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RESUMO

A scrapie é uma neuropatologia degenerativa que acomete ovinos e caprinos e faz
parte das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETs), doencas consideradas
fatais causadas pela acimulo da proteina infecciosa prion (PrP*°). Esta proteina possui
conformacéo alterada provavelmente por mutagfes no gene prnp, mutagdes que, em ovinos,
modificam a traducdo dos codons 136, 154 e 171 e tém sido relacionadas com
suscetibilidade/resisténcia a scrapie. O objetivo deste estudo foi analisar o polimorfismo
dos codons 136, 154 e 171 do gene prnp associados a resisténcia/suscetibilidade a scrapie
em ovinos das racas Santa Inés e Texel das regides de Mato Grosso do Sul e Rio Grande do
Sul. Foi extraido DNA gendmico de sangue de 17 amostras dos animais Santa Inés e 12
animais da raca Texel e as regides alvo foram amplificadas por meio da Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), com oligonucleotideos especificos para as regies alvo do gene prnp.
Os produtos amplificados foram seqtienciados para determinagdo dos genoétipos. O alelo
ARQ foi freqliiente em 82,35% dos animais da raca Santa Inés e 52,78% dos animais da
raca Texel, seguidos de frequéncias de 36,36% e 33,33% do gendtipo ARQ/ARQ,
respectivamente. O gendtipo ARQ/VRQ foi frequente em 9,09% dos animais Santa Inés e
5,56% em Texel. A maioria dos animais foram incluidos no grupo R3 de risco relativo a

scrapie, apontando para baixa resisténcia a doenca.

Palavras-chave: Scrapie — polimorfismo — genotipagem — prion - ovino.



ABSTRACT

Scrapie is a degenerative and neuropathology disease that affects nervous system in
sheep and goats, It is one of the several transmissible spongiform encephalopathies (TSEs)
diseases considered fatal caused by the accumulation of infectious prion protein
(PrPSc). This protein has altered conformation probably by mutations in the PRNP gene,
mutations in sheep, modify the translation of codons 136, 154 and 171 and have been
associated with susceptibility / resistance scrapie. The aim of this study was to analyze the
polymorphism of codons 136, 154 and 171 of the PRNP gene associated with
resistance/susceptibility to scrapie in Santa Inés sheep and Texel sheep breeds raised in the
states of Mato Grosso do Sul and Rio Grande do Sul DNA genomic was purification lood
samples from 17 animals Santa Ines and 12 animals of the Texel and the target regions
were amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) with primers specific for regions
target gene PRNP. The amplified products were sequenced to determine the genotypes. The
ARQ allele was detected in 82.35% and 52.78% of the Santa Inés and Texel sheep,
respectively. The frequencies of the ARQ/ARQ genotype were 36.36% and 33.33%,
respectively. The ARQ/VRQ genotype was found in 9.09% and 5.56% of the Santa Inés
and Texel sheep, respectively. The majority of sheep was classified in the R3 risk group,

indicating low resistance to scrapie.

Key words: scrapie — polymorphism — prion — sheep



1. INTRODUCAO

A producdo mundial de carne ovina esta estimada em aproximadamente 8,4 milhdes
de toneladas, sendo Australia e Europa os principais produtores, detendo cerca de 40%
deste total. Com um efetivo ovino representado por aproximadamente 13,85 milhGes de
cabecas, o Brasil tem aumentado gradativamente a sua producdo de carne ovina ao longo
dos dltimos anos, apresentando uma projecdo para 2008 da ordem de 123 mil toneladas,
segundo estimativas da Organizacdo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentagéo
(FAO, 2008).

O Estado de Mato Grosso do Sul detém o segundo maior rebanho ovino do Brasil e
o0 primeiro do Centro-Oeste com 620 mil cabecas registradas até novembro de 2005, com
perspectivas de atingir cerca de cinco milhdes de cabecas até o ano de 2010 (SEBRAE,
2007).

Em busca da melhora da produtividade dos rebanhos, alguns sistemas utilizados
com este objetivo podem trazer consigo o surgimento de doengas que, até entdo, ndo
constituiam em prejuizo sanitario ou econdémico. Programas intensivos de melhoramento
genético, principalmente os que visam a precocidade e aumento da massa muscular em
ovinos podem estar associados as altas taxas de prevaléncia de varias doencas, entre elas, a
scrapie (LEANES, 2008).

A scrapie, enfermidade que faz parte do grupo das Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (EETs) teve seu primeiro relato por volta de 1730 na Europa e apresenta
atualmente, grave problema de cunho econémico.

Em ovinos, varios estudos indicam a associagdo de determinados genotipos a
suscetibilidade a scrapie. Existem mutac6es bem conhecidas no gene prnp, que modificam
a traducdo dos cddons 136 (Alanina/Valina), 154 (Histidina/Arginina) e 171
(Glutamina/Arginina/Histidina/Lisina) e, que estdo associadas & ocorréncia da doenca
(VACCARI et al., 2004).

O conhecimento da frequéncia de alelos que conferem resisténcia e suscetibilidade a
scrapie contribui de forma acelerada para a identificacdo de animais geneticamente
resistentes, o que pode auxiliar em programas de melhoramento genético, que através de
direcionamento de acasalamentos, poderdo aumentar a frequéncia de alelos favoraveis a
erradicacdo da doenca (MORENO et al., 2006).



A ocorréncia de casos de scrapie no Brasil, em particular no Mato Grosso do Sul e
Rio Grande do Sul, seja na forma natural da doenca ou pela importacdo de ovinos, requer
conhecimentos do gene prnp em ragas aqui criadas, a fim de monitorar a selecéo de animais
resistentes para serem utilizados em programas de melhoramento genético.

Sendo a scrapie uma doenca de grande preocupacdo internacional, se faz necessaria
a caracterizacdo do gene prnp envolvendo a alteracdo dos cddons 136, 154 e 171 nos
animais que compdem o plantel ovino nacional e que estdo envolvidos na segregacdo das
alteracOes do gene, visando o desenvolvimento de estratégias para prevenir a ocorréncia e a

disseminagéo da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve Historico

De acordo com levantamentos epidemioldgicos descritos na literatura, a primeira
referéncia as Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETs) ou doencas pribnicas
ocorreu por volta do ano de 1730, quando foram detectados casos de Tremor Enzoético dos
Ovinos (Scrapie) em alguns paises do Reino Unido (MACGOWAN, 1922) e Alemanha
(LEOPOLDT; NUTEZLICHE, 1959).

Nas décadas de 1950 e 1960, o surto de uma doenca neurodegenerativa até entdo
desconhecida, foi relatada em integrantes da tribo Fore da Nova Guiné, onde mais tarde foi
descoberto que a causa mais provavel era a pratica de canibalismo ritual. Este canibalismo
foi apontado como o mecanismo de transmissé@o de prions, na doenga que ficou conhecida
como Kuru (GAJDUSEK; ZIGAS, 1957).

Neste mesmo periodo, estudos em chimpanzés demonstraram como ocorre a forma
de transmissdo do agente atraves de inoculagcdo intracerebral. A partir dai, outras trés
enfermidades que acometem humanos como a doenca de Creutzfeldt-Jakob familiar
(fCDJ), Gerstmann Staussler-Scheinker Sindrome (GSS), Ins6nia Fatal Familiar e uma de
bovinos, a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), passaram a ser relatadas de forma
mais detalhada (KUBLER et al., 2003 ).

A disseminagdo da doenca fora da Europa foi relacionada a exportacdo de animais
infectados, sendo considerada a principal causa na ocorréncia do primeiro caso nos EUA
em 1947 e na Australia e Nova Zelandia em 1952 (LEANES, 2008).

A doenca foi introduzida no Brasil pela importacdo de ovinos Hampshire Down de
rebanhos ingleses (Fernandes et al., 1978).

O primeiro caso foi identificado em 1978 no RS (FERNANDES et al., 1978),
seguindo-se de um segundo episddio em 1985 no Parand (RIBEIRO, 1993). Diante dos
fatos, o governo brasileiro proibiu a importagdo de animais do Reino Unido, mas manteve
abertas as fronteiras para a introducdo de ovinos de outros paises, EUA e Canada em
particular, onde a doenca é endémica. Segundo Ojeda e Oliveira (1998) de 1991 a 1996
foram importados 2267 ovinos, a maioria dos USA.



Os dados da Tabela 1 revelam que a doenca ocorre em rebanhos onde foram
importados animais de paises da América do Norte. O governo brasileiro ndo permite mais
a importacdo de ovinos em pé desses paises, mas, mesmo assim, novos casos tém sido
diagnosticados. Provavelmente em virtude da heranca genética dos animais anteriormente

introduzidos no Brasil.

Ano Raca Procedéncia  Estado
1978 Hampshire Down Reino Unido RS
1985 Wiltshire Horn Reino Unido PR
1995 Suffolk USA RS
1997 Suffolk USA PR
2001 Hampshire Down Canada PR
2003 Hampshire Down Brasil PR
2006 Hampshire Down Brasil MS
2006 Suffolk Brasil RS

Adaptado de Ribeiro e Rodrigues (2001).
Tabela 1. Casos de scrapie ocorridos em ovinos no Brasil — periodo 1978 a 2006.

Atualmente, a scrapie é encontrada em diversos paises do mundo e junto com a
EEB compdem o quadro de enfermidades pridnicas de maior repercussao mundial, em
particular, por constituirem um grupo de doencas que acarretam grandes perdas econdémicas

além de apresentarem grande risco a saide humana (WOOLHOUSE et al., 2004).

2.2 A Proteina Celular

A proteina celular priénica (PrP®) foi primeiro detectada em experimentos
realizados na tentativa de identificar o acido nucléico exdgeno do agente responsavel pelas
doencas neurodegenerativas, as EETs (PRUSINER, 1998).

O termo prion ou particula proteinacea infecciosa foi criado por Stanley Prusiner
em 1982 para enfatizar o papel crucial desta proteina nas EETs (PRUSINER, 1982). Esta
particula é constituida por 256 amino&cidos e é altamente conservada em vertebrados
(GABUST et al., 2005).



Em ovinos, o gene prnp que codifica para a proteina pridnica, esta localizado no
cromossomo 13 e possui uma regido de aproximadamente 31 kb constituida por dois exons
curtos ndo-codificantes, e um exon que contém a ORF (open reading frame) constituida por
236 codons (LEE et al., 1998).

A protefna pridnica normal ou Proteina prion Celular (PrP®) (Figura 1) é
considerada uma glicoproteina, constantemente produzida no reticulo endoplasmatico,
processada no complexo de Golgi e entdo transportada para a superficie celular do tecido
cerebral, quando por possuir uma meia vida curta, devido a processos de endocitose, é
rapidamente metabolizada, sofrendo degradacéo proteolitica (MOSER et al.,1996).

Figura 1. Estrutura conformacional da proteina pridnica normal (GABUST et al., 2005).

A abundancia da prion celular no cérebro sugere fungfes importantes tais como
neurotransmissdo, ativacdo do sistema imune celular, metabolizagdo do cobre (Cu),
atividade antioxidante e apoptose (MAZZONI et al., 2005). A partir de estudos com
camundongos, foi constatado que animais deficientes em PrP apresentavam uma reducéo
de dez vezes na fragdo microssomal de cobre para o cérebro, com reducdo também na
atividade da Cu-Zinco (Zn) superdxido dismutase, levando a uma maior sensibilidade a

toxidez por Cu e ao estresse oxidativo (HOPE, 2000).



Células em que a expressao do gene prnp havia sido anulada, por nocaute genético,
se mostraram mais sensiveis ao estresse oxidativo do que aquelas em que ocorria a
expressdo normal. A partir destas observacGes, Wong et al. (1999) afirmaram que a
isoforma PrP® ligada ao Cu tem um papel importante na protecdo celular aos danos
causados por radicais livres.

Goldgaber (1997), determinou que a atividade cerebral da proteina prion estava
diretamente ligada a proteina “stress inducible protein 1 (STI-1), que quando juntas
formavam um complexo de aproximadamente 543 amino&cidos, o qual funcionaria como
um interruptor, bloqueando ou liberando o funcionamento da prion. Posteriormente, o
complexo formado pela prion celular e a STI-1 mostrou-se essencial tanto para o
amadurecimento e a formacdo dos prolongamentos dos neurdnios, como para protegé-los
da morte celular programada, a apoptose (BRENTANI, 1997).

Atualmente, esta comprovado que a proteina pribnica é também responsavel por
modular a resposta do sistema imunologico as inflamagdes, ora aumentando, ora reduzindo
a atividade das células de defesa, estimulando a acdo dos neutréfilos, as células de defesa
mais abundantes no organismo. Experimentos com camundongos geneticamente alterados
para ndo produzir a prion celular, demonstraram que esses animais apresentam um nimero
menor de neutrofilos, além de se apresentaram mais lentos do que os roedores normais
(ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).

O metabolismo detalhado da atividade cerebral da prion celular ainda ndo esta
totalmente esclarecido, porém, é conhecido que a proteina se encontra ancorada em regides
mais espessas da superficie celular, por uma longa molécula de aglcar e lipidios em forma
de barbante por onde a prion pode deslizar para areas mais delgadas da membrana dos
neurdnios. Neste momento, esta é transportada no interior de vesiculas contendo &cidos,
onde se conecta a outras proteinas e envia comandos para 0 nlcleo ou outras regifes. Este
deslocamento ndo ocorre ao acaso, pois a prion celular s6 se move na superficie dos
neurdnios depois que proteinas especificas se acoplam a ela, ativando-a. (ZOMOSA-
SIGNORET et al., 2008).

Como um receptor, a prion saudavel conduz outras proteinas para o interior dos
neurdnios. Uma vez no interior da célula, o complexo formado pela prion e sua proteina
ativadora, envia sinais quimicos que ordenam a emissao de prolongamentos ou a produgdo

de compostos que protegem o neurénio da morte. Sem essa penetracdo no interior da célula,



a comunicacdo mediada pela prion celular fica incompleta (ZOMOSA-SIGNORET et al.,
2008)

2.3 Doencas Prionicas

As doengas pridnicas sdo patologias neurodegenerativas fatais e incurdveis que
ocorrem no Sistema Nervoso Central (SNC) e linfatico e que podem se apresentar como
desordens genéticas, infecciosas ou esporadicas a partir da modificagdo conformacional da
protefna PrP® (PRUSINER, 1998; WOOLHOUSE et al., 2001).

Dentre as EETs em animais estdo a scrapie em pequenos ruminantes, a
encefalopatia espongiforme bovina (EEB), que também é conhecida popularmente como
Doenca da Vaca Louca, a doenga emaciante cronica dos cervideos e alces (CWD), a
Encefalopatia Transmissivel das Martas (ETM), a Encefalopatia Espongiforme Felina
(EEF), aléem das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis encontradas em ungulados
ndo domeésticos, criados em cativeiro e avestruzes (SIMMONS, 2008). Em seres humanos
sdo conhecidas a kuru, doenca de Creutzfeldt-Jakob (fDCJ) e a variante da doenca de
Creutzfeldt-Jakob (vDCJ), doenga de Gerstmann-Straussler-Scheinker e a insonia fatal
familiar (NOINVILLE et al., 2008).

2.4 Scrapie

Scrapie é uma desordem neurodegenerativa enzodtica fatal que afeta ovinos
domeésticos (Ovis aries) e selvagens, como o muflon (Ovis musimon), e caprinos (Capra
hircus). Pelo fato da doenca possuir evolucdo lenta, ocorre principalmente em ovinos em
idade reprodutiva (WOOD et al., 1992).

A scrapie é também chamada de tremblante (tremedeira) na Franca, traberkrankheit
(doenca do trotar) na Alemanha, ou ainda rida (doenga do tremor ou ataxia) na Islandia
(CUILLE; CHELLE, 1936).

Existem duas formas de manifestacGes clinicas da doenca: a forma pruriginosa e a

forma nervosa, de acordo com a predominancia de sinais sensitivos ou motores. Dentre 0s



principais sintomas, destacam-se prurido, hiperexcitabilidade, ranger de dentes,
incoordenacdo motora e morte. A evolugcdo da doenca é demorada, podendo ser observada
caquexia, paralisia, movimento excessivo ou estresse a0 manejo (VICARIVENTO et al.,
2008).

A scrapie deve receber atencdo especial de pesquisadores e 6rgaos do governo,
responsaveis pela sanidade animal e humana, pois mesmo nao sendo conhecida por infectar
diretamente os seres humanos, no entanto, baseado em dados experimentais é altamente
provavel que a scrapie possa ser transmitida aos bovinos, que por sua vez podem

potencialmente infectar seres humanos (BERINGUE et al., 2008).

2.4.1 Origem Genética

A origem genética da scrapie em ovinos e em outros representantes da ordem
Artiodactyla, estd comprovadamente relacionada a polimorfismos do gene prnp. Casos
clinicos de tremor epizodtico nos ovinos e caprinos foram registrados ao longo de varias
décadas em quase todas as regides do mundo, onde a resisténcia/suscetibilidade genética a
doenca foi baseada nos gendtipos que constituiam o gene prnp (DETWEILER, 2003).

Existe uma estreita associacdo entre existéncia de alteragdes polimérficas no gene
responsavel pela codificacdo de aminoacidos essenciais que constituem a proteina pridnica
e a suscetibilidade ao tremor epizo6tico ovino, sendo que polimorfismos nos trés codons
(136, 154 e 171) estiveram presentes em animais positivos e foram associados a diferentes
focos da scrapie em ovinos (LUHKEN et al., 2007).

Os cbédons 136 (Alanina, A), 154 (Arginina, R) e 171 (Arginina, R) foram
identificados como o0s mais importantes na suscetibilidade a scrapie (SWEENEY;
HANRAHAN, 2008), por estarem diretamente relacionados ao poder de conversdao de
moléculas PrP® em PrP*° (proteina alterada, responsével pelo desenvolvimento da doenca).
Esta caracteristica pode ser explicada pelo fato de que os diferentes polimorfismos estdo
localizados na area de interacdo entre PrP® e PrP*, ou seja, na area de reconhecimento entre
as moléculas (BOSSERS et al., 2000).

O gene prnp ovino foi mapeado pela técnica de hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH), e ap6s andlises detalhadas destas porcGes em particular de alguns ovinos, uma
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alteracdo polimérfica foi localizada na por¢do 15 do brago curto do cromossomo 13
(13915) (IANNUZZI et al., 1998). Seu sequenciamento, a partir de ovinos Suffolk
suscetiveis a scrapie, mostrou que o gene é descontinuo, possuindo trés exons intercalados
(LEE et al., 1998). A janela aberta de leitura do gene prnp de ovinos, que codifica a
proteina celular, estd localizada completamente no exon Ill, sem interrupcdo de introns
(GLOCKSHUBER, 1998; GOLDMANN, 2008; LIEMANN). Da mesma forma que em
ovinos, o0 gene prnp de outros mamiferos possui um ou dois exons ndo codificantes, além
daquele que codifica a proteina prion celular (LEE et al., 1998).

O gene prnp ndo apresenta TATA box, ao invés, mostra uma seqiiéncia rica em GC
(BASLER et al. 1986; DODELET; CASHMAN, 1998) e até 0 momento, dos 256 codons
que compBem o gene prnp, 39 foram considerados polimorficos, porém, no caso de ovinos,
os alelos polimorficos considerados de particular importancia por estarem relacionados a
casos de scrapie, sdo os que se referem aos cddons 136 (alteracdo do aminoacido Alanina
para Valina), 154 (alteracdo do aminoacido Arginina para Histidina), e 171 (alteracdo do
aminoécido Glutamina para Arginina, Glutamina para Histidina ou Glutamina para Lisina)
(GOLDMANN, 2008; SWEENEY 2008). Estes polimorfismos combinados formam cinco
alelos (ARQ, VRQ, AHQ, ARR, ARH) que podem ser organizados em 15 gendtipos,
(Tabela 1).

Baseado nos 15 diferentes gendtipos, uma forma de classificagdo contendo grupos
de risco foi desenvolvido na Gra Bretanha, por meio do Plano Nacional de Controle e
Erradicacéo da scrapie (PNS) (DEFRA, 2003). Esta classificacdo foi criada para auxiliar os
programas de melhoramento genético e outros planos similares foram desenvolvidos nos
Estados Unidos e por membros da Unido Européia (DAWSON et al, 1998;
DETWREILER et al., 2003).

Genotipo Classificagdo do PNS Risco associado a scrapie
ARR/ARR R1 Muito baixo

ARR/AHQ R2 Baixo

ARR/ARH

ARR/ARQ

AHQ/AHQ R3 Moderado, especialmente
AHQ/ARH em ARQ/ARQ
AHQ/ARQ
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ARH/ARH
ARH/ARQ
ARQ/ARQ

ARR/VRQ R4 Moderado
VRQ/AHQ R5 Alto, especialmente

VRQ/ARH em VRQ/ARQ e VRQ/VRQ

VRQ/ARQ

VRQ/VRQ
Tabela 2. Classificacdo dos 15 gendtipos do gene prnp e seus respectivos grupos de risco,
segundo Plano Nacional de combate a scrapie estabelecido pela Gra Bretanha em 2001
(DAWSON et al., 2008).

O grupo de risco R5 esté relacionado com animais que apresentam maior risco de
desenvolver a doenca (BOSSER et al., 1996; BAYLIS et al., 2004a). No Reino Unido, e em
muitos outros focos registrados, tais como Franga, Irlanda e Noruega os animais que
apresentaram os genotipos VRQ/VRQ foram incluidos neste grupo (HERMANN et al.,
2002; O’DOHERTY et al., 2002; TRANULIS et al., 1999).

O risco do grupo R5 é tdo elevado que, por muito tempo, a scrapie foi considerada
uma doenca estritamente genética. Porém, véarios estudos tém demonstrado de modo
conclusivo que ovinos com o genotipo VRQ/VRQ podem sobreviver até a velhice quando
mantidos em ambientes livres da doenca (HUNTER et al., 1997). Os outros trés gendtipos
incluidos no grupo R5 sdo VRQ/ARQ, VRQ/ARH e VRQ/AHQ (HOFFMANN et al.,
2007).

Considerando que as estimativas de risco de desenvolvimento da scrapie
relacionado ao gendtipo homozigoto VRQ/VRQ sdo semelhantes nos gendtipos
VRQ/ARQ, VRQ/ARH, o risco de desenvolvimento da doenca na presenca do gendtipo
VRQ/AHQ é surpreendentemente baixo. Isto sugere que o alelo AHQ tem um efeito claro
de resisténcia quando comparado a resisténcia conferida pelo alelo ARQ combinado ao
alelo VRQ (BOSSERS et al., 1996).

O gendtipo incluso no grupo R4 é constituido por animais que apresentam menores
riscos de serem afetados pela scrapie em relacdo aos classificados no grupo R5, mas que o
risco disseminado aos seus descendentes ainda é significativo, sobretudo porque a prole
gerada e que se enquadra no grupo R5 pode ser produzida a partir de reprodutores que séo
enquadrados no grupo R4. O genédtipo ARR/VRQ representa esse grupo (DAWSON et al.,
2008).
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A presenca do alelo ARH indica uma reducéo significativa da suscetibilidade, onde
animais e descendentes que apresentam este gendtipo, acompanhados de alelos que
conferem suscetibilidade, estdo inclusos no grupo R3. Os seis gendtipos que constituem
este grupo incluem ARQ/ARQ, bem como o gendtipo incomum, ARH/ARH (DAWSON et
al., 2008).

Em comparagdo aos grupos R4 e R5, o grupo R3 é representado por gendtipos que
conferem aos animais uma reducdo de risco de cerca de trés vezes (resisténcia parcial) em
desenvolver a doenca, neste estdo incluidos animais com os genotipos ARQ/AHQ
(BILLINIS et al., 2004; DAWSON et al., 2008).

O grupo R2 é constituido por animais que apresentam os genétipos ARR/AHQ,
ARR/ARH e ARR/ARQ, sendo considerados resistentes, porém, ocasionalmente seus
descendentes podem desenvolver a doenca e apresentar genétipos que estdo incluidos em
grupos de classificacdo de risco mais elevado (BOSSERS et al., 1996; DAWSON et al.,
2008).

Animais que constituem o grupo R1, apresentam o0 genotipo ARR/ARR e sdo
considerados como resistentes a scrapie (HOUSTON et al., 2007).

2.4.2 Origem Infecciosa

A origem infecciosa da doenca estd diretamente ligada ao modo como ocorre a
transmisséo. Usualmente ovinos e caprinos contraem o agente infeccioso quando mastigam
ou ingerem placenta e/ou fluidos contaminados. Além da ingestdo oral, outras possiveis
rotas de infeccdo podem ocorrer por escarificacdo e por via conjuntival. Entretanto,
nenhuma forma infectiva foi encontrada nas fezes, urina, leite, colostro ou saliva por teste
de inoculacdo em ratos. A transmissdo materna foi sugerida como possivel meio de
disseminagdo do agente (McCGOWAN et al., 1922; BERINGUE, 2008), entretanto, foi
observado que o embrido/feto ndo pode ser exposto a scrapie no Utero, porque estdo
separados fisicamente do alantéide e corioalantéide (PrP*° positivos) pelo amnio (PrP>*
negativo) (TUO et al., 2001). Trabalhos realizados na Alemanha por POST et al. (1999)

também sugeriram que as doencgas pribnicas podem ser transmitidas pelas moscas em

13



diferentes estagios de desenvolvimento, mesmo apds a morte do inseto, 0 que pode ser
relevante na transmisséo da scrapie e EEB.

O fenbémeno de transmissdo de prions de uma espécie para outra foi denominado
barreira interespecifica (LIEMANN; GLOCKSHUBER, 1998. De acordo com Prusiner et
al. (1990), entre individuos da mesma espécie ocorre a transmissdo de prions homologas,
onde a seqiiéncia das duas isoformas (PrP® e PrP*%) é semelhante. Diferentes espécies
expressam formas da PrP® levemente distintas, diferindo em parte na quantidade de
aminoécido presente na seqiiéncia de cada espécie, por exemplo: a PrP® originaria de ratos
difere da PrP® provenientes de Hamster por 16 amino4cidos, logo, a inoculagdo da PrP*°
provenientes de Hamster em ratos dificilmente ird desencadear a doenca.

Entretanto, a diferenca na seqiiéncia de aminoacidos entre ovinos e bovinos é de 7
amino4cidos, portanto a transmissdo entre as duas espécies nio é dificil. A proteina PrP®
humana difere da de bovinos por mais de 30 aminoacidos, o que torna extremamente dificil
a transmissao de EEB para 0 homem, mas ndo impossivel (OWEN, 1998).

A transmissdo de prions heterdlogos entre espécies requer a troca de sequéncias
entre doador e hospedeiro, ja que estas se apresentam diferentes (SCOTT et al., 1997). A
diferenca na sequéncia da proteina prion se da através da linhagem e possivelmente através
da interacéo do PrP® com um fator (ou fatores) desconhecido(s) do hospedeiro, denominado
proteina X (LIEMANN; GLOCKSHUBER, 1998). Segundo Wilesmith et al. (1991), a
grande semelhanca de seqiiéncias entre as proteinas prions dos biungulados parece ter

facilitado a transmisséo destas de ovinos para bovinos.

2.4.3 Origem Esporéadica

Além das formas genéticas (ou herdaveis) e infecciosas, a scrapie pode se
manifestar no animal sem que ele tenha predisposicdo genética ou tenha ingerido a
proteina. Essa forma de manifestacdo da doenga denomina-se esporadica (BROWN et al.
2000).

Uma explicacdo adequada para esta forma da origem da doenca seria comparar 0

agente (prions) aos retrovirus, onde uma copia de RNA converte-se em uma colpia
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transcrita de DNA complementar. Porém, este modelo de transmissdo vertical do estado
infeccioso, ocorre por integracdo de uma copia de DNA cromossémico (provirus ou
virions) em células da linhagem germinal, com subseqiiente expressdo destes provirus em
células sométicas, culminando no desenvolvimento da doenga infecciosa (WATTS et al.,
2007).

No entanto, um genoma funcional proviral s6 pode se desenvolver a partir de um
precursor. Assim 0s prévirus ndo possuem origem espontanea, e 0s retrovirus ndo podem
ser reclassificados no grupo de doengas de origem esporddica. Em contrapartida, a
epidemiologia esporadica pode ser definida como uma particularidade das doencas
pribnicas, classificando-as como doengas transmissiveis origindrias de uma proteina
alterada (WATTS et al., 2007).

2.5 O Agente

De acordo com a "HipOtese da Proteina”, a prion infecciosa consiste em uma
protefna prion anormal, PrP* (PRUSINER, 1982). Esta é uma isoforma protéica
modificada da proteina celular normal, a PrP®, que é abundantemente expressa em células
de mamiferos (PRUSINER, 1998)

A PrP® produzida no hospedeiro é uma proteina em que predomina a conformagao -
hélice. MedicBes por espectroscopia de dicroismo circular da PrP® mostram 38% de
conformacdo a-hélice, 14% de estruturas B-folheadas, 27% de giros e 22% em espiral ao
acaso. Sua conversdo para PrP* implica no aumento de estruturas B-folheadas para 38%,
reducdo das a-hélice para 19% e os 43% restantes tornam-se espirais aleatorios (SAFAR,
1996), podendo ser observadas as duas isoformas na Figura 2. Ambas sdo covalentemente
idénticas, ndo sendo identificadas até agora diferengas quimicas. Esta transi¢do de estrutura
secundaria e tercidria ¢ acompanhada por profundas mudangas em suas propriedades, como
insolubilidade em detergentes ndo desnaturantes, propensdo a agregar-se (formacdo de
amildides), resisténcia parcial a protedlise (PRUSINER et al., 1996), interacdo anormal de
membrana, termorresisténcia (SAFAR, 1996), meia vida, na qual a PrP® tem duracdo de
seis horas, enquanto a PrP*°, pode durar anos (BOSSERS, 1999). Segundo CAUGHEY e
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colaboradores, (1998), ha modificacdes da PrP* também quanto & conformacéo, estado

polimérico e/ou associages ligantes.

Figura 2. Modelos tridimensionais da proteina PrP. O modelo da esquerda representa PrP°
recombinante de hamster. O modelo da direita representa 0 modelo monomérico alterado
de PrP* de hamster (COHEN, 2008).

A conversdo da proteina da forma normal para a forma anormal ou alterada é um
processo fundamental para a transmissdo e patogénese da doenca. A alteracdo ocorre apds a
sintese de PrP® no reticulo endoplasmatico. A proteina recém sintetizada transita por meio
do complexo de Golgi para a superficie da célula onde se ligard a uma ancora de
glicofosfatidilinositol. Proxima & superficie celular, a PrP®é metabolizada ou convertida em
PrP%. A molécula recém formada volta & célula por dominios membrano-caveolares (CLD)
localizados na superficie desta, resultando em invaginagbes da membrana plasmatica. Tais
estruturas sdo ricas em proteinas ligadoras de colesterol e glicofosfolipideos, sendo
insoltveis em detergentes (ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).

Esta conversdo consiste num ciclo de replicacio simples (Figura 3), onde a PrP>° se
encontra em equilibrio como um segundo estado, chamada de PrP*, visto como um estado
intermediario que intervém na formacgéo da PrP*°, quer por meio de um encontro com PrP*°
ou de um encontro com outra molécula de PrP* (COHEN; PRUSINER, 1999).
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Em circunstancias normais a PrP® domina o equilibrio conformacional, mas nas
doencas infecciosas, a PrP>® é fornecida a partir do exterior e pode ligar-se a PrP* para
originar um heteromultimero (PrP/PrP*), que pode ser convertido depois num
homomultimero de PrP> (PrP/PrP*). Neste evento, um fator auxiliar intervém
diretamente nesta conversdo, chamada de proteina X; esta liga-se a PrP*® e apds a
conversdo do PrP* em PrP* é liberada e reciclada, juntando-se a outro novo complexo
heteromultimérico (TELLING et al., 1995; KANEKO et al., 1997; ZOMOSA-SIGNORET
et al., 2008).

O complexo heteromultimero pode-se dissociar originando a formacgdo de dois
moldes capazes de novas replicagdes, originando-se, assim, 0 crescimento exponencial de
PrP**(CORREIA; CORREIA, 2001).

Na forma infecciosa, a prion exégena (PrP*), inicia a sua replicacdo ao ligar-se a
um complexo constituido pela proteina X, no momento em que esta condiciona o
enrolamento da proteina pridnica celular normal (PrP®) & qual se encontra ligada, e que por
influéncia da PrP*, passa a ter uma conformagdo em inicio de modificacdo a qual
denomina-se PrP*, que com a continuagdo da sua biossintese, passa a PrP>® enddgeno.
Desta foram, a PrP*>® exgena, molda, ajudada pela proteina X, a PrP* convertendo-a em
PrP* enddgena (CORREIA; CORREIA, 2001).

Na forma hereditéria, a concentracéo de PrP*, conformagdo intermediéria, aumenta
quer devido ao efeito desestabilizador da mutacdo sobre a estrutura da PrP®, quer por
aumento de estabilidade daPrP® ou do dimero ou multimero de PrP*. A presenca do
complexo PrP*/ PrP* pode dar origem a PrP>%/PrP*° e iniciar um ciclo de replicacfo. Nas
doencas pribnicas hereditérias, e talvez nas doencgas pribnicas espontaneas que ocorrem
devido a uma mutacdo celular somética, a proteina PrP® mutada pode ligar-se & proteina X
e dar origem ao complexo PrP*/Proteina X/PrP*/Proteina X, a partir do qual podera
originar a PrP> enddgena na auséncia de uma PrP* exégena que funcione como molde.
Este papel seria adquirido pela proteina PrP® mutada. Apds esta formacéo inicial da Prps
endogena, a replicacdo pridnica seguiria o curso de crescimento exponencial (CORREIA;
CORREIA, 2001).

Na forma esporéadica existe um acontecimento molecular que é a formacdo do
complexo PrP*/PrP* ou ocorre uma mutacgdo celular somatica. Nas formas espontaneas das

doencas pridnicas, a formagédo rara do complexo PrP*/Proteina X/PrP*/ /Proteina X podera
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originar a formacdo de PrP* enddgena, que depois seguirda um ciclo replicativo
(CORREIA; CORREIA, 2001).

2.6 Patogénese

A infeccdo de ovinos pelo agente ocorre por via oral, embora escarificagdes na pele
e mucosas/conjuntiva danificadas sdo consideradas como vias alternativas de infecgéo
(MOHAN, 2004). O agente infeccioso da scrapie estd presente no ambiente de pastoreio e
em pastagens, sendo ingeridos durante o0 pastoreio nestes locais contaminados
(DICKINSON, 1976). No caso de bovinos, na EEB, a infeccdo ocorre através da
alimentacdo a partir de concentrados contendo farinha de carne e 0ssos derivados de
bovinos infectados pela doenga (WILESMITH, 1991).

A forma como 0 agente atravessa a barreira da mucosa apds ser ingerido ainda é
obscura, porém sdo postuladas trés formas possiveis de ocorrer (Figura 4). A primeira é a
forma mediada pelas células M, um tipo de célula presente nos foliculos do epitélio que
constitui o intestino delgado e amigdala, especializada no transporte de macromoléculas e
particulas por todo o segmento do epitélio (HEPPNER, 2001). Estas células M podem ser
utilizadas por agentes patogénicos para atravessar a barreira das mucosas e ganhar acesso
aos tecidos subjacentes (NEUTRA et al., 1996).

Apbs a ingesto, e possivel absorcéo pela células-M ou células dendriticas a PrP> é
transportada para os foliculos linfoides (LF) e placas de Peyer subjacentes ao foliculos
associados ao epitélio. Dentro dos foliculos linfdides, a PrP* acumula-se nas células
dendriticas foliculares e logo é absorvida por macréfagos. Esse acimulo de PrP*¢ pode
facilitar a infeccdo através do plexo submucoso do sistema nervoso. Alternativamente,
PrP*° é carregada através da formacdo de um complexo com a ferritina. Depois que 0
epitélio é atravessado, a mucosa do plexo submucoso é infectada, podendo ser carreado
através de fibras nervosas até o tecido cerebral (COHEN, 2008).

18



FAE

/ 7 N
Mucosal plexus F&C P
A \ |
\ { ]
\ / /
\LF !/, e \
oy l/// z nerve fibres
_s=ele e >
& Submucosal plexus

agent spread

Figura 3. Representacdo esquematica das possiveis formas de passagem através do epitélio
intestinal e posterior invasdo do sistema nervoso COHEN, 2008).

No entanto, o transporte da prion em todo o epitélio intestinal poderia ocorrer
independente da célula M-transporte. Enzimas digestivas podem quebrar as moléculas
infecciosas em moléculas menores, inclusive o nicleo da proteina resistente a proteinase K.
Esses pequenos fragmentos, em seguida, podem formar complexos com outras proteinas
como a ferritina. Um terceiro percurso provavel acontece através de captacdo direta pelas
celulas dendriticas, que podem percorrer as estreitas juncfes que separam as células
epiteliais em busca de antigenos (MISHRA et al., 2004).

Depois de atravessar a barreira das mucosas, a forma PrP*® acumula-se no tubo
digestivo, nos tecidos associados aos nodulos linfoide da amigdala e placas de peyer (VAN
KEULEN et al., 2002). Esse acumulo inicial no sistema digestivo favorece fortemente a
hipdtese de transporte do agente através das células M, ja que, antigenos envolvidos pelas
celulas M sdo ativamente carreados as células dendriticas e macrofagos. A primeira
evidéncia imunohistoquimica da presenca da PrP> nos tecidos linfoides associados ao tubo
digestivo (GALT), consiste no acUmulo intracelular de fragmentos da proteina no
plasmalema de macréfagos e em foliculos linféides das células B (JEFFREY, 2007).

A replicacdo da prion GALT era até bem pouco tempo considerada crucial no

mecanismo de neuroinvasdo, porém quando a doenca € reproduzida em modelos
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experimentais, a fungdo das células dendriticas no mecanismo é prejudicada (MABBOTT,
2000). No entanto, a auséncia deste mecanismo de replicagdo ndo impede totalmente a
neuroinvasdo. Por exemplo, em ovinos que possuem em seu gene prnp genétipos com os
alelos VRQ e ARR (tanto os que transportam o alelo VRQ, associado a alta suscetibilidade
a scrapie como o alelo ARR, associado a alta resisténcia a scrapie), ha pouco ou nenhum
envolvimento deste mecanismo na replicacdo do agente (VAN KEULEN et al., 1996). No
entanto, estes animais podem desenvolver a scrapie normalmente, embora a uma idade
mais avancada. Em bovinos, a replicacdo do agente da EEB através dos tecidos linfoides é
minima ou ausente (BOSSERS, 1996).

Ap0s o primeiro contato com a mucosa, 0 agente priénico é drenado através da linfa
para os linfonodos mais proximos, isto significa que no caso das amigdalas o agente é
drenado para os linfonodos retrofaringeos e no caso das placas de peyer para os linfonodos
mesentéricos (VAN KEULEN et al., 2002). Nesta fase, a PrP>® pode ser detectada
imunohistoquimicamente, indicando um transporte através de drenagem linfatica a partir
dos GALT. Além disso, as PrP* podem ser vistas ao se acumularem nos foliculos das
células dendriticas e nos foliculos linfoides e cértex dos ganglios linfaticos dos linfonodos
associados ao GALT.

Surpreendentemente, a PrP*° no tem sido descrita em células nos seios medulares,
embora as prions sejam mais difundidas fora dos tecidos linféides do GALT. Ainda ndo se
sabe como ocorre a propagacdo das prions atraves de sangue e linfa, acredita-se que
aconteca através de um transporte ativo celular ou através de um estado livre,
possivelmente ligado a algum componente da linfa ou plasma sanguineo.

A possibilidade do agente infeccioso responsavel pela scrapie estar presente no
sangue, tem sido desde muito tempo, fonte de varios debates. Muitos estudos tém falhado
em demonstrar sua ocorréncia na corrente sanguinea ou em fracbes de sangue
(HERRMANN et al., 2002), mas, com o auxilio de técnicas mais sensiveis, a PrP> tem
sido detectada no sangue de ovinos provenientes de surtos (JACKMAN et al., 2006). Além
disso, a transfusdo sanguinea entre ovinos (forma utilizada em bioensaios) tém mostrado
que a doenca pode ser transmitida a partir de um doador positivo para um receptor
suscetivel livre da doenca.

O sistema nervoso entérico € o primeiro tecido neural que entra em contato com a

prion. Este tecido é constituido por duas grandes redes onde se localizam os corpos
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neuronais (FURNESS; COSTA, 1987). O agente infeccioso pode tanto entrar em contato
direto com as fibras nervosas do plexo submucoso como serem transportados através das
placas de peyer. Porém, como visto anteriormente, esta forma de neuroinvasdo nao é
requisito Unico para o desenvolvimento da enfermidade. Em estudos com ovinos infectados
naturalmente com a prion infecciosa, o duodeno e o ileo foram identificados como
potenciais sitios de invasdo (VAN KEULEN et al., 2000).

ApOs o primeiro contato com o sistema nervoso entérico, 0 agente ascende até a
medula espinhal (medula oblonga, 6bex e segmentos toracicos) e a partir destes locais, a
infeccdo se desenvolve tanto de forma ascendente como descendente, envolvendo todo o
neuro-eixo (HOFFMANN et al., 2007).

Com o estabelecimento da doenga, individuos infectados apresentam
neurodegeneragcdo com apresentacdo de areas contendo vacuolizagdo cerebral, degeneracéo
neuronal, astrogliose e morte, 0 que confere ao tecido aspecto esponjoso além de acumulo
de placas amildides constituida pela PrP® alterada. Estas mudancgas podem ser observadas
utilizando-se procedimentos histoldgicos padrdo, e os depésitos da PrP> podem ser
visualizados ap6s tratamento prévio com acido formico (HARITANI et al., 1994).

No caso da scrapie, a doenga acomete principalmente ovinos em idade mais
avancada, cerca de dois a quatro anos de idade, apresentando periodos de incubacao
variaveis, podendo ser influenciada por isolados distintos ou linhagens de prions que
podem ser reconhecidas tanto por produzirem periodos de incubagdo diferentes como por
causar diferencas nas caracteristicas de padrdes neuropatologicas em ratos ap6s inoculagdo
experimental. Acredita-se que existam em média 30 linhagens diferentes de prions
associadas a scrapie (JACKSON; COLLINGE, 2000). Alguns trabalhos mostram que além
da linhagem, o gendtipo do hospedeiro também influencia o periodo de incubacgdo
(GOLDMANN et al., 1990).

Em ovinos afetados naturalmente por scrapie, foi constatada a ocorréncia de
hipercorticismo, quadro em que o animal apresenta altos niveis de cortisol no sangue. As
consequiéncias patogénicas do hipercorticismo no desenvolvimento de processos
neurodegenerativos sdo alvo de discussdes entre pesquisadores (PICARD-HAGEN et al.,
2000).
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2.7 Diagndstico e Tratamento

N&o existe tratamento eficaz para a enfermidade. Experimentalmente o uso de
fatores de crescimento tem diminuido a perda neuronal, porém sem melhora significativa
das lesdes causadas aos neurénios (VICARIVENTO, 2008).

Nos casos de suspeita de scrapie, o diagnostico diferencial é muito importante na
determinacdo da doenca. Considera-se como suspeita clinica fundamentada de scrapie
aquela que persiste apds investigacdo clinica, epidemioldgica e diferencial para outras
doencas, tais como sarna e outros ectoparasitos, cenurose, raiva, pseudo-raiva, pneumonia
ovina progressiva (maedivisna), listeriose encefalica, polioencefalomalacia, toxemia da
prenhez, fotossensibilizacdo, hipomagnesemia, intoxicagdo por substancias quimicas ou por
plantas, entre outras (MAPA, 2009).

Um dos principais obstaculos no combate as doencas pri6nicas é o seu diagndstico,
sendo esta dificuldade evidenciada pela semelhanca entre a PrP* e a PrP°. Por esse motivo,
0 maior desafio para a ciéncia das EETs € o desenvolvimento de métodos de diagndstico
ante-mortem (O’ROURKE et al., 2000).

O primeiro método utilizado para confirmar o diagnéstico de uma EET foi 0 exame
neuropatologico de tecidos do cérebro de animais ou humanos, sendo este ainda
considerado como o método padrdo (WHO, 1998). Neste método o tecido é coletado,
preservado em formalina, seccionado, corado e entdo examinado em microscopio optico, no
qual sdo observadas as anormalidades patoldgicas no exame histoldgico. Este procedimento
é geralmente complementado com revelagdo imunohistoquimica do tecido, a qual usa um
anticorpo anti-PrP, marcado com uma enzima, que se ligara a PrP°. A microscopia
eletrbnica pode também ser utilizada para detectar, em tecidos frescos post-mortem, fibrilas
associadas a scrapie (as PrP°¢ aparecem como estruturas em forma de bastonetes
denominadas SAFs — scrapie associated fibrils) (KOO et al., 2000).

Visando o desenvolvimento de técnicas de diagnostico ante-mortem, diversos
anticorpos tém sido testados para deteccdo do agente infeccioso (O’ROURKE et al., 2000)
entre eles 0 MAB F89/160.15, que pode reagir com o PrP*® em bovinos, ovinos e outros
animais, sendo ainda capaz de reconhecer a prion em tecidos fixados em formalina e
autoclavados. De forma semelhante, o anticorpo F99/97.6.1, pode ser utilizado como
diagndstico em animais vivos antes de desenvolver a sintomatologia (O’ROURKE et al.
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2000). O teste ELISA também foi utilizado para deteccéo da PrP* em bovinos, porém é
necessario esse que a amostra seja submetida a tratamento com calor e tiocianato de
guanidina, provavelmente porque tal substancia foi capaz de tornar acessiveis sitios
antigénicos escondidos (MEYER et al., 1999).

A partir do ano de 2003, a Comissao Européia (CE) aprovou cinco testes padrdo de
selecdo comercial para uso na deteccdo direta e rapida da PrP*® (EC, 2003), entre eles o
Western blot, onde a PrP* purificada de material cerebral, é detectada por meio do
anticorpo monoclonal 6H4 derivado de camundongo; o teste Enfer que envolve a extracdo
rapida das proteinas, acoplada a técnica ELISA, onde a PrP*° ¢ detectada por meio de
anticorpos policlonais e um anticorpo secundario conjugado & peroxidase (KUBLER et al.,
2003); o teste de LIA (Prionics-Check Luminescence Immunoassay) que detecta a presenca
da proteina por meio de dois anticorpos monoclonais e os testes de CEA -Bio-Rad e o
InPro aCDI (InPro Automated Conformationally Dependent Immunoassay).

A principal limitagdo dos cinco testes apresentados é que eles ndo permitem a
deteccdo da PrP* no estagio inicial da doenca. Conseqgiientemente, estes testes aprovados
pela CE sdo suficientemente sensiveis para a deteccdo da doenca somente em animais
clinicamente doentes ou em animais aparentemente saudaveis que estdo proximos a
apresentar os primeiros sinais clinicos da doenca.

Até o momento ndo existe terapia efetiva contra as doencas pridnicas. Entretanto,
diversos grupos tém procurado desenvolver formas e substancias capazes de interromper ou
reverter a producdo de PrP* causadora da doenca (PERRIER et al. 2000; SOTO et al.
2000). Mallucci et al. (2003) conseguiram parar a conversdo da proteina saudavel para a
mutante em cobaias geneticamente modificadas. As cobaias recuperaram-se e viveram
tanto quanto animais ndo infectados, a despeito da continua presenca da prion anormal no
cérebro dos mesmos. O processo de conversao, e ndo o acumulo da proteina, parece ser a
chave da doenca, levando a suspeita de que a substituicdo da proteina normal pela mutante
pode produzir um toxico (pelo produto), uma forma intermediéria, ou pode esgotar um fator

que seja crucial para a sobrevivéncia das células cerebrais.
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4. ARTIGO

Artigo Submetido A Revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

ANALISE DO POLIMORFISMO DOS CODONS 136, 154 E 171 DO GENE prnp
EM OVINOS DAS RACAS SANTA INES E TEXEL

Resumo

Modificagdes na traducdo dos codons 136, 154 e 171 do gene prnp em ovinos tém
sido relacionadas a suscetibilidade/resisténcia a scrapie. O objetivo deste estudo foi analisar
estes polimorfismos em ovinos das ragas Santa Inés e Texel.

O alelo ARQ foi freqliente em 82,35% dos animais da raca Santa Inés e 52,78% dos
animais da raca Texel, seguidos de frequéncias de 36,36% e 33,33% do genotipo
ARQ/ARQ, respectivamente. O genotipo ARQ/VRQ foi frequente em 9,09% dos animais
Santa Inés e 5,56% em Texel. A maioria dos animais foram incluidos no grupo R3 de risco
relativo a scrapie, apontando para baixa resisténcia a doenca.

TERMOS DE INDEXACAO: scrapie — polimorfismo —prion - ovino.
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ANALYSIS OF POLYMORPHISM OF PRNP GENE IN SANTA INES AND
TEXEL SHEEP

Abstract

Modifications in the translation of codons 136, 154 and 171 of the PRNP gene in
sheep has been reported to either susceptibility or resistance to scrapie. The aim of the
present study was to analyze this polymorphism in the Santa Inés and Texel breeds of
sheep.

The ARQ allele was detected in 82.35% and 52.78% of the Santa Inés and Texel
sheep, respectively. The frequencies of the ARQ/ARQ genotype were 36.36% and 33.33%,
respectively. The ARQ/VRQ genotype was found in 9.09% and 5.56% of the Santa Inés
and Texel sheep, respectively. The majority of sheep was classified in the R3 risk group,
indicating low resistance to scrapie.

Key words: scrapie — polymorphism — prion — sheep
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Introducéo

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (EETS) constituem um tema de
grande importancia atualmente, devido ao surgimento da variante da Doenca de
Creutzsfeld-Jacob (vDCJ). Hoje ha evidéncias suficientes de que ela é causada pelo agente
da Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) e a transmisséo desta doenga dos bovinos
aos humanos ocorre por meio da infeccdo pelo agente da EEB na alimentacdo (WILL
2006).

A primeira EET descoberta foi a scrapie, uma doenga de caprinos e ovinos que foi
reconhecida hd mais de 250 anos na Europa (SMITH & BRADLEY 2003).

Os primeiros casos da EEB ocorreram em vacas leiteiras suplementadas com
proteinas de origem animal, contaminadas com o agente da scrapie, em 1985 (WELLS et
al. 1987).

A scrapie é uma enfermidade que acomete ovinos e caprinos e que faz parte do
grupo das doengas pridnicas denominadas como Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (EETSs) (Aguzzi & Heppner 2000).

As doencas pribnicas sdo caracterizadas pelo acimulo indiscriminado da proteina
pridnica infecciosa (PrP*%), forma mutada da proteina priénica celular (PrP%). Estas
mutacdes sdo causadas por alteracdo no sitio de codificagdo da prion, transformando sua
conformacdo estrutural inicialmente primaria em estrutura terciaria, forma protease-
resistente de dificil metabolizacdo (Prusiner 1991, Telling et al. 1996).

Em ovinos, varios estudos indicam a associagdo de determinados genotipos a
suscetibilidade a scrapie. Mutagdes no gene prnp, que modificam a traducdo dos cddons
136 (Alanina/Valina), 154 (Histidina/Arginina) e 171 (Glutamina, Arginina, Histidina),
estdo associadas a ocorréncia da doenga (Hunter 1997, Vaccari et al. 2004). Com base neste
conhecimento, os gendtipos constituidos por estes alelos foram classificados em grupos de
risco atribuido a scrapie (R1 para o genotipo menos suscetivel a R5 para 0 genotipo mais
suscetivel) (Dawson et al. 1998), esta classificagdo fundamentou o Plano Nacional de
Erradicacdo da scrapie criado em 2001 pela Comissdo da Unido Européia com o objetivo
de reduzir a frequéncia dos alelos associados a suscetibilidade em rebanhos ovinos
(Dawson et al. 2008).
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No Brasil, o primeiro caso de scrapie foi registrado no Rio Grande do Sul em 1978,
em animais Hampshire Down importados do Reino Unido (Fernandes et al. 1978). Até o
momento, no pais, apenas animais das racas Hampshire Down, Suffolk e Wiltshire Horn
apresentaram a doenca (Ribeiro et al. 2007).

A partir de entdo, ha a necessidade de uma melhor compreensdo das causas da
doenca, mecanismos de funcionamento do agente, transmisséo, e principalmente métodos
precoces de diagnostico e identificagdo de animais que geneticamente suscetiveis.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuirdo para identificar as frequéncias
alélica/genotipicas do gene prnp em ovinos das racas Santa Inés e Texel, e possiveis
associacOes a resisténcia/suscetibilidade destes animais a scrapie.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 22 amostras de sangue de animais da ragca Santa Inés provenientes
do Estado de Mato Grosso do Sul e 18 amostras de sangue de animais da raca Texel
provenientes do Estado do Rio Grande do Sul. Foi realizada a extracdo de DNA gendmico
com o uso do kit DNA Easy (Invitrogen®) e a qualidade e concentragdo do DNA extraido
foi determinada em espectrofotémetro (GeneQuant, Amersham Pharmacia®, EUA) e em
gel de agarose 0,8%(Invitrogen®).

A regido alvo do gene prnp foi amplificada por PCR utilizando de 40 a 60 ng de
DNA por reagdo de 50 pl contendo Tampao 10X, 1,5 mM de MgCI2, 0,5 mM de dNTPs, 5
pmol de cada primer e uma unidade de Tag DNA polimerase Invitrogen®, utilizando os
primers especificos forward 5’- CACATGGTGGTGGAGGCTGG - 3’e reverso 5° — 5'
ATT TGC TCC ACC ACT CGC TCC - 37, desenhados a partir do acesso no. M31313 do
GeneBank localizado no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) .

A amplificagdo foi realizada consistindo em 94°C durante 3 minutos para
desnaturacdo inicial e 30 ciclos consistindo em 94°C durante 30s para desnaturacgdo, 64°C
por 45° para anelamento dos primers, 72° C durante 30s para extensdo, além de 72°C
durante 10 minutos para extensao final.

As amplificagdes foram visualizadas em géis de agarose da Invitrogen® com
concentracdo de 0,8% e posteriormente foram purificados através do Kit Quiaex Il da
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Quiagen®. O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando o seqlienciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer Applied Biosystems®. Os DNAs-molde (30
a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer 5’-cacatggtggtggaggctgg-3’ e 2
uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 Applied Biosystems®
em um volume final de 10 uL.

As sequéncias foram submetidas a anotacdo funcional utilizando-se o programa

Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para alinhamento com o acesso M31313,

confirmacdo da presenca dos codons de interesse e homologias. A qualidade dos
eletroferogramas foi avaliada com auxilio do software BioEdit®v.7.0.5.

Frequéncias de alelos e genotipos dos codons 136, 154 e 171 do gene prnp foram
estimadas e comparadas entre as duas racas através do teste do qui-quadrado, sendo
consideradas diferencas significativas quando p<0,01.

Possiveis desvios entre as duas populagdes foram avaliados através do Teste de
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados e Discussao

Foram encontrados 5 alelos e 7 diferentes genotipos nos 40 animais que tiveram os
cédons 136, 154 e 171 investigados (Tabela 1), oito gendtipos ndo foram encontrados:
ARR/ARR, ARR/AHQ, AHQ/AHQ, AHQ/ARH, ARR/VRQ, VRQ/AHQ, VRQ/ARH e
VRQ/VRQ. As duas ragas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg com a populacdo
mundial.

Nas duas racas avaliadas foi observada a presenca de alelos/genotipos relacionados
a suscetibilidade a scrapie, dentre eles, o alelo ARQ foi 0 mais frequente (82,35% para

santa Inés e 52,78% para texel).
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Tabela 1.Frequéncias genotipicas e alélicas relativas aos SNPs encontrados nos codons 136, 154 e 171 do
gene prnp das racas Santa Inés e Texel.

Racas Santa Inés Texel Total
n’ % n % n %

Alelos

ARQ 28 82,35 19 52,78 47 58,75

ARR 7 20,59 6 16,67 13 16,25

VRQ 2 5,88 1 2,78 3 3,75

ARH 5 14,71 10 27,78 15 18,75

AHQ 2 5,88 0 0,00 2 2,5

Total 44 100,00 36 100,00 80 100

Genotipos/Grupos de Risco?

ARR/ARQ (R2) 6 27,27 2 11,11 8 20
ARH/ARR (R2) 1 4,55 4 22,22 5 12,5
ARQ/ARQ (R3) 8 36,36 6 33,33 14 35
ARH/ARQ (R3) 2 9,09 4 22,22 6 15
ARHARH (R3) 1 4,55 1 5,56 2 5
ARQ/AHQ (R3) 2 9,09 0 0,00 2 5
ARQ/VRQ (R5) 2 9,09 1 5,56 3 7,5

Total 22 100,00 18 100,00 40 100

®R1 para o gendtipo mais resistente — R5 para o gendtipo mais suscetivel
®Numero de alelos/animais

Segundo Dawson (2003) animais com o gendtipo ARQ/ARQ apresentam pouca
resisténcia a scrapie. A frequéncia do genétipo ARQ/ARQ foi de 36,36% nos animais da
raca Santa Inés. Em trabalhos realizados com ovinos desta raga no Brasil, frequéncias
proximas foram observadas por De Lima et al. (2007) (37,9%, n=29) e Sotomaior et al.
(2008) (43%, n=28).

Na raca Texel o geno6tipo ARQ/ARQ foi observado em 33,33% dos animais,
frequéncias maiores que as encontradas por Baylis et al (2002) (24,9%) em 233 animais da
mesma raca, provenientes de surto de scrapie, e menores que as relatadas por Sotomaior et
al. (2008) que observou 44% de 16 animais texel portando este gendtipo.

Ambas as racas apresentaram frequéncias altas do alelo ARQ e do gendtipo
ARQ/ARQ, evidenciando a baixa resisténcia a scrapie destes animais, que devem ser
utilizados cautelosamente como reprodutores e estdo incluidos no grupo de risco R3.

O gendtipo ARR/ARQ foi mais freqliente em ovinos Santa Inés (27,27%) do que
em ovinos Texel (11,11%). Animais que apresentam o0 genotipo ARR/ARQ séo
considerados geneticamente resistentes, porém necessitam de controle quando utilizados

como reprodutores, estes animais séo classificados no grupo R2 (Dawson et al. 2008).
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Frequéncias de 22,22% dos genotipos ARH/ARQ e ARH/ARR foram observadas
nos animais da raca Texel, valores superiores aos relatados por Baylis et al. (2002) (20,6%)
em animais texel e por Mesquita et al. (2009) (10,5%) em 19 cabras da raga Mondegueira.

A presenga do alelo VRQ estd associada a alta suscetibilidade dos animais a
desenvolver a doenga, potencializado quando presente no genétipo homozigoto do animal
(VRQ/VRQ) (Goldmann 2008) ou quando associado ao alelo ARQ, animais que possuem
0s gendtipos VRQ/VRQ e ARQ/VRQ estdo enquadrados no grupo R5 e ndo devem ser
utilizados como reprodutores (Dawson et al. 2003).

O alelo VRQ foi observado em 5,88% dos ovinos Santa Inés, e o genotipo
VRQ/ARQ em 9,09% dos animais. Em ovinos Texel estas frequéncias foram menores, o
alelo foi observado em 2,78% dos animais e 0 genétipo em 5,56%. Em outros trabalhos,
frequéncias alélicas menores para animais da raca Santa Inés foram encontradas por
Luhken et al (2007) (5,5%) e De Lima et al. (2007) (1,7%).

Nenhum animal apresentou o genétipo homozigoto VRQ, genétipo encontrado por
Baylis et al. (2004) em ovinos positivos da raca Texel (0,4%). Porém, independente das
frequéncias, os animais analisados possuem genotipos considerados altamente suscetiveis a
doenca (VRQ/ARQ), portanto, ndo devem ser incluidos em programas de melhoramento
genético ou ser utilizados na reproducao.

A partir dos resultados obtidos e frequéncias alélicas e genotipicas detalhadas,
através do teste do qui quadrado (p<0, 001), ndo houve diferenca significativa em relacéo
as frequéncias alélicas (X?=5,05) e genotipicas (X?=6,75) entre as duas racas. Animais de
ambas as racas, apresentaram frequéncias altas principalmente do alelo ARQ e seu genétipo
homozigoto, sendo que, 59,09% animais da raca Santa Inés e 61,11% animais da raca
Texel, estdo incluidos no grupo R3 de risco relativo a scrapie, apresentando baixa

resisténcia a doenga.

Conclusao

Apesar destes animais possuirem gendtipos que conferem pouca resisténcia a

scrapie, desde 1978 no Brasil, relatos da doenca ocorreram em animais das ragas
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Hampshire Down, Suffolk e Wiltshire Horn, ndo acometendo ovinos Santa Inés ou Texel.
Entretanto, o conhecimento do gendtipo destes animais torna-se essencial, para o controle
da utilizacdo destes na reproducdo, jA que, cada vez mais, 0 cruzamento interracial é

realizado com a intencdo de promover o melhoramento da eficiéncia produtiva.
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