam em dois
padrdes, que juntos definem os gendtipos do gene PrP pela analise dos seus alelos
(tabela 7). Ao total, foram submetidas as digestdes 307 amostras cujos produtos
haviam sido obtidos anteriormente nas duas PCR. Destas, 10 amostras também
foram genotipadas pelo método do seqienciamento e, em todos 0s casos, O
resultado foi 0 mesmo.

Nas amostras analisadas, foram observados 4 dos 5 alelos do gene PrP
comumente encontrados em ovinos: ARR; ARQ; VRQ; AHQ. Em nenhum caso foi
observado o alelo ARH. Estes 4 alelos formaram sete gendtipos diferentes, dos 15
possiveis: ARR/ARR; ARR/ARQ; ARQ/ARQ; ARR/VRQ; ARR/AHQ; ARQ/VRQ e
ARQ/AHQ (figura 9).

FIGURA 9 — Andlise dos sete gendtipos do gene PrP identificados pela técnica de
PCR-RFLP

ARQ/ ARR/ * ARQ/  ARR/

ARQ ARR VRQ  ARQ
30'0_£)b

W - .
100 i

Legenda: MM — marcador de massa molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen).
1 a 7: os sete gendtipos encontrados e identificados pela andlise das
duas reac0es (a e b) de clivagem por enzimas de restricdo, em
eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corado com brometo de etideo.
a) Fragmento de PCR de 197 pb digerido pela enzima BspHi;

b) Fragmento de PCR de 196 pb digerido pelas enzimas BspHI e BspDI.



A separacdo dos genotipos ARR/VRQ, ARQ/ARQ, ARR/AHQ e ARQ/AHQ,
que apresentavam trés fragmentos apos a digestdo (ver Tabela 7, material e
métodos), foi possivel gracas a utilizacdo do programa GELPROanalyzer para a
correta identificagdo do tamanho das bandas. Na figura 10, estdo ilustradas as

respectivas bandas e a utilizagdo deste programa em nove amostras.

FIGURA 10 — Produtos da RFLP em gel de agarose a 2,5%, corados com brometo

de etideo e analisados pelo programa GELPRO analyzer

Legenda: 10 — MM — marcador de massa molecular (100 pb DNA Ladder — Invitrogen).
1 a 9: amostras de produtos da RFLP de diferentes geno6tipos e com
as bandas identificadas pela cruz em cor vermelha, indicando a
localizacao de cada banda para posterior comparagao com o
marcador de massa molecular. Bandas com a mesma denominagao
(r2, por exemplo) indicam o mesmo nimero de pb.

O gendtipo ARQ/ARQ foi o mais frequente, presente em 134 amostras
(43,6%), seguido pelo genotipo ARR/ARQ, em 103 amostras (33,6%); ARR/ARR em
33 amostras (10,7%); ARQ/VRQ em 25 amostras (8,1%) e ARR/VRQ, em 7
amostras (2,3%). Os gendtipos com os alelos AHQ apresentaram 0sS menores
percentuais, com apenas quatro amostras (1,3%) do gendtipo ARQ/AHQ e uma
Unica amostra de ARR/AHQ (0,3%). A figura 11 ilustra a distribuicdo dos diferentes
genotipos, nas 307 amostras analisadas pelo método de PCR-RFLP.
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FIGURA 11 — Distribuicdo dos sete gendtipos do gene PrP, encontrados nas 307
amostras de ovinos procedentes do Estado do Parand, Brasil,
analisadas segundo a técnica de PCR-RFLP
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4.4 SEQUENCIAMENTO

Para o sequenciamento, inicialmente era realizada uma amplificacdo do gene
PrP. O produto desta PCR era um fragmento de 771 pb (figura 12).

Foram realizadas 30 reacOes de sequenciamento com o0s produtos da
amplificacdo purificados. Em 93,33% delas, foi possivel definir o gendtipo da
amostras. Nas demais, devido a qualidade insuficiente para atribuicdo de base nas
regides alvo, ndo foi possivel a genotipagem.
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FIGURA 12 — Avaliagdo de banda Unica de produtos de PCR de 771 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 MM

<«— 2652pb

<+— 800 pb

<+— 350 pb

Legenda: MM — marcador de massa molecular (50 pb DNA Ladder — Invitrogen).
1,2,3,4,5, 6, 7 e 8 produtos de amplificacdo de 771 pb, avaliados
em gel de agarose a 1,6% e corados com brometo de etideo.

Em média, era possivel seqlienciar 379,6 nucleotideos em cada produto de
amplificacdo. A figura 13 mostra o eletroferograma gerado pelo programa SegMan
(Lasergene — DNAstar) de duas das amostras em que foi possivel sequenciar 436 e
419 pb.

FIGURA 13 — Eletroferograma de duas amostras sequenciadas, na regido entre os
nucleotideos 500 e 534

"Tra.nslate "Consensus ACCALGTGEGGATCRGTATAGTARAACTC

=

GLALCALACTTT

11.zeq{1>771) —“|laccagtggatcagtatagtaaccagaacaacttt
w6l-II(18>436) —

W CCAGTGGATCNGTATAGTAACCAGAACALALCTTT

PB?—II[l'?}dLSl] | ACCAGTGGATCNGTATAGTALCC AGAACAALCTTT
12517 (11-419) —

W CCAGTGGATCAGTATAGTAAMACC AGAACAACTTT
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Nas amostras com alelos diferentes foi possivel, por meio da analise do
eletroferograma, identificar a heterozigose na regiao de interesse (figura 14).

FIGURA 14 — Eletroferograma da amostra 397, na regido do cédon 171, mostrando
uma amostra heterozigota para os nucleotideos guanina (CGG -

Arginina) e adenina (CAG — Glutamina), resultando no genoétipo RQ

CC A G TG G AT 5/ T 2 T L G T & A COCATGGAGATCL

Somente amostras das ragas Hampshire Down (14 amostras), Texel (1
amostra) e Mesticos (13 amostras) foram sequenciadas. Os alelos ARR e ARQ
foram encontrados em todas as amostras, sendo que o genoétipo mais frequiente foi o
ARR/ARQ, presente em 39,29% das amostras. Os genétipos ARQ/ARQ e ARR/ARR
corresponderam a 32,14% e 17,86% dos animais genotipados pelo seqiienciamento,
respectivamente. J& o gendtipo ARQ/VRQ estava presente em 10,71% (tabela 10).
Os alelos AHQ e ARH nao foram encontrados em nenhuma amostra.

TABELA 10 — Distribuicdo (n) dos 4 gendtipos, segundo a raca, das 28 amostras
genotipadas pelo método do seqlienciamento

ARR/ ARQ/ ARR/ ARQ/
ARR ARQ ARQ VRQ

Hampshire Down 0 7 5 2
Texel 1 0 0 0
Mesticos 4 2 6 1
TOTAL 5 9 11 3
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4.5 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Somando-se os dados de analise dos gendétipos por meio do seqiienciamento
e RFLP, totalizam-se 325 amostras genotipadas, representando as principais racas
de ovinos de corte criados no Parana. A porcentagem de representacdo de cada
uma das racas no total de amostras genotipadas para o prion PrP esté representada
na figura 15.

FIGURA 15 — Numero de animais de cada uma das racas ovinas, nas 325 amostras
genotipadas do gene PrP, pelas técnicas de PCR-RFLP e

sequenciamento

O Crioula

B Damara

O Dorper
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Olle de France
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O Santa Inés

B Suffolk
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A genotipagem pela técnica de PCR-RFLP e seqienciamento dos animais
pertencentes as nove ragas estudadas e 0s animais mesticos mostra que 0s
gendtipos ARR/ARQ e ARQ/ARQ sédo os mais freqlentes (tabela 11).

TABELA 11 — Distribuicdo (n) dos sete gendtipos, segundo a raca, dos 325 animais

genotipados pelo método de PCR-RFLP e seglienciamento

N° ARR/ ARR/ ARQ/ ARR/ ARR/ ARQ/ ARQ/

Raca animais ARR ARQ ARQ VRQ AHQ VRQ AHQ
Crioula 10 5 3 2 - - - -
Damara 2 - - 2 - - - -
Dorper 27 - 3 17 1 - 6 -
Dorset 32 2 10 18 - - 2 -
Hampshire Down 83 4 33 36 2 - 8 -
lle de France 12 4 7 1 - - - -
Mesticos 75 16 32 19 2 - 4 2
Santa Inés 28 - 8 12 2 1 3 2
Suffolk 40 4 10 26 - - - -
Texel 16 3 4 7 - - 2 -
TOTAL 325 38 110 140 7 1 25 4

Excetuando-se a raca Damara, em que foram genotipados apenas dois
animais e ambos eram ARQ/ARQ, em todas as demais ragas, foram encontrados os
gendtipos ARQ/ARQ e ARR/ARQ, variando apenas a frequéncia. O genotipo
ARR/ARR néo foi observado nas racas Dorper e Santa Inés. Genétipos com a
presenca do alelo AHQ somente foram observados nos animais mesticos e na raca
Santa Inés. Genotipos com o alelo VRQ, por sua vez, ndo foram observados nas
racas lle de France e Suffolk. Entre as ragas analisadas, a que apresentou maior
variabilidade, com seis gendtipos diferentes, foi a raga Santa Inés, assim como 0s
mesti¢cos, que também apresentaram 6 gendtipos (figura 16).



60

FIGURA 16 — Distribuicdo das frequiéncias genotipicas, segundo a raca, dos 325

animais genotipados pelo método de PCR-RFLP e sequenciamento

Texel
Suffolk
Santa Inés
Mest O ARR/ARR
eslicos B ARR/ARQ
lle de France OARQ/ARQ
. OARR/VRQ
Hampshire Down
B ARR/AHQ
Dorset HARQ/VRQ
Dorper B ARQ/AHQ
Damara
Crioula
0“’/0 20‘% 40‘% 60‘% 80‘% lOl)%

As freqUéncias genotipicas calculadas para as 325 amostras genotipadas
demonstraram que o gendtipo com maior frequéncia foi o0 ARQ/ARQ, com média de
0,47, variando de 0,20 na racga Crioula a 0,65 na Suffolk. O segundo genétipo mais
frequente foi 0 ARR/ARQ, com 0,29 de média e variando de 0,11 no Dorper a 0,58
na raca lle de France; seguido pelo genétipo ARR/ARR com 0,14 de média e nao
sendo encontrado nas ragas Dorper e Santa Inés. J& os genoétipos ARQ/VRQ,
ARR/VRQ; ARQ/AHQ e ARR/AHQ apresentaram uma freqiiéncia genotipica média
de apenas 0,07, 0,02, 0,01 e 0,004, respectivamente (tabela 12).
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TABELA 12 — Frequéncias genotipicas, segundo a raca, dos animais genotipados

pelo método de PCR-RFLP e seqiienciamento

Frequéncia genotipica

Raca ARR/ ARR/ ARQ/ ARR/ ARR/ ARQ/ ARQ/

ARR ARQ ARQ VRQ AHQ VRQ AHQ

Crioula 050 030 020 0,00 000 0,00 0,00
Damara 0,00 000 100 000 000 0,00 0,00
Dorper o000 011 063 004 000 0,22 0,00
Dorset 006 031 056 000 000 0,06 0,00
Hampshire Down 0,05 0,40 0,43 0,02 0,00 0,10 0,00
lle de France 033 058 008 000 000 0,00 0,00
Santa Inés 0,00 029 043 0,07 004 0,11 0,07
Suffolk 0,10 025 065 000 000 0,00 0,00
Texel 0,19 025 044 000 000 0,13 0,00
Mesticos 0,21 043 025 003 000 005 0,03

Quando se faz o calculo das frequéncias alélicas, constata-se que o alelo

ARQ é o mais frequente, com média de 0,65, seguido pelo alelo ARR, com

freqiiéncia média de 0,30. Os alelos VRQ e AHQ apresentaram frequéncias alélicas

médias, respectivamente, de 0,04 e 0,01. O alelo ARH néo foi encontrado em

nenhuma das amostras analisadas (tabela 13).
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TABELA 13 — Frequéncias alélicas, segundo a raca, dos animais genotipados pelo

método de PCR-RFLP e seqiienciamento

Frequéncia alélica

Raca ARR ARQ VRQ AHQ ARH
Crioula 0,65 0,35 0,00 0,00 0,00
Damara 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Dorper 0,07 0,80 0,13 0,00 0,00
Dorset 0,22 0,75 0,03 0,00 0,00
Hampshire Down 0,26 0,68 0,06 0,00 0,00
lle de France 0,63 0,37 0,00 0,00 0,00
Santa Inés 0,20 0,66 0,09 0,05 0,00
Suffolk 0,23 0,77 0,00 0,00 0,00
Texel 0,31 0,63 0,06 0,00 0,00
Mesticos 0,44 0,51 0,04 0,01 0,00

Classificando os animais conforme os critérios da National Scrapie Plan
(NSP) britanico (ver tabela 3 da Revisdo Bibliogéafica), observa-se que 14,4% e
29,5% do total de animais genotipados encontram-se nos tipos 1 e 2,
respectivamente, e que nao apresentam nenhuma restricdo para a reproducao. No
tipo 3, cujas restricbes variam de acordo com o tipo de producao, observa-se que ha
47,8% animais classificados. Nos tipos 4 e 5, que formam os grupos de animais que
devem ser totalmente eliminados, quer por castragdo ou abate, encontram-se 1,6%
e 6,7%, respectivamente, dos animais testados. A tabela 14 ilustra esta classificacédo

de acordo com as diferentes racas.
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TABELA 14 — Porcentagem de animais segundo classificagcdo em tipo 1, 2, 3, 4, ou

%

Raca N° animais
2 3 4 5
Crioula 10 50,0 30,0 20,0 0,0 0,0
Damara 2 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
Dorper 27 0,0 11,1 63,0 3,7 22,2
Dorset 32 6,2 31,3 56,2 0,0 6,3
Hampshire Down 83 4.8 39,8 434 2,4 9,6
lle de France 12 33,3 58,3 8,4 0,0 0,0
Santa Inés 28 00 321 500 7.1 10,8
Suffolk 40 10,0 250 650 0,0 0,0
Texel 16 18,7 250 438 0,0 12,5
Mesticos 75 21,3 427 280 2,7 5,3
TOTAL/média 325 144 295 478 1,6 6,7

4.6 CASOS CLINICOS

Os 128 ovinos da propriedade da PUCPR eram oriundos de um rebanho
potencialmente contaminados pelo prion, com casos confirmados anteriormente. Até
0 abate dos animais, em abril de 2006, haviam sido diagnosticados trés casos de
scrapie (POHL DE SOUZA et al., 2005). Tratavam-se de trés ovelhas puras da raga
Hampshire Down, com idade variando entre 6 e 6,5 anos. Todas apresentaram
como problema inicial prurido com intensidade variada (figura 17), sendo que um
dos animais demonstrava alteragcdo de comportamento, apresentando-se apatico e
outro, dificuldade de deambulac&o. Todas as ovelhas, quando estimuladas na regido
lombar, apresentavam um movimento caracteristico de labios e lingua. Os trés
animais foram adquiridos do mesmo criatorio, localizado no municipio de Teixeira
Soares — Parana e apresentavam um ascendente comum, que era pai de duas e avb

materno de outra.



FIGURA 17 — Animal com histérico e diagnostico laboratorial confirmado para

scrapie. Queda de 1a devido ao prurido

Durante o periodo de observacdo de 30 a 150 dias, em todos os casos foi
constatado agravamento dos sinais, principalmente do prurido (que levou a
formacao de edemas localizados e areas de alopecia, na regido da garupa e flancos)
e das alteracbes de comportamento (figura 18). Nao foi observada emaciacdo
importante em nenhum dos animais e apenas o Ultimo apresentou progressiva
dificuldade em manter-se em estacdo. Na necropsia ndo foi observada nenhuma
alteracdo macroscopica; o encéfalo foi retirado, fixado em formol a 20% e enviado
pelo servigo oficial ao laboratério credenciado para o diagnéstico, que confirmou
Ccomo positivos os trés casos.
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FIGURA 18 — Animal com histérico e diagnostico laboratorial confirmado para

scrapie. Areas de alopecia e edema devido ao prurido

4.7 DIAGNOSTICO DA PrP*¢ POR IMUNOHISTOQUIMICA

O resultado das andlises imunohistoquimicas (IHQ) dos 118 animais do
rebanho infectado mostrou que 103 amostras (87,3%) eram negativas para o scrapie
em todos os 0rgaos e tecidos pesquisados. Quinze animais (12,7%) eram positivos,
apresentando reagao para um ou mais tecidos. A figura 19 mostra a coloragdo da
reacao de IHQ em tonsila de um dos animais positivos.

Os 15 animais positivos apresentaram diferencas quanto aos 6rgéos e tecidos
reativos. Nenhuma das amostras foi positiva para todos os tecidos e ndo houve
reacdo positiva em nenhuma das amostras de ileo e bago. A tonsila foi o tecido que
apresentou maior porcentagem de amostras reativas, 73,3%. Em dois animais, o
tecido linféide da terceira palpebra foi reativo; em uma amostra, o resultado foi
positivo para tonsila (figura 19) e 6bex, em outra amostra somente para 6bex (tabela
15).
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FIGURA 19 — Coloracao imunohistoquimica do anticorpo monoclonal F89/160.1.5

em tonsila de ovino
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TABELA 15 — Orgéos positivos na IHQ das 15 amostras positivas para scrapie e a
porcentagem de amostras positivas para cada um deles em relacao

ao numero total de amostras positivas

Orgaos Numero de amostras % de amostras positivas
positivas
Obex 01 6,7
Obex e tonsila 01 6,7
Terceira pélpebra 02 13,3
Tonsila 11 73,3
TOTAL 15 100

Quanto a idade, houve animais positivos desde 2 anos até mais de 8 anos. O

anico animal com resultado positivo no ébex, tinha 7 anos e o0 positivo no dbex e
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tonsila, 5 anos. Os dois animais com terceira palpebra reativa, tinham 3 e 8 anos. Ja

no caso das tonsilas, onde houve o maior nimero de amostras positivas, a média de

idade foi de 4,6 anos, variando desde apenas 2 anos a até 8 anos.

Entre os 15 animais que tiveram imunohistoquimica positiva, 6 (40%) eram de

animais da raca Hampshire Down e 9 (60%) do rebanho mestico, diferenca né&o

significativa estatisticamente (p<0,5).

4.8 CORRELACAO IHQ E GENOTIPAGEM

Do rebanho de animais potencialmente contaminados por scrapie, foram

genotipados 128 animais, sendo seis genotipos encontrados: ARR/ARR; ARQ/ARQ;

ARR/ARQ; ARR/VRQ: ARQ/VRQ e ARQ/AHQ (figura 20).

FIGURA 20 — Namero de animais, de acordo com o genatipo e a raga (Hampshire

Down - HD e mesti¢cos) do rebanho potencialmente contaminado por

scrapie
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Quando se faz a correlacdo entre as andlises da IHQ com o genoétipo dos
animais, observa-se que cinco genétipos encontrados nestes animais apresentaram
amostras positivas para scrapie. Somente no genotipo ARR/ARR n&do houve casos
de scrapie.

Dentre os 15 animais positivos, a maior porcentagem ocorreu no genotipo
ARR/ARQ, representando 59% das amostras positivas, seguido pelo genétipo
ARQ/ARQ com 20%. Os genétipos ARR/VRQ, ARQ/VRQ e ARQ/AHQ
representaram 7% cada um (figuras 21).

FIGURA 21 — Namero e porcentagem de ovinos com IHQ positiva (n=15) em relacdo
aos seis genotipos encontrados no rebanho da PUCPR

1, 7% 0; 0% 3 200
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0 ARQ/AHQ
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Ao se comparar 0 numero de amostras positivas e negativas hum mesmo
genotipo (figura 22), observa-se que, analisando em conjunto os dados do
Hampshire Down e animais mesticos, ndo houve diferenca significativa nos

gendtipos que apresentaram resultado positivo e negativo na IHQ.
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FIGURA 22 — Namero de amostras positivas e negativas para IHQ em relacao aos

seis genotipos encontrados no rebanho da PUCPR
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A andlise em dois grupos distintos, Hampshire Down e mesticos (tabela 16)
mostra que ha diferenca estaticamente significativa (p<0,02) quando se comparam
0s gendtipos mais freqlentes encontrados nas amostras positivas e 0s mais
frequentes encontrados nas negativas dos animais mesticos. No caso dos dados
dos animais da raga Hampshire Down, néo se observa diferenca estatistica.

Quando se avalia cada gendétipo individualmente, novamente nao ha
diferencas no caso dos animais puros (tabela 16). Porém, para os mestigos,
observa-se diferenca significativa para os gendtipos ARQ/ARQ (p<0,05), que
corresponde a 27,7% dos animais mesticos com resultado negativo para a IHQ e
sem nenhum animal deste gendétipo com reacdo positiva e para o grupo de animais
ARR/ARQ, com 77,8% dos resultados positivos (p<0,02). Para os demais genétipos,
as diferencgas ndo sao estaticamente significativas.
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TABELA 16 — Frequéncias genotipicas dos ovinos Hampshire Down (HD) e mesticos

do rebanho da PUCPR, comparando os animais com IHQ positiva e

negativa para a presenca da PrP>°

Gendtipo HD HD
IHQ negativa IHQ positiva
ARR/ARR 4,92 0,0?
ARQ/ARQ 29,3% 50,02
ARR/ARQ 48,8° 33,32
ARR/VRQ 2,42 0,0?
ARQ/VRQ 14,62 16,72
ARQ/AHQ 0,0% 0,0°
NL'm?ero- de 41 6
animails

v 6,733

p ns
Genotipo Mesticos HD Mestigos

IHQ negativa IHQ positiva
ARR/ARR 24,6° 0,0?
ARQ/ARQ 27,78 0,0
ARR/ARQ 38,52 77,8°
ARR/VRQ 1,52 11,12
ARQ/VRQ 6,2° 0,0%
ARQ/AHQ 1,5° 11,12
NL'm?ero- de 62 9
animails
x° 13,467
p p<0,02

Obs.: ns - ndo significativa

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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5 DISCUSSAO

Das amostras analisadas pelo método PCR-RFLP, 10 foram também
genotipadas por meio de seqlenciamento e, em todas, os resultados dos gendtipos
foram os mesmos. Portanto, o0 método PCR-RFLP pode ser uma alternativa para a
genotipagem, em especial quando ndo se trata de larga escala, principalmente
guando nao houver disponibilidade de seqlienciadores automaticos.

Uma vantagem da PCR-RFLP utilizada neste trabalho seria a possibilidade de
diferenciar os cinco alelos comumente encontrados e também os 2 alelos raros
(AHR e VRR) descritos em ragas como Suffolk e Texel (KUTZER et al.,, 2002;
LUHKEN et al., 2004). Na presenca destes dois alelos, ao utilizar as outras
metodologias, alguns gendtipos poderiam ser identificados incorretamente. Por
exemplo, ao se encontrar o resultado AA;3s HR154 QR171, poderia ser ARR/AHQ ou
ARQ/AHR. A vantagem da PCR-RFLP proposta é permitir a distincado entre todos os
genotipos possiveis a partir da identificacdo dos 7 alelos. Além de ser eficiente, este
método somente necessita de 2 reagfes de PCR, seguida da clivagem pelas
enzimas de restricao e eletroforese em gel de agarose. Usando esta metodologia,
porém, outros polimorfismos que podem ocorrer, mas que ainda ndo estdo
associados ao scrapie, poderiam passar despercebidos (LUHKEN et al., 2004).

Apesar dos muitos polimorfismos ja identificados do gene PrP, para o scrapie
classico, considera-se que os cédons 136, 154 e 171 sdo os Unicos relacionados a
maior resisténcia ou susceptibilidade ao scrapie. Além dos cinco alelos normalmente
encontrados nos ovinos: ARR, ARQ, VRQ, AHQ, ARH (BELT et al., 1995; DAWSON
et al., 1998), mais dois alelos, VRR e AHR, foram descritos nas racas Texel, Nolana
e Suffolk, porém com frequéncias tao baixas que sao considerados raros (KUTZER
et al., 2002).

Ao analisar, em conjunto, os dados de todas as racas avaliadas neste
trabalho dos 4 alelos observados (ARR; ARQ; VRQ; AHQ), 2 (ARR e ARQ) estavam
presentes em todas as racgas (tabela 13). A raca Damara ndo sera considerada para
esta e outras analises, porque somente dois animais foram genotipados, ambos
sendo ARQ/ARQ. Dentre os dois alelos o ARQ foi o mais freguente, exceto nas
racas Crioula e lle de France, onde o mais frequente foi o ARR. A frequéncia média
do ARQ foi de 0,65, variando de 0,35 na raca Crioula a 0,80 na Dorper. Muitos
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trabalhos, com diferentes racas e em diferentes paises, também demonstram que o
alelo ARQ é o mais frequente:

MOLINA et al. (2006) — raca Merino — Espanha, frequéncia alélica de 0,656;

LAN et al. (2006) — ragas nativas — China, frequiéncia alélica de 0,752;

HURTADO et al. (2002) — raca Latxa — Espanha, frequéncia alélica de 0,708;

SIPOS et al. (2002) — racgas nativas — Austria, frequiéncia alélica de 0,64 a 0,71;
ACIN et al. (2004) — racas nativas — Espanha, frequiéncia alélica de 0,66 a 0,79 e
GAMA et al. (2006) — racas nativas — Portugal, frequéncia alélica de 0,52 a 0,91.
Como este o alelo é considerado o ancestral, estes dados seriam esperados,
principalmente em ragas nativas, podendo indicar que, nestes rebanhos, ndo houve
uma selec¢éo intensa para novos polimorfismos do gene PrP.

A frequéncia média do alelo ARR foi de 0,30, variando de apenas 0,07 na
raca Dorper a 0,65 e 0,63 nas ragas Crioula e lle de France, respectivamente. A
presenca deste alelo em todas as racas € uma constatacdo bastante importante,
porque deixa claro que, com cruzamentos direcionados, € possivel em qualquer das
racas avaliadas, obterem-se animais de gendtipo ARR/ARR, que € considerado o
mais resistente em todas as racas. Da mesma forma que para o alelo ARQ, h&
trabalhos com racas onde o ARR ¢é o alelo mais frequente:

GAMA et al. (2006) —raca lle de France — Portugal, frequiéncia alélica de 0,81 e
EGLIN et al. (2005) — raca Suffolk — Gré Bretanha, freqiéncia alélica de 0,76.

Em alguns casos, ha que se avaliar com cuidado os resultados de genotipagens que
tenham sido realizadas em paises, regides, racas ou rebanhos onde ja havia sido
iniciado um programa de cruzamentos seletivos, porque a maior porcentagem de
ARR ja pode ser reflexo de cruzamentos seletivos com reprodutores ARR/ARR.

O alelo VRQ foi encontrado nas racas Dorper, Dorset, Hampshire Down,
Santa Inés, Texel e em mesticos, mas em frequéncias que ndo passaram de 0,13.
DAWSON et al. (1998) classificam as ragcas como “racas Aizs” Ou “racas alanina” e
“racas Vizs” Ou “racas valina”, separando aquelas racas que apresentam frequéncias
do alelo VRQ muito baixas, ou mesmo nula, daguelas com este alelo em taxas
maiores. S&o consideradas “ragas alanina”, entre as estudadas aqui, as racas
Suffolk e Hampshire Down.

O alelo AHQ somente foi observado em animais da ragca Santa Inés e nos
mesticos, mas em frequéncias muito baixas de 0,05 e 0,01, respectivamente. Este
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alelo apresenta controvérsia quanto a sua capacidade de conferir resisténcia (BELT
et al., 1995; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999) ou susceptibilidade (HUNTER et al.,
1997b; DAWSON et al., 1998; ELSEN et al., 1999) aos seus portadores.

Em nenhum caso foi observado o alelo ARH. DeSILVA et al. (2003),
analisando 1144 ovinos de diferentes racas nos EUA, entre elas Suffolk, Hampshire
Down, Dorset e Dorper, encontraram somente 1 animal com o alelo ARH, cruzado
das ragas St. Croix e Dorper. Animais da raca Romney Marsh, da Nova Zelandia,
também nao apresentaram este alelo (BOSSERS et al., 1999), o que mostra a baixa
frequéncia deste alelo também em outras regides e em diferentes racas.

Sete diferentes gendétipos foram observados, sendo que apenas 0s genotipos
ARQ/ARQ e ARR/ARQ foram encontrados em todas as racas (tabela 12). O
genotipo ARR/ARR somente néo foi encontrado na ragca Santa Inés, ainda que esta
tenha sido a raga com a maior variabilidade, e na ragca Dorper. KUTZER et al. (2002)
analisando 1108 ovinos de 33 ragas também sé encontraram como gendtipos
comuns a todas as ragas os genétipos ARQ/ARQ; ARR/ARQ e ARR/ARR. O
gendtipo VRQ/VRQ, considerado o mais susceptivel, ndo foi encontrado em
nenhuma das racas aqui estudadas. Trabalhos em diferentes racas também relatam
a auséncia de animais VRQ/VRQ (BOSSERS et al., 1999; HURTADO et al., 2002;
LAN et al., 2006).

HUNTER et al. (1997a,b), nos primeiros estudos sobre genotipagens,
observaram diferengas importantes quanto a frequéncia alélica e genotipica nas
diferentes racas, inclusive quando se comparavam os genotipos mais freqiientes em
animais afetados ou ndo com scrapie, 0 que os levou a afirmar que havia uma
evidente variacdo na frequéncia genotipica do PrP, que requer estudos adicionais
em animais saudaveis. E acrescentam que, em surtos de scrapie, quanto maior o
namero de informacdes obtidas sobre os gendtipos de ambos os grupos, acometidos
ou néo, principalmente nas racas ainda sem dados sobre o polimorfismo PrP, melhor
sera para o entendimento desta relacéo PrP — resisténcia.

Para uma melhor compreenséo, os resultados da genotipagem observados no
presente trabalho serdo discutidos em cada raga separadamente.
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SUFFOLK

Os dados encontrados para a raga Suffolk mostram a presenca de apenas
dois alelos ARR e ARQ. DAWSON et al. (1998) ja tinham classificado a raca Suffolk
dentro do grupo de racas que somente apresentam estes dois alelos e,
ocasionalmente, o alelo ARH. A frequéncia genotipica na raca Suffolk de 0,65 para
ARQ/ARQ; 0,25 para ARR/ARQ e 0,10 para ARR/ARR levanta a preocupacao
quanto a susceptibilidade ao scrapie, uma vez que em racas como a Suffolk, onde o
alelo VRQ é raro ou ausente, o genétipo ARQ/ARQ esta associado com o maior
risco de scrapie (DAWSON et al., 1998). HUNTER et al. (1997a) citam dados onde
100% dos animais com scrapie nos rebanhos estudados eram do genoétipo
ARQ/ARQ. Neste mesmo trabalho, os autores sugerem que a melhor forma de
controlar o scrapie nesta raca seria o descarte de todos os animais QQ para o cédon
171, visto que eles representavam apenas 14% dos animais sem scrapie e 100%
dos afetados. Nos dados aqui apresentados, um controle baseado neste mesmo
critério de descarte seria inviavel, visto que 65% dos animais genotipados séo
ARQ/ARQ. Além disso, existe também a possibilidade de animais ARR/ARQ serem
susceptiveis, ainda que em menor propor¢cdo. Nove casos de scrapie em Suffolk, na
Alemanha, com genotipo conhecido, oito pertenciam ao alelo ARQ/ARQ e um
ARR/ARQ (JUNGHANS et al., 1998). Outros trabalhos relatam animais afetados por
scrapie e com genétipo ARR/ARQ (HUNTER et al., 1997b; IKEDA et al., 1995).

A frequéncia de 0,25 do gendtipo ARR/ARR observado neste trabalho é
menor do que a maioria dos dados apresentados na literatura (0,43 - HUNTER et al.,
1997a; 0,48 - JUNGHANS et al., 1998; 0,39 - O'DOHERTY et al,. 2000; 0,47 -
DeSILVA et al., 2003). O gendtipo ARR/ARR é considerado o mais resistente ao
scrapie classico em todas as racas (DAWSON et al., 1998).

EGLIN et al. (2005), numa revisdo de dados do NSP, apresentam a
genotipagem de mais de 36 mil ovinos da raga Suffolk, onde a frequéncia do alelo
ARR é muito superior ao do ARQ (0,75 e 0,24, respectivamente). Houve ainda uma
frequéncia muito baixa de ARH (0,01) e VRQ (0,002) confirmando que esta raca é
predominantemente de alelos ARR e ARQ.

Dados da Alemanha (KUTZER et al., 2002) mostram freqtiéncias genotipicas
préximas as obtidas neste trabalho, sendo o genétipo ARQ/ARQ o mais frequente
com 0,54, seguido pelo ARR/ARQ com 0,21 e somente 0,15 para 0 genotipo
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ARR/ARR. Os autores comentam que a baixa frequéncia do gendétipo ARR/ARR
pode representar um obstaculo para programas de cruzamentos seletivos para a
resisténcia ao scrapie. Dados americanos também mostram esta ordem decrescente
de frequéncias para estes trés genotipos ARQ/ARQ>ARR/ARQ>ARR/ARR, 0,56,
0,37 e 0,04, respectivamente (O'ROURKE et al., 1996) assim como dados
japoneses, 0,70; 0,19; 0,09 (IKEDA et al., 1995). Nestes trabalhos, freqtiéncias muito
baixas (0,007 a 0,046) de outros gendtipos também foram encontradas.
O’'DOHERTY et al. (2000), analisando dados da raca Suffolk na Irlanda, comparam
a frequéncia genotipica de animais desta raca em diferentes paises, encontrando
uma relacdo de predominancia do gendtipo QQi71 nos dados americanos quando
comparados com os irlandeses, britanicos e alemaes. Porém, dados de 232 Suffolk
do Estado de Oklahoma, mostram uma maior frequéncia do gendtipo ARR/ARQ
(56%), enquanto que os animais ARQ/ARQ representam 22% do rebanho, assim
com os animais com gendtipo ARR/ARR (DeSILVA et al. 2003).

Dados brasileiros preliminares, genotipando apenas o cddon 171 de dois
rebanhos de ovinos Suffolk do Rio Grande do Sul, mostram que apenas 1,3% dos
animais eram RR, 47,9% eram QR e 50,6% QQ (RIBEIRO et al. 2005).

A raca Suffolk tem importancia histérica no Estado do Parana. Na década de
80, foi a raca mais criada pelos ovinocultores de cabanha, ou seja, de animais de
raca pura. Muitas importagdes foram realizadas, principalmente dos Estados Unidos,
onde o scrapie € uma doenca endémica (DETWILER e BAYLIS, 2003). Desde o
primeiro caso relatado, em 1947, aproximadamente 1.600 ovinos e 7 caprinos foram
diagnosticados com scrapie nos EUA até 2002 (DeSILVA et al. 2003). Segundo
WESTAWAY et al. (1994) nos EUA, 86,4% dos casos de scrapie ocorrem em ovinos
da raga Suffolk.

Uma vez que 0s casos de scrapie nos rebanhos paranaenses da raca Suffolk
eram continuamente negligenciados, pode-se levantar a hipétese que os animais
ARQ/ARQ eram a maioria dos casos de scrapie. Estes animais durante sua vida
reprodutiva certamente deixaram descendentes e estes permaneciam nos rebanhos
sem qualquer tipo de restricdo. Caso houvesse acontecido algum tipo de restricdo a
esses animais acometidos, ao longo do tempo, poder-se-ia imaginar uma diminuigéo
da frequéncia do alelo ARQ, o que aparentemente ndo aconteceu. ELSEN et al.
(1999) mostram a nitida mudanga que ocorre em rebanho com scrapie quanto a
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reposicdo dos genotipos: enquanto 0s genoétipos mais susceptiveis diminuem (pela
selecdo natural, dos que morrem de scrapie), a tendéncia dos genoétipos mais
resistentes é aumentar. Analisado por este aspecto, poder-se-ia também supor que
os rebanhos de Suffolk estudados aqui ndo devem ter tido muitos casos de scrapie
(ndo notificados), visto que a porcentagem de animais susceptiveis é maior do que a
de resistentes. A suposi¢cdo de rebanhos sem scrapie ou com baixa incidéncia pode
ser verdadeira, porém, ha que se considerar um fator que, no caso da raca Suffolk,
foi bastante marcante neste trabalho. Muitos criadores contactados ndo permitiram a
colheita de sangue de seus animais. Houve casos, inclusive, de criadores que
permitiram a colheita de sangue de animais de outra racga criada na propriedade e
nao dos animais Suffolk. Isto poderia refletir uma tendéncia a n&o incluir rebanhos
gque anteriormente tiveram casos de scrapie, podendo justificar esta alta
porcentagem de gendtipos susceptiveis.

HAMPSHIRE DOWN (HD)

DAWSON et al. (1998) também classificam a raca Hampshire Down dentro do
grupo de “racas alanina”, que somente apresentam o0s alelos ARR e ARQ e,
ocasionalmente, o alelo ARH. A presenca do alelo VRQ é rara. Neste trabalho, ainda
que em frequéncia baixa (0,06), o alelo VRQ est& presente na raca HD, formando os
genotipos ARR/VRQ e ARQ/VRQ, com 2% e 10%, respectivamente. A presenca de
10% de animais ARQ/VRQ, que é um dos genotipos mais susceptiveis ao scrapie
(somente o0 VRQ/VRQ é considerado mais susceptivel) inspira preocupac¢ao, pois se
tratam de animais em risco, se em contato com o agente causador do scrapie.
Ainda, a presenca de 43% do rebanho com gendtipo ARQ/ARQ, considerado o mais
susceptivel em ragas valina, e a baixa porcentagem de animais ARR/ARR (somente
5%), aumentam a preocupacao.

EGLIN et al. (2005), na analise de dados de 2158 animais do NSP, registrou a
presenca dos alelos ARR e ARQ, em frequéncias préximas, 54,9% e 45%,
respectivamente. Nao foram encontrados os alelos ARH, AHQ e VRQ. Dados de
animais dos Estados Unidos também encontraram somente os alelos ARR e ARQ,
sendo o gendtipo mais freqiente o ARR/ARQ, 48%, seguido pelo genotipo
ARQ/ARQ com 24% e ARR/ARR com 19% (DeSILVA et al, 2003).
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No Estado do Parana, animais da raca HD, assim como a Suffolk, também
foram importados dos EUA na década de 80, ainda que em menor namero. Os
casos de scrapie em ovinos notificados no Parana em 2000, 2001 e 2003 eram
todos de animais da ragca HD, mostrando que realmente ha animais bastante
susceptiveis. Por mais que se saiba, mesmo que nao oficialmente, que o nimero de
casos de scrapie no Parana sempre foi maior na raca Suffolk, isto poderia ser reflexo

simplesmente do maior nimero de animais desta raca criados naquela época.

TEXEL

Na classificacdo de DAWSON et al. (1998), a raca Texel figura entre aquelas
gue apresentam a maior variabilidade genética, normalmente sendo encontrados
todos os alelos e gendtipos, confirmado por outros trabalhos (BELT et al., 1995;
O'DOHERTY et al., 2002; KUTZER et al., 2002; BAYLIS et al., 2002). EGLIN et al.
(2005), utilizando dados do NSP, apresentam a genotipagem de mais de 51 mil
ovinos da racga Texel, com a presenca de todos os alelos. A maior frequéncia foi do
alelo ARH, com 43,7%, seguido pelo ARR, com 33,4% e pelo ARQ, com 15,3%. Ja
os alelos AHQ e VRQ apresentaram frequéncias baixas, com 4,2% e 3,4%,
respectivamente. BAYLIS et al. (2002) encontraram frequéncias alélicas, num
rebanho de 230 texel, de 22,7%; 1,3%; 50,9%; 17,4% e 7,7%, respectivamente para
ARR, AHQ, ARQ, ARH e VRQ.

Nos animais avaliados neste trabalho, foram encontrados somente os alelos
ARQ (0,63); ARR (0,31) e VRQ (0,06) e os gendétipos ARQ/ARQ (0,44); ARR/ARQ
(0,25); ARR/ARR (0,19) e ARQ/VRQ (0,13) demonstrando uma menor variabilidade.
JUNGHANS et al. (1998) ao analisarem 35 animais da raca Texel de 3 diferentes
rebanhos na Alemanha, apesar desta racga ter apresentado a maior variabilidade
entre as racas avaliadas, também n&o encontraram o alelo AHQ.

No Parand a raca Texel vem crescendo em numero de animais,
principalmente como raca terminal. Suas caracteristicas de carcaca, considerada
como uma das melhores das racas de corte em ovinos, tém atraido a atencdo dos

ovinocultores paranaenses, que antes praticamente so utilizavam a raga Suffolk.
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ILE DE FRANCE

A raca lle de France apresentou somente os alelos ARR e ARQ, com
frequéncias de 0,63 e 0,37, respectivamente. Em comparagdo com as outras racas
de corte, foi a que teve a maior freqiéncia do alelo ARR (0,63) e do gendtipo
ARR/ARR (0,33). O gendtipo ARR/ARQ foi encontrado em 58% dos animais e o
ARQ/ARQ em somente 8%. GAMA et al. (2006) encontraram frequiéncias alélicas,
numa amostragem de 60 animais vindos de 22 rebanhos diferentes, de 0,808; 0,042;
0,150; respectivamente para ARR, ARQ, VRQ. Nao foram encontrados os alelos
ARH e AHQ. Quanto a freqiiéncia genotipica, os resultados foram: ARR/ARR: 0,650;
ARR/ARQ: 0,067; ARR/VRQ: 0,250; ARQ/VRQ: 0,017 e VRQ/VRQ: 0,017.

Neste trabalho, a raca lle de France foi a que proporcionalmente teve o maior
namero de amostras obtidas de rebanhos diferentes (11 rebanhos para 12 animais
genotipados), sendo que estas amostras talvez sejam as que melhor representem a
raca no rebanho paranaense. Portanto, estas porcentagens de genotipos mais
resistentes indicam que a lle de France seria a raga que disporia de mais
reprodutores para programas de cruzamentos seletivos visando aumentar a

resisténcia ao scrapie.

DORSET

Os dados da genotipagem de animais desta raga sao procedentes de apenas
um criador e por isso devem ser analisados com cuidado. O alelo mais freqlente € o
ARQ (0,75), seguido do ARR (0,22) e do VRQ (0,03). O gendtipo mais frequiente foi
0 ARQ/ARQ, encontrado em 56% dos animais, depois 0 ARR/ARQ, em 31%. O
gendtipo mais resistente ARR/ARR aparece com a freqléncia de 6%, a mesma que
um dos mais susceptiveis, ARQ/VRQ.

EGLIN et al. (2005) analisando os dados de 5 mil ovinos da racas Dorset e
Poll Dorset do NSP, verificaram que a frequiéncia do alelo ARR foi de 0,605, do alelo
ARQ foi de 0,284 e do alelo VRQ, de 0,102. O alelo AHQ teve apenas 0,009 e o
ARH apenas 0,001. Os dados de pesquisas americanas sao mais préoximos dos
encontrados neste trabalho, com 38,7% dos animais possuindo ARR/ARQ e também
ARQ/ARQ, sendo que a porcentagem de animais ARR/ARR é de apenas 9,7%. Ha
ainda a presenca de 8,1% de animais ARR/VRQ e 1,6% ARQ/VRQ (DeSILVA et al.,
2003). A origem dos Dorset encontrados no Parana é dos EUA. Quando comegaram
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as importacdes desta raga, houve a proibicdo de importacées dos EUA, exatamente
em funcdo do scrapie. Isto ocasionou que poucos animais formassem o rebanho

base, o que pode sugerir um indice maior de consanguinidade nesta raca.

DORPER

A racga Dorper, de origem sul-africana, foi recentemente introduzida no Brasil.
No Parana o rebanho ainda é pequeno, mas vem despertando o interesse dos
criadores, que tém buscado esta raca como alternativa para a criagdo de animais
puros (de cabanha), em funcéo dos altos pregos conseguidos.

Nesta raga, novamente o alelo ARQ apresentou a maior frequiéncia, com 0,80.
O segundo mais frequente foi o alelo VRQ com 0,13 e 0 ARR apresentou frequéncia
de apenas 0,07. Quanto aos gendtipos, ndo foi encontrado o genétipo ARR/ARR, o
ARQ/ARQ representou 63% dos animais e 0s genotipos com pelo menos um alelo
VRQ chegam a 26% das amostras. Esta foi a raca que apresentou a maior
porcentagem de animais com genaotipos mais susceptiveis.

Dados sobre esta raga ainda sao escassos na literatura. DeSILVA et al.
(2003) citam alguns dados de animais cruzados com Dorper, mas apresenta estes
dados em conjunto com outras ragas de pélo, como St. Croix e Katahdin, o que
inviabiliza uma comparacéo com os dados deste trabalho.

CRIOULA

A raga crioula é uma raga nativa, bastante criada no Rio Grande do Sul, e
ainda presente em rebanhos paranaenses, cruzada com racas especializadas para
corte. Apesar da baixa produtividade, esta raca normalmente é bastante rastica. Os
resultados da genotipagem sao interessantes, pois foi a raga avaliada que
apresentou a maior porcentagem de animais ARR/ARR (50%), considerado o mais
resistente ao scrapie. Normalmente o alelo mais encontrado em racas nativas é o
ARQ (SIPOS et al., 2002; LAN et al., 2006; ACIN et al., 2004; GAMA et al., 2006).
Nos animais estudados, por se tratar de um Unico rebanho, talvez tenha ocorrido
cruzamentos consanguineos, que levam a homozigose, ou a sele¢do para o alelo

ARR esta correlacionada a alguma outra caracteristica especifica deste rebanho.

SANTA INES
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A raga Santa Inés, assim como 0S animais mesti¢cos, apresentou a maior
variabilidade encontrada neste trabalho, apresentando os 4 alelos e 6 dos 7
gendtipos encontrados. O alelo mais freqliente foi o ARQ, com 0,66, seguido pelo
ARR, com 0,20. O alelo VRQ aparece com frequiéncia de 0,09 e 0 AHQ com 0,05. A
presenca de 43% de animais ARQ/ARQ, 11% ARQ/VRQ e nenhum animal
ARR/ARR, demonstram que esta raca apresenta uma grande porcentagem de
animais com genoétipos muito susceptiveis ao scrapie. Por se tratar de uma raca
brasileira, ndo existem muitos dados publicados sobre genotipagem em animais
Santa Inés. LIMA (2002) apresentou o resultado de 24 animais do Estado do Ceara.
Os resultados encontrados foram bastante parecidos, ndo tendo sido encontrado o
alelo ARH e ocorrendo seis genotipos: ARR/ARR, AHQ/ARR, ARQ/ARR, AHQ/ARQ,
ARQ/ARQ e ARR/VRQ. Houve predominancia dos genétipos ARQ/ARQ (37,5%),
ARQ/ARR (25%) e ARR/ARR (16,7%).

O maior rebanho de animais Santa Inés esta no Nordeste. Esta raga vem
despertando também um grande interesse em Estados de outras regidées do Brasil,
em funcdo de caracteristicas desta raga, como auséncia de sazonalidade,
rusticidade, resisténcia a verminoses (ROCHA et al.,, 2004; BRICARELLO et al.,
2005).

Se o0 scrapie sempre foi mais presente em rebanhos no Parana em racas
como o Suffolk e HD, a introducdo de racas como a Santa Inés, com um perfil de
genotipos susceptiveis ao scrapie, pode ser um fator de preocupacdo. Da mesma
forma, esta raca vem sendo melhorada com o objetivo de se tornar um material de
exportacdo do Brasil, o que poderia ser comprometido pela baixa resisténcia
genética ao scrapie, quando em contato com o agente.

MESTICOS

Os animais mesticos genotipados eram todos provenientes do rebanho da
PUCPR, sendo resultado do cruzamento de animais das racas Texel, lle de France,
Hampshire Down e mesmo animais sem raca definida (SRD). O que se observa nos
resultados é grande variabilidade, assim como na raca Santa Inés, estando presente
os 4 alelos e 6 gendtipos. Os alelos mais freqlientes foram 0 ARQ e o ARR, com
respectivamente 0,51 e 0,44, e os alelos VRQ e AHQ aparecem em frequéncias
muito baixas, 0,04 e 0,01 respectivamente.
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Sendo os alelos mais freqientes o ARQ e ARR, 0s genétipos mais
encontrados foram o ARR/ARQ, em 43% do rebanho, seguido pelo ARQ/ARQ em
25% e o ARR/ARR em 21%. Ja os gendétipos ARR/VRQ, ARQ/VRQ e ARQ/AHQ
aparecem, cada um, em menos de 5% das amostras. Nao existem na literatura

brasileira dados de animais mesticos que possam ser comparados a estes.

Na producdo moderna, ndo se medem esforcos para buscar animais
geneticamente resistentes a enfermidades. Atualmente, em ovinos, ha vérias
doencas em que ja se pratica a selecdo para resisténcia: scrapie, foot-rot, mastite,
paratuberculose, dermatofilose, salmonelose, nematodioses e miiase cutanea
(BISHOP, 2006).

Toda a caracteristica, porém, para poder ser utilizada como critério de
selecdo para cruzamentos tem que estar baseada num fundamento genético.
Segundo BISHOP (2006) se a doenca ndo esta presente, ndo se pode dizer se um
animal é resistente ou ndo. Ainda que numerosos trabalhos demonstrem a relacao
genotipo e resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, muitos dados evidenciam as
diferencas que h& entre racas e rebanhos, deixando claro que os critérios para a
selecdo ndo necessariamente podem e devem ser aplicados igualmente para ovinos
de diferentes racas, rebanhos ou paises (LUHKEN et al., 2004; ACIN et al., 2004).
No intuito de facilitar o desenho de programas de controle, existem classificagbes
agrupando os genétipos em classes de susceptibilidade (DAWSON et al., 1998;
DEFRA, 2003). Geralmente, o critério utilizado para colocar um gendétipo numa
classe e ndo em outra nao esta explicito, e diferentes esquemas podem classificar o
mesmo gendtipo de forma distinta. Assim, na Gra Bretanha, segundo DAWSON et
al. (1998), o gendtipo AHQ/VRQ ¢é alocado na classe onde “o scrapie pode ser
ocasionalmente encontrado”, porém é definido como “altamente susceptivel ao
scrapie” no NSP também da Grd Bretanha. Muitos outros exemplos seriam
possiveis. Para as racas nativas brasileiras e para animais oriundos de cruzamentos
de diferentes racas, somente ap0s a constatacdo de rebanhos contaminados e
associando-se a presenca ou ndo da PrP° a determinados genétipos, poder-se-ia
afirmar que um gendtipo é mais resistente ou susceptivel ao scrapie. Mesmo para
racas com dados de outros paises, o0s critérios utilizados nos cruzamentos

realizados aqui no Brasil podem ter selecionado alelos e polimorfismos distintos.
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Existe ainda a possibilidade de cepas distintas de scrapie (GOLDMANN et al., 1994;
DAWSON et al, 1998), que podem apresentar diferencas em relacdo a
susceptibilidade ou resisténcia a determinados genaotipos.

O rebanho de ovinos da Fazenda Experimental Gralha Azul da PUCPR
apresentou 3 casos de animais com scrapie, entre os anos de 2003 e final de 2004
(POHL DE SOUZA et al., 2005). A presenca de animais clinicamente afetados, com
a posterior confirmacdo por exames histopatologicos e imunohistoquimicos, tornou
este rebanho potencialmente contaminado por scrapie. A possibilidade de abate dos
animais em abril de 2006 permitiu o primeiro estudo de caso relacionando genétipo e
resisténcia ao scrapie em rebanho ovino no Brasil.

As trés ovelhas clinicamente afetadas eram puras da raca Hampshire Down e
tinham entre 6 e 6,5 anos quando apresentaram 0s primeiros sinais clinicos do
scrapie. Eram animais provenientes de uma mesma propriedade e que haviam sido
introduzidas no plantel da PUC quando tinham entre 1 e 2 anos de idade. O primeiro
sinal observado foi o prurido, que se intensificou durante o periodo em que estas
ovelhas foram observadas. Exceto nos casos de scrapie atipico (BENESTAD et al.,
2006), o prurido € um dos sinais mais comuns do scrapie (ELSEN et al., 1999).
VARGAS et al. (2005) acompanharam 24 animais durante toda a fase clinica do
scrapie e observaram prurido em 70,8% deles. COCKCROFT e CLARK (2006) numa
compilagéo de 574 casos confirmados na Islandia observaram o prurido em 61% dos
casos. Ainda que o prurido seja mais frequiente na regido lombar, também pode ser
observado na cabeca, térax e nas faces interna e externa dos membros posteriores
(VARGAS et al., 2005). Muitas vezes, € identificado de forma indireta, pela perda de
I& ou pela inducéo do reflexo de mordiscar (do termo em inglés nibbling), que € um
movimento caracteristico de labios e lingua quando os animais sdo estimulados na
regido lombar. Concomitante ao prurido, era possivel observar alteragbes de
comportamento, como apatia, dificuldade de deambulagdo. ELSEN et al. (1999)
também encontraram como primeiros sinais a incoordenacdo motora. Estas
alteragbes de comportamento sdo bastante comuns, podendo ser caracterizada
também por sinais excitatorios como inquietude, ansiedade e evitar a contencéo
(VARGAS et al., 2005).

N&o foi observada emaciagéo importante em nenhum dos animais e apenas o

altimo animal apresentou uma progressiva dificuldade em manter-se em estacao.
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Duas das trés ovelhas comecaram a apresentar os sinais clinicos apdés o parto,
estando de acordo com COCKCROFT e CLARK (2006) que destacam que periodos
de stress podem coincidir com o inicio dos sinais clinicos.

A analise por IHQ de tecidos e 6rgdos de todos os animais do rebanho da
PUCPR, onde estes casos de scrapie foram diagnosticados, permitiu fazer uma
associacao entre os genotipos encontrados neste rebanho e a presenca ou ndo de
reacao positiva no teste de IHQ.

De 118 animais abatidos e testados, 15 apresentaram reagao positiva, sendo
gue 6 eram Hampshire Down puros (12,8% de 47 animais puros examinados) e 9
eram mesticos (12,7% de 71 animais mesticos examinados). Todos 0s animais,
quando abatidos, ndo apresentavam nenhum sinal clinico. BILLINIS et al. (2004),
também testando animais saudaveis de um rebanho onde houve casos positivos de
scrapie, encontraram 25% de animais em fase latente (sem sinais clinicos) em
relacdo aos clinicamente saudaveis. TONGUE et al. (2005), num levantamento da
prevaléncia de scrapie em 14 rebanhos, cujos animais foram abatidos apds a
confirmacédo de casos de scrapie, estimaram a prevaléncia em 6,6%, variando entre
zero a 15,4%. A preocupacgdo pela presenca destes ovinos assintomaticos, mas
portadores do PrP°¢, é que estes animais podem estar disseminando o agente por
longos periodos, antes que casos clinicos de scrapie possam ser detectados no
rebanho.

Nos 15 casos confirmados, de todos os tecidos e 6rgdos examinados, a
tonsila foi a que apresentou a maior porcentagem de reagao positiva (73,3%).
ANDREOLETTI et al. (2000), analisando cordeiros naturalmente infectados, também
encontraram que o maior nivel de PrP*° foi detectado nas tonsilas, reativas desde os
3 meses de idade. Neste mesmo trabalho, ndo foram observados animais
clinicamente afetados, mesmo naqueles sacrificados aos 9 meses de idade e com
reacdes positivas para todos os tecidos linféides examinados, exceto o timo. Em
outro trabalho, SCHREUDER et al. (1998) ja haviam relatado o aciimulo do PrP>® em
bidpsias de tonsilas palatinas em ovinos Texel VRQ/VRQ de 4 meses de idade, mais
de 20 meses antes da ocorréncia de sinais clinicos, o que corrobora com nossos
resultados.

Interessante observar que dos 15 animais, somente 2 apresentaram resultado

positivo no 6bex, mesmo em animais de mais de 6 anos. No caso dos animais



introduzidos no rebanho, isto poderia ser decorrente de uma contaminagdo mais
tardia, ainda que a entrada destes animais tenha ocorrido em 2002, para parte do
lote, e outra parte em 2003. ERSDAL et al. (2003) encontraram 17 animais adultos
positivos entre 48 avaliados, todos sem nenhum sinal clinico, oriundos de um
rebanho onde houve 2 casos de scrapie. Destes positivos, havia dois animais
VRQ/VRQ de 7 anos de idade e outros 3 animais, com 15 meses e 24 meses, que
apresentavam resultado positivo somente para o linfonodo retrofaringeo medial. Os
autores sugerem, assim como se cogita no caso da PUC, que este lento
desenvolvimento da doenca nestes animais poderia ser em decorréncia de infec¢éo
guando adultos, ou ainda que estes animais tivessem sido expostos a uma dose
infectante inicial muito pequena.

Uma possivel explicacdo para a disseminacdo mais lenta do PrP*® quando
animais adultos sdo contaminados, seria o importante papel das placas de Peyer do
ileo. Em infec¢cBes experimentais, HEGGEBO et al. (2003) mostraram que 5
semanas apo0s o desafio, cordeiros dos genoétipos susceptiveis ja apresentavam
coloracédo nas placas de Peyer, indicando a importante participacdo deste tecido
linféide na absorgcdo e disseminacdo do agente do scrapie. Se a infeccdo ocorrer
apos a involucdo deste 6rgdo (que ocorre por volta dos 18 meses de idade), pode
ser menos efetiva e levar a um desenvolvimento mais lento da doenca (ERSDAL et
al., 2003).

ROELS et al. (1999), avaliando 105 animais por IHQ apds 6 casos positivos
de scrapie no rebanho, encontraram em animais sem nenhuma sinal clinico, 3
positivos na IHQ para tonsila e 6bex e 3 animais positivos somente para tonsila,
todos sem nenhuma lesdo histopatologica. Estes autores afirmam que a presenca
de PrP*® no SNC precede, portanto, as lesées histopatolégicas e sinais clinicos e
que a PrP> pode ser detectada nas tonsilas na auséncia de PrP*° no SNC.

Nos casos de scrapie natural, o trato gastrintestinal € considerado a principal
via de transmissdo (ANDREOLETTI et al., 2000; ERSDAL et al., 2003) e a
contaminacdo ambiental se d4, até onde se conhece, por meio de placenta e fluidos
fetais infectantes (ANDREOLETTI et al., 2002; DETWILER e BAYLIS, 2003;
TOUZEAU et al., 2006). No rebanho da PUCPR, os trés casos clinicos ocorridos
foram de ovelhas que haviam parido na propriedade. Nos anos de 2000, 2001 e
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2002, as trés ovelhas pariram e, nos anos de 2003 e 2004, somente duas, pois uma
delas ja havia sido sacrificada.

Sabe-se que durante o periodo de incubacdo do scrapie, ovelhas dos
gendtipos susceptiveis acumulam grandes quantidades de PrP*° e podem
disseminar o agente por meio da placenta ja na primeira gestagdo, muito antes do
inicio dos sinais clinicos da doenca (ANDREOLETTI et al., 2002). Das trés ovelhas
com sinais clinicos, somente a Ultima foi genotipada e apresentava o genotipo
ARQ/ARQ, considerado o mais susceptivel para a raca Hampshire Down. Pode-se
presumir que todas as trés ovelhas ja vinham eliminando o agente antes do
aparecimento dos sinais clinicos. Portanto, a infeccdo de todos os animais nascidos
na propriedade provavelmente aconteceu logo apdés o nascimento, devido ao
ambiente contaminado.

RYDER et al.( 2004) trabalhando com a introducao de ovinos adultos e livres
de scrapie em rebanhos contaminados, demonstraram a possibilidade de
transmissao lateral em animais adultos. Este trabalho também revela que, ainda que
animais jovens possam ser mais susceptiveis ao scrapie que animais adultos, os
ovinos sdo susceptiveis a infeccdo em vérias idades, inclusive na idade adulta.
Estes dados corroboram os resultados encontrados no presente trabalho, onde
animais nascidos em outras propriedades e introduzidos no rebanho contaminado
tornaram-se positivos na IHQ. Do rebanho mestico, 33 (44,0%) chegaram com mais
de 1 ano no rebanho e, destes, 6 animais foram positivos na IHQ, indicando que
18,2% dos animais introduzidos no rebanho se contaminaram provavelmente
guando adultos. Nado se pode descartar a possibilidade de contaminacdo na
propriedade de origem destes animais, uma vez que o histérico de ndo existéncia da
doenca pode nao ser suficiente para tal afirmacdo. O mesmo acontece com 0s
animais Hampshire Down que n&o eram nascidos na propriedade. Eram 4 ovelhas e
1 carneiro. Das ovelhas, uma delas foi a Ultima que apresentou a doenca clinica e
outras 2 foram positivas para IHQ. Fica dificil saber se a contaminagdo ocorreu
guando adultas, ao chegarem no ambiente contaminado, ou na propriedade de
origem, uma vez que estas ovelhas e as outras que morreram de scrapie, eram da
mesma propriedade.

Na andlise dos genétipos associados ao acimulo de PrP*° (tabela 16),
observa-se que em todos 0s genoétipos encontrados no rebanho, exceto no
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ARR/ARR, houve a presenca de PrP°° quando se avaliam os resultados de animais
puros HD e mesticos em conjunto. Em todos os relatos de scrapie classico até o
momento, somente um animal ARR/ARR no Japao, da raga Suffolk (IKEDA et al,
1995), estd associado a infec¢do natural de scrapie. Portanto, considera-se que a
susceptibilidade do gendtipo ARR/ARR aos agentes causadores do scrapie classico
atualmente circulantes é extremamente baixa, sendo nula (HUNTER, et al., 1997a;
ELSEN et al., 1999; THORGEIRSDOTTIR et al., 1999; TRANULIS et al., 1999; ACIN
et al., 2004; BILLINIS et al., 2004).

ANDREOLETTI et al. (2000) encontraram, na fase clinica da doenca, que o
PrP° foi detectado tanto no SNC quanto nos tecidos linféides em animais
VRQ/VRQ. Por outro lado, em animais VRQ/ARR, a deposicdo de PrP® ocorreu
somente no SNC. Outros autores também relataram dados semelhantes em
infec¢des naturais em ovinos Texel (VAN KEULEN et al., 1996; SCHREUDER et al.,
1996, 1998), levando-os a sugerir que ovinos carregando um alelo ARR néo
acumulariam PrP*° nos tecidos linféides (ANDREOLETTI et al., 2000). Estes dados
estdo em desacordo com os resultados encontrados neste trabalho, onde foi
observado que em 66,67% dos resultados positivos era de animais heterozigotos
para o alelo ARR e que todos apresentavam reacao positiva na IHQ da tonsila. No
trabalho de ERSDAL et al. (2003) também foi encontrado um cordeiro ARR/VRQ
positivo para IHQ na placa de Peyer aos 86 dias de vida, idade também encontrada
para outro cordeiro VRQ/VRQ, indicando que mesmo na presenca do alelo ARR
pode haver acumulo do prion nos tecidos linféides.

Ao analisar os dados dos genétipos dos animais HD e mesticos em separado,
observam-se diferencas. Os genétipos dos animais HD deste trabalho com casos
positivos foram o ARQ/ARQ (50% dos casos), ARR/ARQ (33,3%) e ARQ/VRQ
(16,7%). A raca HD é tida como uma raga valina (DAWSON et al., 1998), onde a
presenca do alelo VRQ é rara ou mesmo inexistente. Nestas racas valina, ainda que
0 maior numero de trabalhos seja com a raca Suffolk, 0 genétipo ARQ/ARQ é
considerado o mais susceptivel ao scrapie (DAWSON et al., 1998; HUNTER et al.,
1997a), sendo que para o0 gendtipo ARR/ARQ ha resultados que propéem maior
resisténcia (O'ROURKE et al., 1997) e outros susceptibilidade (IKEDA et al., 1995;
HUNTER et al., 1997b; JUNGHANS et al., 1998). Neste trabalho, os animais de
genotipo ARQ/ARQ do grupo com presenca do prion e sem a presenga nao diferiram
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estatisticamente, ainda que sendo encontrado mais animais positivos que negativos
com este genotipo. No grupo de animais ARR/ARQ, também ndo houve diferenca
significativa, porém foram encontrados mais animais negativos que positivos com
este gendtipo. Em principio, a presenca do alelo ARR néo foi suficiente para impedir
o0 do acumulo do prion, sendo que a susceptibilidade do alelo ARQ prevaleceu.

Nos dados dos HD da PUC, ainda é possivel observar que o alelo VRQ teve
uma frequéncia de 0,07. Observa-se que este alelo, quando associado ao ARR nao
demonstrou a presenca do prion. Ja quando associado ao ARQ, apresentou
resultado positivo. Trabalhos mostram esta diferenca da associagédo do alelo VRQ
ao alelo ARR indicando menor risco de scrapie, em contrapartida, quando em
conjunto com o alelo ARQ o risco é maior (O'DOHERTY et al., 2002; BAYLIS et al.,
2004).

Na analise dos animais mesticos, avaliando os gendtipos como um todo e
comparando o grupo de IHQ positiva e negativa, observa-se diferenca estatistica
significativa (p<0,02), indicando que o genotipo teve influéncia no aparecimento de
casos positivos. Aparentemente ha uma inversdao dos alelos quanto a
susceptibilidade. Nenhum caso positivo € encontrado no genétipo ARQ/ARQ, apesar
deste representar 27,7% dos gendtipos dos animais saudaveis, diferenca esta
significativa estatisticamente (p<0,05). Porém, quando o alelo ARQ est4 associado
ao alelo ARR, este genotipo representa 77,8% dos casos positivos para a presenca
do PrP%¢ e 38,5% dos casos de animais saudaveis (p<0,02).

O alelo VRQ, quando associado ao ARQ, n&o apresentou nenhum resultado
positivo, mas estava presente em 6,2% dos animais sem scrapie. Porém associado
ao ARR estava em 11,1% das amostras positivas e em somente 1,5% das
negativas. Novamente, a presenca do alelo ARR em conjunto com o alelo VRQ,
assim como se observou quando o ARR estava associado ao alelo ARQ, aumentou
a porcentagem de resultados positivos. Mesmo sem diferenca estatistica
significativa, estes resultados indicam uma possivel tendéncia de inversdo na
influéncia dos alelos, que deve ser estudada mais profundamente.

O fato destes animais serem originarios de cruzamentos de vérias racas pode
ter contribuido para resultados inesperados. Autores trabalhando com a raca Texel
encontraram o alelo ARQ como codominante com o alelo VRQ, nao conferindo

protecdo (BELT et al.,, 1995), o que esta em contradicdo a dados da raca lle de
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France (LAPLANCHE et al., 1993). BAYLIS et al. (2002) estudando um rebanho de
230 ovinos Texel, relatam que 47,6% dos casos positivos eram do genétipo
VRQ/ARQ, 28,6% VRQ/ARH, 14,3% ARQ/ARQ e somente 9,5% VRQ/ARR.

A presenca de cepas diferentes de scrapie ndo pode ser descartada. MOUM
et al. (2005) encontraram uma forte associacao entre a presenca dos casos atipicos
e os alelos AF141RQ e AHQ. Pelo menos um desses alelos, ou ambos, estavam
presentes em 36 dos 38 casos analisados. Os outros dois casos eram ARQ/ARQ.
Em contrapartida, nenhum animal possuindo alelo VRQ foi identificado com scrapie
atipico, ainda que presente na populacdo estudada com uma frequéncia alélica de
12,5%, sugerindo que este alelo confere resisténcia ao scrapie Nor98, enquanto é
altamente susceptivel aos casos classicos. Baseado nestas distribuicdes
contrastantes dos gendétipos PrP entre os casos de Nor98 e os casos classicos, é
possivel conceber que a persisténcia de varios polimorfismos no gene PrP ovino
pode ser em parte devido aos opostos regimes seletivos impostos por dois (ou mais)
tipos de scrapie.

O Setor de Ovinocultura da PUCPR ficou sem ovinos desde o abate dos
animais contaminados em abril de 2006 até agosto quando, com autorizacdo do
MAPA, foram introduzidas no setor 10 ovelhas mesticas da raca Texel. As pesquisas
mais recentes demonstram que uma vez o ambiente contaminado, existe uma forte
interacdo do prion PrPS® com o solo e minerais, permanecendo por pelo menos mais
de 3 anos infectivo (LEITA et al., 2006; JOHNSON et al., 2006).

GEORGSSON et al. (2006) citam o caso da Islandia que, em 1978, ap0s o
sacrificio de todos os rebanhos acometidos por scrapie, desinfeccdo das
propriedades e reintrodugéo, apos 2 a 3 anos de cordeiros de areas livres, a doenca
reapareceu em 33 fazendas, sendo que em 9 dessas, 0s casos surgiram 14 a 21
anos apd6s o abate. Ainda que ndo se possa descartar totalmente a entrada do
agente, aparentemente o reaparecimento da doenca foi devido a contaminacdo
ambiental. Em um caso especifico, a investigacao epidemioldgica leva a concluir que
0 agente permaneceu viavel por 16 anos.

A observacdo, em longo prazo, destes animais novos do Setor de
Ovinocultura ira permitir verificar se a contaminacdo permanece e, caso 0S animais
venham a ser genotipados, a relacdo dos gendtipos com a presenca ou ndo do
Prps°,
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Enquanto a Europa trabalha consistentemente nos programas de selegao
genéticas dos alelos resistentes, ha pesquisadores gque levantam questdes sobre os
problemas destes programas de cruzamentos seletivos.

A maioria dos dados disponiveis relacionados com susceptibilidade esta
baseada na genotipagem dos cédons 136, 154 e 171, sem levar em conta o efeito
de outras mutagdes. Recentemente, foi encontrado uma forte correlagdo entre a
mutacdo no codon Fi4; € a cepa Nor98 (MOUM et al., 2005) indicando que a visao
atual considerando o polimorfismo PrP e a susceptibilidade ao scrapie, se
considerada a biodiversidade global, podem estar “viciada” (EFSA, 2006).

ROUGHSEDGE et al. (2006) destacam trés riscos primarios de programas
seletivos de cruzamentos. O primeiro deles seria 0 aparecimento de uma nova EET,
mais ameacadora que o scrapie, e cujos alelos favorecidos pelos programas atuais
nao fossem resistente. Por outro lado, algum destes alelos que estaria sendo
selecionado negativamente poderia ser resistente. O segundo risco seria a perda de
caracteristicas favoraveis como, por exemplo, as produtivas. Isto aconteceria se o
locus PrP tiver efeitos pleiotrépicos em caracteristicas de performance, saude ou
adaptacédo, ou ainda, se estiver em ligacdo de desequilibrio com loci que controlam
estas caracteristicas. O terceiro risco seria 0 aumento da consanglinidade,
principalmente em racas com baixa freqiéncia do gendtipo ARR/ARR, que
acabariam utilizando um numero reduzido de reprodutores. BISHOP (2006) cita que
este problema seria mais grave em ragas menos numerosas.

Seria correto considerar que ovinos codificando alelos ARR estdo menos
sujeitos ao risco de serem infectados por agentes do scrapie classico e EEB
experimental. Entretanto, erradicar permanentemente e irreversivelmente a
variabilidade do gene PrP poderia resultar em graves problemas no futuro,
encarando agentes de EETs ainda desconhecidos que possam ocorrer.
Preocupados com estes questionamentos, uma recente avaliacdo de risco bioldgico
(EFSA, 2006) feita por pesquisadores europeus tenta analisar estes itens,
principalmente considerando o atual programa de cruzamentos proposto pela
decisao 2003/100/EC da UE (EU, 2003).

Segundo esta avaliacdo (EFSA, 2006), até agora, ndo ha evidéncia cientifica
que a ocorréncia de EETs atipicas esteja ligada a implementacéo de selecdo do PrP
(selecdo de animais ARR). Os casos Nor98 (que podem ser considerados como
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formas de casos atipicos) foram identificados antes da implantagdo dos programas.
Isto sugere que casos atipicos ja estavam presentes na populacdo de ovinos da
Europa, mas ndo eram identificados devido a suas caracteristicas peculiares.

Ha ainda pesquisadores que, em avaliacdes epidemioldgicas, consideram que
0S casos Unicos de scrapie atipico nos rebanhos, sem prévio contato, poderiam ser
espontaneos, como acontece na DCJ esporadica em humanos (BENESTAD et al.,
2003; NOREMARK, 2006).

Os agentes das EETs na sua biodiversidade, claramente tém melhores
habilidades em se desenvolver em alguns gendtipos que em outros. Isto é
exatamente o principio dos programas de cruzamentos seletivos. Porém, o risco de
observar-se um novo tipo de EET em gendétipos previamente considerados como
pouco susceptivel ndo pode ser descartado (EFSA, 2006).

Quanto a possibilidade de efeitos de interferéncia em caracteristicas
produtivas, de saude ou performance, os dados disponiveis, até o momento, sao
oriundos de experimentos com alguns dos gendtipos sem representagdo, ou com
pouca representatividade, invalidando os resultados. As avaliagbes devem ser
baseadas na comparacdo direta entre os diferentes genoétipos para qualquer
caracteristica de interesse. E essencial quando se avaliam estes efeitos que se
tenha a certeza de nao ha confusao entre possivel efeito da PrP e efeito de familias
ou linhagens. A tendéncia geral é uma auséncia de efeitos diretos do gene PrP nas
caracteristicas mensuradas (BONNET et al., 2004; MOUM et al., 2005; VITEZICA et
al., 2006).

Alternativamente, qualquer efeito evidente (em caracteristicas de producao ou
sanidade) de marcadores genéticos localizados préximos ao locus PrP é um
indicador de possivel co-selecdo do alelo ARR com caracteristicas favoraveis ou
desfavoréaveis. Isto introduz a necessidade um monitoramento desta co-sele¢céo nos
planos de cruzamento. Na literatura, ja esta disponivel uma série de experimentos
detectando Quantitative Trait Loci (QTL) para muitas caracteristicas de producao e
sanidade em varias racas ou animais cruzados. Os dados relativos a QTL de
bovinos, considerando que o cromossomo 13 (onde esta o locus do PrP) de ovinos e
bovinos € homoélogo entre os dois genomas, também eventualmente podem ser

utilizados (EFSA, 2006). Ja esta identificado, por exemplo, um QTL localizado
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proximo ao ILST059 (microsatélite distante 16cM da PrP) que controla a
variabilidade da resisténcia a infec¢do por nematédeos (RUPP et al., 2003).

Quanto a possibilidade de consanguinidade, a conclusdo da EFSA (2006) é
gue nao ha evidéncias cientificas suficientes de perda de variabilidade genética em
caracteristicas de importancia econémica, mas ha uma perda de variabilidade
genética na regido proxima ao gene da PrP no cromossomo 13.

E a situacao brasileira dentro do contexto do scrapie? Segundo a OIE, o0s
dados oficiais de notificacbes de scrapie no Brasil, apoés o relato em 1985, foram 4
casos “isolados” nos anos de 2000, 2001, 2003 e 2005 (dados disponiveis no

endereco http://www.oie.int/hs2). Destes, somente o caso de 2005 ndo ocorreu no

Parana, porém era em animal da raca Suffolk comprado de rebanho paranaense. O
caso do rebanho da PUC é o de 2003 e foi considerado o primeiro caso autdctone
do Brasil.

Segundo o Instituto Brasileiro Geografia e Estatistica (IBGE, 2005), o rebanho
de ovinos brasileiro em 2005 era de 15.588.041 cabecas e o rebanho paranaense de
511.801 cabecas. O Parani sempre teve uma pequena participagdo, em torno de 3
a 5%, do total do rebanho brasileiro. Ainda que pequeno em namero, o rebanho de
animais puros, principalmente da raca Suffolk, foi o principal fornecedor de genética
para muitos Estados Brasileiros (Sao Paulo, Mato Grosso, Estados do Nordeste), em
especial na década de 80 e inicio da década de 90, quando reprodutores e matrizes
do Parand eram levados para feiras e exposi¢cdes agropecuérias e todos estes
animais eram vendidos. Nesta época, muitos criadores paranaenses organizavam
consorcios e importavam sémen e animais vivos dos EUA. Vale lembrar que nos
Estados Unidos o scrapie € uma doenca endémica (DETWILER e BAYLIS, 2003).

Importando animais de um pais onde scrapie € endémico, principalmente na
raca Suffolk (WESTAWAY et al., 1994) e sem nenhuma forma de diagndstico in vivo
até entdo, é légico se suspeitar que animais infectados e no periodo de incubacéo
da doenca, tenham sido trazidos para o Brasil. Em rebanhos puros de ovinos Suffolk
era comum o aparecimento de animais com sinais clinicos compativeis com scrapie,
porém, sem diagnéstico e sem notificagdo. Os criadores, alertados pelos vendedores
dos animais nos EUA, e temerosos das conseqiiéncias que poderia haver caso as
suspeitas fossem notificadas as autoridades competentes aqui no Brasil (prejuizo
econdmico e perda do material genético, pelo abate de todos o0s animais),
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comecaram a ocultar os casos com clinica compativel. Este procedimento também
ocorre em paises onde a doenca é conhecida ha décadas e amplamente discutida.
Estima-se que somente 13% a 38% dos criadores relatem os casos de scrapie
(HOINVILLE et al., 2000, SIVAM et al., 2004). Supde-se, portanto, que muitas das
cabanhas de Suffolk e Hampshire Down no Parana, com animais de origem
importada, tenham tido casos de animais suspeitos de scrapie. O nao relato dos
casos impedia a confirmagdo do diagnostico e pode ter provocado uma
disseminacdo do agente causador pelas propriedades paranaenses. O quanto
outras racas e mesmo 0S animais mesticos podem estar contaminados € dificil de
avaliar. Porém, o longo periodo de incubacdo da doenca, mas ja com eliminacéo do
agente via placenta e fluidos fetais infectantes (ANDREOLETTI et al., 2002;
TOUZEAU et al., 2006), além da persisténcia deste agente no ambiente (LEITA et
al., 2006; JOHNSON et al., 2006; GEORGSSON et al., 2006), sdo motivos
suficientes para se fazer estes questionamentos. Os resultados deste trabalho
mostram animais positivos para o scrapie da raca Hampshire Down e mesticos, além
de mostrar que em todas as racas criadas no Parand, existem genotipos
considerados susceptiveis a doenca pela literatura mundial. Ha, inclusive, a
presenca dos alelos ARQ e AHQ, considerados susceptiveis ao scrapie atipico.

DETWILER e BAYLIS (2003) afirmam que a experiéncia mostra que a
prevencdo deve ser prioritaria em paises, regiées ou rebanhos onde o scrapie ndo
esta presente. A rdpida eliminacdo da doencga, imediatamente apds a introducao €
uma estratégia essencial se as medidas preventivas nao foram eficientes. Falhas na
prevencao ou eliminacao permitem uma disseminacéo silenciosa da doenga durante
seu longo periodo de incubacdo (meses ou anos). Para aqueles paises ou regides
nos quais a doencga se tornou endémica, esforcos para eliminar a doencga tém
atravessado décadas e, na maioria dos casos, ndo tém tido sucesso.

O Brasil ndo conseguiu impedir a entrada da doenca no Pais, nem tampouco
foi eficiente em elimina-la em curto tempo. Os resultados mostrados neste trabalho
preocupam pela presenca de animais positivos pela IHQ e sem nenhum sinal clinico,
no rebanho contaminado. Como se estima que muitos dos casos no Brasil ndo sao
notificados, a doenca pode estar sendo disseminada de forma silenciosa,
especialmente pelo intenso comércio de animais, inclusive de matrizes, que ocorre

no pais atualmente.
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Uma das racas que mais cresce em termos de numero no Brasil é a raca
Santa Inés e vem sendo desenvolvido um grande trabalho de melhoramento desta
raca e de outras racas deslanadas nativas, que podem vir a se tornar um produto de
exportacdo brasileira. A presenca do scrapie no Brasil e o perfil de gendtipos
susceptiveis nestas ragas poderia ser uma dificuldade para a exportacdo destes
animais. Além disso, assim como na bovinocultura, o Brasil tem um enorme
potencial para a producao de carne de pequenos ruminantes para exportacdo. Num
mundo globalizado, observa-se o aumento de barreiras sanitarias, em substituicdo
as alfandegarias. Portanto, programas de controle e vigilancia de doencas devem
ser conduzidos com muito cuidado e responsabilidade, a fim que garantir a
aceitacao dos produtos brasileiros sem quaisquer restri¢coes.

O grupo de trabalho, vinculado ao Programa Nacional de Controle da Raiva
dos Herbivoros e Controle das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis, que
esta elaborando um programa de controle de scrapie, ainda ndo disponivel para a
avaliagdo da comunidade, deve levar em consideracdo alguns fatores, discutidos a
seqguir.

O primeiro passo a ser dado, antes de qualquer outro, é se conhecer a real
situacdo da doenca no Brasil. Ainda que no Parana houve épocas em que nos
rebanhos elite de animais puros era comum e frequente a presenca de animais
clinicamente suspeitos, em outras regides ndo se tem noc¢do da incidéncia.
Certamente os casos relatados ndo demonstram a situacdo real. O fato de néo
relatar os casos pode ter acontecido e continuar acontecendo. Da mesma forma, o
aparecimento tardio dos sinais clinicos pode fazer com que parte dos animais
contaminados sejam abatidos ou morram por outras causas antes do aparecimento
da doenca clinicamente.

O segundo passo é alertar a comunidade cientifica, técnica e ovinocultores. O
desconhecimento total da doenca, por parte da maioria dos criadores e mesmo
técnicos, pode levar ao ndo reconhecimento da doenca ou que ela possa ser
confundida com tantas outras enfermidades que apresentam sinais clinicos
semelhantes.

Portanto, a Unica maneira de se conhecer a real incidéncia € comegando um
programa de vigilancia ativa, investigando as suspeitas clinicas e procurando casos

positivos em animais que sao abatidos e estdo supostamente saudaveis. Animais
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gue morrem na propriedade também devem ser examinados. A legislagdo em vigor
(BRASIL, 2003a,b), prevé a vigilancia epidemioldgica para deteccdo de EETs em
ruminantes destinados ao abate de emergéncia e somente com colheita de tronco
encefalico. Os dados dos animais da PUCPR mostram que animais positivos podem
estar presentes no rebanho sem apresentar qualquer manifestagéo clinica e com
acumulo de PrP>® somente em tecidos linféides.

Concomitante a vigilancia ativa, deveria ser incentivada a genotipagem dos
animais por parte dos criadores de raca pura. Assim, seria possivel comegar a
formar um banco de dados sobre as diferentes ragas. Uma maneira de se conseguir
gue o0s animais puros, de elite genética, fossem genotipados, seria a exigéncia deste
exame para machos em exposi¢cdes agropecuarias, ou pelo menos para aqueles que
fossem ser comercializados durante o evento. Nesta fase ndo se restringiria nenhum
genotipo, apenas se exigiria 0 exame. A conscientizacdo dos criadores sobre a
importancia de se conhecer o genétipo de seus animais, também facilitaria a
formacdo deste banco de dados, pela genotipagem voluntaria dos rebanhos de
ovinos puros.

J& na vigilancia, quando fossem encontrados casos positivos, estes deveriam
ser genotipados e voltar-se-ia ao rebanho, genotipando também todos os animais.
Desta forma, assim como foi feito no rebanho da PUC, seria possivel iniciar um
estudo de associacdo genotipo-doenca. Com esses dados, e que sdo essenciais
para se propor qualquer tipo de controle, mais os dados acumulados sobre os
genotipos nas principais racas brasileiras, poder-se-ia comegar a pensar num
programa de controle baseado em cruzamentos seletivos.

Antes disso, haveria dois riscos: primeiro de que os gendtipos considerados
resistentes ou susceptiveis, pela maioria dos artigos de literatura, ndo tenham a
mesma associacdo nos rebanhos brasileiros, quer por diferencas entre as ragas,
cruzamentos, ou mesmo cepas de scrapie. O outro risco seria se impor programas
de selecdo de alguns genotipos como ARR/ARR, e haver racas que ndo apresentam
este gendtipo, ou que a freqiiéncia é muito baixa. Neste levantamento, ainda que
limitado pelo numero de animais genotipados de cada raca, ja foi possivel observar
que algumas delas, como a Dorper, teriam grandes dificuldades em prover
reprodutores destes gendtipos.
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Estas dificuldades ficam mais nitidas quando se realiza uma simulacdo da
classificacao pelos critérios do National Scrapie Plan dos animais genotipados neste
trabalho. Menos da metade dos animais (43,9%) estariam classificados nos tipos 1 e
2, onde néo é feita nenhuma restricdo para os machos, ainda que se incentive o tipo
1 (ARR/ARR). Quando se avaliam as racas individualmente, observam-se resultados
bastante distintos, com ragas que ndao chegam a atingir 15% dos animais nestes dois
grupos, como o caso da raga Dorper, e racas como a lle de France, onde 91,6% dos
animais estariam classificados nos grupos 1 e 2.

O grupo 3, com a maioria dos genétipos ai classificados, 47,8%, e
praticamente todas as racas tendo neste grupo o maior nimero de representantes
(exceto a raca Crioula e 0s mesticos) € o mais controverso de todos. J& houve
restricdes a comercializagdo de carneiros deste grupo, que ja ndo sao mais
aplicadas, mas ainda ha restricbes dependendo da raca e do tipo de criacdo
(DEFRA, 2003). Parte destas mudancas se deve ao aparecimento de novas cepas
de scrapie, com perfis de susceptibilidade diferentes e, portanto, que levaram a uma
revisdo das restricbes a alguns genotipos, tentando preservar uma maior
variabilidade (BISHOP, 2006).

Os gendtipos do tipo 4 do NSP sdo um problema em particular. Apesar destes
animais terem um risco pequeno de desenvolverem scrapie durante suas vidas, eles
tém potencial para gerar uma progénie do tipo 5, que possui grandes risco de se
contaminar, se expostos ao agente do scrapie. Desta forma, as restricbes a
carneiros neste grupo, assim como no grupo 5 sdo severas, devendo o0s animais
serem abatidos ou castrados num periodo maximo de 90 dias apés o resultado da
genotipagem. Dentre o0s animais genotipados neste trabalho, 8,3% estariam
classificados nestes dois grupos. Porém, racas como o Dorper e a Santa Inés,
apresentam, respectivamente, 25,9% e 17,9% dos animais nestes grupos e séo
racas que tém apresentado um grande interesse por parte dos criadores.

MUTINELLI et al. (2003) relatam o caso de um rebanho italiano de ovelhas
leiteiras onde foi encontrado um animal positivo para scrapie, de gendtipo
ARQ/AHQ. Foi proposto que somente machos ARR/ARR e fémeas que carregassem
pelo menos um alelo ARR permanecessem. Animais com gendétipo ARR/VRQ
também seriam sacrificados. De 52 carneiros e 463 ovelhas, somente 4 carneiros
eram ARR/ARR e 33,9% das ovelhas eram de gendétipos susceptiveis, indicando que
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a disponibilidade de carneiros “totalmente resistentes” seria um fator limitante no
desenlace de surtos de scrapie usando o critério genético.

Portanto, no caso de se propor estratégias de controle baseadas na relacdo
entre o polimorfismo do gene PrP e a resisténcia/susceptibilidade ao scrapie, antes
de qualquer coisa, deve-se saber a estrutura populacional e o grau de variabilidade
existente nas diferentes ragas, genotipando a populagédo, ou parte representativa
dela. Somente a partir dai € possivel decidir quais 0s gendtipos serao restritos a
reproducdo. MOLINA et al. (2006) estudaram 5 estratégias para a erradicacdo do
scrapie na Espanha na raca Merino. Porém, antes foi necesséario genotipar 3193
carneiros, a fim de se ter uma noc¢éo da frequéncia dos diferentes alelos e genétipos
presente nos rebanhos e se poder realizar uma simulagdo das diferentes estratégias
e o impacto de cada uma delas. Para este caso especificamente, a estratégia com
melhores resultados foi a de genotipar somente os carneiros e eliminar animais
ARQ/ARQ e portadores de alelos VRQ, conseguindo-se aumentar a resisténcia e
causando o minimo de custo e perda de animais.

J4 WINDIG et al. (2004) propdem regras mais praticas para uma selecao:
selecdo branda, utilizando indiscriminadamente carneiros com um alelo ARR;
moderada, dando preferéncia para carneiros ARR/ARR; e severa, utilizando
somente carneiros ARR/ARR. A escolha entre os trés niveis de selecdo dependeria
do tamanho da populacéo e da frequéncia do alelo ARR.

Obter-se a relacdo gendtipo-resisténcia/susceptibilidade, é essencial para se
comecar qualquer programa de controle. Somente desta forma poder-se-4 estar
seguro de que, para determinada raca ou grupo étnico, aquele gendtipo € resistente
ou susceptivel.

Os resultados deste trabalho mostram que existem diferengas importantes
guando comparados aos resultados de outros paises, indicando a necessidade de
se ampliar o niumero de animais genotipados antes que qualquer programa de
controle do scrapie seja implantado no Brasil. Faz-se fundamental também estudar a
relacdo gendtipo e resisténcia/susceptibilidade das racas estrangeiras criadas no
Brasil, das ragas brasileiras e dos animais mestigos.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel genotipar 325 ovinos das racas Suffolk, Hampshire Down, lle de
France, Dorper, Dorset, Texel, Santa Inés, Crioula e animais mesticos.

Dos 15 genodtipos do gene PrP normalmente encontrados em ovinos, 7 estao
presentes nas amostras examinadas: ARR/ARR; ARR/ARQ; ARR/VRQ; ARR/AHQ;
ARQ/ARQ; ARQ/VRQ; ARQ/AHQ.

As frequéncias alélicas e genotipicas variaram entre as diferentes ragas. O
alelo mais frequente foi o ARQ. N&o foi encontrado o alelo ARH. A raga Santa Inés e
0S animais mesti¢cos foram 0s que apresentaram a maior variabilidade no gene PrP,
com seis genotipos distintos, e as ragas Suffolk e lle de France foram as que
apresentaram a menor variabilidade. Os genétipos ARQ/ARQ e ARR/ARQ foram os
mais frequentes e encontrados em todas as racas.

No rebanho contaminado pelo prion, houve resultados positivos para a
presenca do PrP°® em todos o0s genétipos presentes no rebanho, exceto no genétipo
ARR/ARR. No grupo de animais puros Hampshire Down ndo houve influéncia dos
genotipos no resultado da IHQ. A presenca do alelo ARR foi maior nos animais sem
scrapie, porém ndo foi possivel estatisticamente correlaciond-lo a resisténcia a
doenca.

No grupo de animais mesticos houve influéncia estaticamente significativa
entre os gendtipos e o aparecimento do prion (p<0,02). A diferenca no niamero de
animais com tecidos positivos na IHQ foi estatisticamente significativa para o
genotipo ARQ/ARQ (p<0,05), sendo encontrado somente em animais sem a doenca.
Para o gendtipo ARR/ARQ também houve diferenca significativa (p<0,02), sendo
que este genadtipo representou 77,8% dos animais mesticos contaminados. O alelo
ARR estava presente em maior porcentagem no rebanho positivo, porém nao foi

possivel estatisticamente correlaciona-lo ao aparecimento da doenca.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho pode contribuir para futuros estudos e programas de
controle do scrapie. Enquanto a legislagcéo atual trabalha com vigilancia somente de
animais suspeitos, ficou aqui demonstrado que animais clinicamente saudaveis
podem estar contaminados (12,7% do rebanho saudavel com amostras positivas na
IHQ) e, portanto, também devem ser avaliados. Da mesma forma, os 6Orgados e
tecidos colhidos para analise ndo podem ser restritos ao sistema nervoso, devendo
incluir tecidos linféides (das amostras positivas para IHQ, 86,67% eram em tecidos
linféides).

Foi observada a presenca de genétipos considerados susceptiveis ao scrapie
em oito racas criadas e avaliadas no Parana, assim como a presenca dos alelos
ARQ e AHQ, susceptiveis ao scrapie atipico (nor98). As variacdes nas frequéncias
alélicas e genotipicas indicam que o estudo sobre o polimorfismo nestas e em outras
racas deve ser ampliado, a fim de permitir, no futuro, um possivel programa de
cruzamentos seletivos.

Finalmente, neste trabalho foi possivel diagnosticar scrapie em animais de
diferentes graus de mesticagem e da raca Hampshire Down. Confirmada a presenca
do prion, torna-se possivel associar o polimorfismo do gene PrP a resisténcia ou
susceptibilidade ao scrapie. No grupo dos mesticos o genétipo ARQ/ARQ estava
associado a resisténcia e 0 ARR/ARQ a susceptibilidade, em contraste com alguns
dados de literatura. Estudos como este devem ser feitos para identificar os genétipos
resistentes e susceptiveis nas diferentes racas, contribuindo para agregar valor aos
reprodutores e matrizes, que poderdo ser comercializados com a certificacdo de

serem resistentes ao scrapie, além de auxiliarem no controle da doenca.
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