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Mas € claro que o sol vai voltar amanha
Mais uma vez, eu sei

Escurid&o ja vi pior, de endoidecer gente sa
Espera que o sol ja vem.

Nunca deixe que lhe digam que néo vale a pena
Acreditar no sonho que se tem

Ou que seus planos nunca vao dar certo

Ou que vocé nunca vai ser alguem

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que ndo sabe amar

Mas eu sei que um dia a gente aprende
Se vocé quiser alguém em quem confiar
Confie em si mesmo

Quem acredita sempre alcanca!

(Renato Russo)
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1. INTRODUCAO

A scrapie é uma doenga neurodegenerativa, crnica e fatal que acomete ovinos e
caprinos, pertencente ao grupo das encefalopatias espongiformes transmissiveis (EETSs), em
bovinos a encefalopatia espongiforme bovina (EEB) e em humanos a doenga de Creutzfeldt-
Jakob (DCJ) e a variante da doenca de Creutzfeldt-Jakob (vDCJ) (YOKOYAMA et al., 2010).
As EETSs sdo caracterizadas por longos periodos de incubacdo e por causar degeneracdo do
sistema nervoso central (SNC) (DI BARI et al., 2008).

A scrapie foi primeiramente notificada na Gra Bretanha e em outros paises da Europa
Ocidental a mais de 250 anos, tendo sido relatada em varios paises (DAWSON et al., 2008).
Prusiner (1982) foi quem propds o agente etioldgico para as EETs denominando-o de “prion”
(proteinaceus infectious particles). Esta proteina quando em sua forma normal é considerada
uma glicoproteina, de constante producdo no reticulo endoplasmatico, que é processada no
complexo de Golgi para entdo ser transportada para a superficie celular do tecido cerebral.
Seu tempo de vida é curto devido a processos de endocitose, sofrendo degradacao proteolitica
e sendo rapidamente metabolizada (MOSER et al., 1995).

Esta enfermidade é causada pelo acumulo da proteina anormal, resistente a proteases,
denominada protefna prion infecciosa (PrP%). A PrP*C resulta de uma alteracéo estrutural
ocorrida ap6s a traducdo de sua isoforma normal, a prion celular (PrP%). Esta proteina é
sintetizada pelo proprio hospedeiro, sendo o prnp o gene responsavel (BROWN et al., 2001,
TAMGUNEY et al., 2008).

A suscetibilidade a esta doenca pode ser avaliada pela taxa de mortalidade e pelo
periodo de incubacdo, sendo controlada principalmente por polimorfismos no gene prnp.
Algumas mutacbes pontuais localizadas nos cddons 136 (Alanina/Valina), 154
(Arginina/Histidina) e 171 (Arginina/Glutamina/Histidina) deste gene tem sido associada a
casos de animais naturalmente infectados (DIAZ et al., 2005). A suscetibilidade aumenta apds
a substituicdo de A por V no cddon 136, enquanto que a alteracdo de Q por R no codon 171
confere resisténcia (SANTUCCIU et al., 2010).

Baseado nessas informacdes foi desenvolvido na Grd Bretanha, o Plano Nacional de
Controle e Erradicacdo da scrapie (PNS), o regulamento impde a Unido Européia que o0s
paises membros devem realizar selecdo de animais para o alelo AissRis4R171 (ARR),
considerado o mais resistente a scrapie e eliminar outros gendtipos tidos como mais

suscetiveis principalmente VRQ (LUHKEN et al., 2007). Este plano foi criado para auxiliar
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programas de melhoramento genético e outros programas similares foram desenvolvidos nos

Estados Unidos e aprimorados por membros da Unido Européia (DAWSON et al., 1998)

No Brasil, ndo ha nenhum tipo de selecdo de animais geneticamente resistentes a esta
enfermidade. A scrapie foi detectada no pais pela primeira vez em 1985 em ovinos
importados do Reino Unido. Foram notificadas duas ocorréncias em ovinos importados dos
Estados Unidos no ano de 2001, adotando-se as medidas condizentes & contencéo da doenga.
A ocorréncia do primeiro caso nativo brasileiro se deu em fevereiro de 2003, sendo o animal
acometido descendente de ovino importado também dos Estados Unidos. Em dezembro de
2004 foi notificado mais um caso nativo de um descendente de um animal importado. As
ultimas notificacbes foram dois casos, sendo um em julho e outro em agosto, ambos em 2006
(BRASIL, 2011a).

Tendo em vista o potencial para o desenvolvimento da criacdo de ovinos, cuidados
sanitarios sdo essenciais para a produgéo desses pequenos ruminantes, pois, contribuirdo para
a sobrevivéncia das crias, saude dos rebanhos e conquista de mercados (SIMPLICIO, 2003).
A escolha da raca ou grupo genético é fundamental para garantir o sucesso da ovinocultura,
recentemente, foi identificado um novo grupamento genético adaptado as condi¢bes do
Pantanal Sulmatogrossense, denominado “Ovelhas Pantaneiras” (GOMES et al., 2007). Estes
animais possuem potencial para o aumento da produtividade do rebanho e com isso expansao
da renda. As fémeas ndo apresentam anestro sazonal, podem ter até dois partos ao ano
(MARTINS et al.,, 2008) e seus cordeiros exibem biometria corporal semelhante a racas
exoticas melhoradas geneticamente (VARGAS JUNIOR et al., 2010). Outro importante
aspecto a ser destacado € que machos e fémeas apresentam desempenho e producao
semelhante, bem como acabamento de carcaca uniforme (VARGAS JUNIOR et al., 2011a)

Desta forma, esta dissertacdo tem como objetivos contribuir com informacgdes sobre o
grupamento genético Ovelhas Pantaneiras, analisar polimorfismos de base Unica (SNP) no
gene prnp ovino, visando identificar animais com caracteristicas genéticas resistentes ou
suscetiveis a scrapie e tracar o perfil genotipico destes animais formadores em potencial de

uma futura raca de ovinos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da ovinocultura

A ovinocultura foi uma das primeiras explora¢fes animais domesticadas pelo homem
no inicio da civilizagdo, proporcionando-lhe alimento, em forma de carne e leite e protecéo
por meio da Ia e da pele (BELLUZO et al., 2001). Esta atividade econdmica € explorada em
todos os continentes e estd presente em areas sob as mais diversas caracteristicas climaticas,
edaficas e botanicas (VIDAL et al., 2006).

No Brasil os ovinos foram introduzidos pelos seus colonizadores, principalmente
grupos genéticos portugueses e espanhois (LOBO, 2005). No Mato Grosso do Sul, esses
animais foram introduzidos pelo rio Paraguali, espalhando-se por quase todas as propriedades
rurais, principalmente nas fazendas voltadas para a bovinocultura no Pantanal e fronteiricas
com o Paraguai (MARIANI & SORIO, 2008).

A criacdo de ovinos vem se desenvolvendo no Brasil em larga escala nos altimos anos
0 que representa uma boa alternativa de trabalho e renda, visto a producdo de alimentos de
alto valor biologico (leite, carne e visceras), bem como de pele de excelente qualidade
(COSTA et al., 2008). O agronegocio da ovinocultura nacional mobiliza mais de um milh&o
de propriedades rurais, gerando pelo menos 500 mil empregos diretos e o triplo em empregos
indiretos. Grande parte destas propriedades € de médios e pequenos produtores que lutam
diariamente para se manter no negocio e manter um setor que é de extrema importancia para a
pecudria brasileira (SCHWAB, 2011).

O Estado de Mato Grosso do Sul possui posicdo geografica privilegiada para
acompanhar este crescimento, pois estd proximo de grandes centros consumidores do pais,
além de contar com um rebanho efetivo de aproximadamente 478 mil cabecas, 0 8° maior do
Brasil (ANUALPEC, 2011).

A ovinocultura pode tomar impulso maior se apetite por esta carne aumentar. A
procura pela carne ovina cresce no Brasil por volta de 25% ao ano, cada brasileiro consome
em media 700 gramas desta carne por ano, porém, apesar dos avangos na genética e de
criatorios modelos, falta produto para atender a demanda de consumo no pais (EMBRAPA,
2010).

Nota-se um crescente interesse por esta iguaria na alta gastronomia, representada por
butiques de carne e restaurantes sofisticados. Aliado a isso, e decorrente da baixa oferta, fruto
da menor disponibilidade de produtos importados, 0s pregos pagos ao produtor pela carne de

qualidade, especificamente de cordeiro, tem alcancado indices atrativos (REIS, 2010). Uma
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medida para se elevar o consumo e com isso a producdo € popularizar a carne ovina, uma vez
que ndo ha o habito que denote o uso ou a introducdo de carne ou leite de ovinos na dieta da
populacdo; mesmo a utilizacdo de seus subprodutos que é pouco divulgada (AZEVEDO &
ANTONIALL, 2008).

Para alcancar o éxito desejado, esse processo de “incentivo” & ovinocultura deve ser
acompanhado de uma nova concepg¢do dentro dos processos de producéo ao longo da cadeia
produtiva, tanto dentro quanto fora da porteira (NETO et al., 2004). Alguns pontos de
estrangulamento como a inconstéancia no fornecimento, escala e sistemas de produgéo, o baixo
namero de abatedouros e frigorificos especializados, preco e importagdo, necessitam de maior
atencdo, pois impedem a estruturacdo deste segmento no agronegdcio nacional (REIS, 2009).

O desenvolvimento da ovinocultura requer o envolvimento de um conjunto de
atividades destinadas a estimular iniciativas e o espirito empreendedor dos produtores e
empresarios nas unidades produtivas, oferecendo condigbes para desenvolvimento e
sobrevivéncia do agronegocio (ALVES, 2008).

Evoluindo de criagbes voltadas para subsisténcia, & evidente a necessidade de
transformagdo no panorama produtivo da ovinocultura nacional. A produgdo deve ser
fundamentada em sistemas de exploracdo que possam garantir melhores condicGes sanitarias
para 0s animais, além de considerar que a viabilidade econémica esta diretamente relacionada
a eficiéncia zootéecnica do rebanho (ADEAL, 2011).

2.2. Grupamento genético “Ovelhas Pantaneiras”

As Ovelhas Pantaneiras, como sdo chamadas, tratam-se de um novo grupamento
genético adaptado as condicdes regido do Pantanal sulmatogrossense (GOMES et al., 2007).
Esses animais sdo o resultado de uma mistura de diversas ragas que estdo nas planicies
alagadas desde a vinda dos primeiros exploradores que buscavam ouro ha cerca de 300 anos
(DA LUZ, 2009).

Baseado em um estudo exploratério iniciado em 2005, um grupo de pesquisadores do
Centro Tecnolégico de Ovinocultura (CTO) da Universidade Anhaguera-UNIDERP,
Universidade Federal da Grande Dourados (UFDG), Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS) e Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), estdo realizando
estudos com este grupo genético da regido Pantanal para juncdo de dados que possam
caracteriza-los como raca (JACINTO et al., 2011).
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A principio foram adquiridos 300 animais “pantaneiros” de criatérios do alto e baixo
pantanal sulmatogrossense, 0s quais apresentavam caracteristicas fenotipicas semelhantes
entre si, mas distante dos padrdes genotipicos das racas exoticas criadas no Brasil. Esses
animais sdo encontrados em grande quantidade em fazendas isoladas na regido, vivendo ha
anos sob qualquer tipo de selecdo ou melhoramento genético, fato este que possibilita concluir
que esses ovinos sdo adaptados a regido essa regido (VARGAS JUNIOR et al., 2011a).

Para compreender algumas caracteristicas das Ovelhas Pantaneiras é preciso também
entender o Pantanal, seu clima é classificado como tropical caracterizado por temperaturas
elevadas. A regido apresenta duas estagdes bem definidas: o verdo chuvoso, de outubro a
margo, quando a temperatura fica em torno de 32 °C e o inverno seco, de abril a setembro,
quando a média de temperatura é de 21 °C (MORAES, 2011). Para suportar este ambiente 0s
animais foram modificando seus corpos ao longo de geracGes. Uma caracteristica visivel é o
fato de terem pernas longas, o que facilita caminharem em terrenos inundados sem carregar o
peso extra da dgua na 1a (DA LUZ, 2009).

A la destes ovinos serve-lhes como protetor contra o sol, o frio e a agua das chuvas,
mantendo-as sempre em homeostasia com o ambiente. Observa-se pouca ou nenhuma la nas
pernas, barriga e pescoco, locais que permanecem mais tempo molhadas quando ha
necessidade de se locomoverem em locais repletos de agua e em vegetacdo com muitos
carrapichos e que fatalmente se enroscariam nas partes baixas quando transitassem por locais
muito sujos (Figura 1) (BARBOSA-FERREIRA, 2011).

1 >0 “:('..‘hﬁu P e
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Figura 1. Exemplares de Ovinos Pantaneiros (Fonte: Fernando Alvarenga Reis)
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Em relacéo a potencialidade desses animais para a producdo de 1&, tem-se que apesar
da mesma ndo apresentar a qualidade exigida pelo mercado para a comercializacdo, sua 1a é
muito utilizada em trabalhos artesanais e na fabricacdo de materiais utilizados na pecuéria de
corte, como baixeiros (BRAUNER, 2010).

Uma questdo que merece atencdo na producgdo de ovinos é a verminose, pois se trata
do principal problema sanitério da ovinocultura (BASSETTO et al., 2009), podendo levar o
animal rapidamente a morte ou, sob a forma cronica, causar efeitos como menor
desenvolvimento corporal, perda de peso, reducdo na producdo e na qualidade de 18, ma
eficiéncia reprodutiva, reduzida resisténcia a enfermidades e elevado indice de mortalidade,
principalmente entre os animais jovens (SCZESNY-MORAES et al., 2010). As ovelhas
Nativas sulmatogrossense apresentam a capacidade de tolerar infec¢do por helmintos sem que
esta interfira em seu peso vivo e condicdo corporal (PINTO et al., 2008a).

Vargas Junior et al. (2010) avaliaram a biometria corporal in vivo de cordeiros
“pantaneiros” e consideram que mesmo sem nunca terem sofrido nenhum tipo de
melhoramento genético para as caracteristicas zoomeétricas avaliadas (peso vivo, comprimento
corporal, perimetro toracico, largura de garupa, altura de posterior e compacidade corporal),
esses ovinos apresentam medidas muito proximas as principais racas criadas no Brasil,
demonstrando um grande potencial como uma futura raca de corte.

Algumas caracteristicas produtivas em relacdo a producao de carne desses animais sao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Ganho de peso de cordeiros do grupo genético Ovelhas Pantaneiras

Caracteristicas Valor

Peso ao nascimento (Kg) 3,7+0,82
Peso aos 50 dias (Kg) 11,55+ 2,73
Peso aos 90 dias (Kg) 17+ 3,81
Ganho médio diario do nascimento ao desmame (Kg/dia) 0,147 £ 0,023
Peso ao abate (Kg) 28-34

Idade ao abate (Dias) 110-150

Adaptado de Vargas Junior, 2006

Pinto et al. (2008b) verificaram que a linhagem Ovelhas Pantaneiras possuem bom
potencial para producdo de carne, com caracteristicas de carcaca elevadas, apresentando

valores de rendimento de carcaca semelhantes as racas tradicionalmente de corte. O
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cruzamento destes animais com animas das racas Texel e Santa Inés resultou em animas com
boas caracteristicas de carcaca, 0 que sugere maiores estudos com estes grupos raciais.

Observou-se ainda que a qualidade da carcaca de animais resultantes do cruzamento
com reprodutores da raca Santa Inés atende as exigéncias do mercado e a pele é de boa
qualidade para a industria coureira. J& do cruzamento das ovelhas pantaneiras com
reprodutores Texel, resultou em animais com uma carne levemente gordurosa e uma pele de
excelente qualidade para trabalhos artesanais, principalmente destinados as montarias
(MACIEL, 2009).

Em relacdo a pele dos ovinos pantaneiros, Jacinto et al. (2011) constataram que 0
grupo genético tem influéncia sobre sua qualidade e que amostras de couro de animais
provenientes de cruzamentos de raca Santa Inés x Ovelhas Pantaneiras tém tido melhor
qualidade intrinseca quando comparados a Ovelhas Pantaneiras puras e cruzas de Texel x
grupamento Ovelhas Pantaneiras.

No aspecto reprodutivo, animais deste grupamento genético apresentam caracteristicas
que merecem destaque. Estudos mostraram que o ovino pantaneiro é fértil em qualquer época
do ano, sendo essa a grande vantagem dessas ovelhas rasticas em relagcdo as que habitam
regides frias, que s6 entram em cio numa determinada época para que os filhotes nasgcam
durante a primavera (FONSECA, 2010).

As fémeas nativas possuem fertilidade favoravel durante a época de diversidade de foto
periodo, ndo deixando de se reproduzir, favorecendo assim a producdo de ovinos durante o
ano todo. Os reprodutores jovens e adultos apresentam desempenho reprodutivo semelhante e
constante, salienta-se a supressdo no periodo de maior luminosidade e também o fato de nédo
se observar variag@es sazonais na rotina da libido dos machos durante o ano (HUGO, 2011).

A pecuéria de corte representa a principal atividade econémica do Pantanal, mostrando
grande capacidade de adaptacédo as caracteristicas especiais da regido. Durante trés séculos de
competicdo entre animais das racas naturalizadas no Pantanal, individuos foram eliminados,
ndo acidentalmente, mas diferencialmente, advindo que desta eliminacdo houve alteracdes nas
frequéncias génicas das racas (ABREU et al.,, 1998). Os ovinos locais se destacam pela
rusticidade e a capacidade adaptativa adquiridas nas regides de clima tropical e subtropical.
Tais caracteristicas possibilitaram a sobrevivéncia dos animais nesses locais, justificando

assim, a conservacdo para a sua utilizacdo futura (SILVA, 2010).
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Dessa forma, destruir todo esse trabalho da natureza pelo cruzamento indiscriminado
com animais de ragas exdticas €, antes de qualquer coisa, retroceder no tempo e uma perda

irreparavel do nosso mais notavel patriménio genético (SALLES et al., 2004).

2.3. Proteina prion: estrutura e funcgéo
A prion é uma glicoproteina celular formada por uma grande parte ndo-estruturada e

flexivel chamada N-terminal e por um C-terminal, um dominio globular mais rigido com as
regides de estrutura secundéria (trés a-hélices e uma curta estrutura anti-paralela p-folheadas),
estabilizadas por uma ponte de dissulfeto que liga as hélices (Figura 2) (ACUTIS et al., 2007).
Esta proteina encontra-se ligada a membrana celular por meio de uma ancora de glicosil
fosfatidil inositol (GPI), sendo composta por uma sequéncia de aproximadamente 254
aminoacidos, possui 22 residuos de sua porcdo N-terminal clivada logo apds sua producéo,
sendo que os 24 residuos finais da porcdo C-terminal sdo clivados quando esta se liga a
ancora de GPI. A porcdo N-terminal possui segmento entre os aminoacidos 51 e 91 na qual
uma sequencia de oito aminoacidos se repete cinco vezes (CHOI et al., 2006).

N-terminal

C-terminal

By

Figura 2. Estrutura tridimensional da proteina prion (BURNS et al., 2003)

A prion é codificada por um unico gene e é altamente conservada nos vertebrados,
amplamente expressa e se acumula no SNC e sistema linforreticular. Pode ser produzida por
varias vias, sendo encontrada no liquido extracelular, no exterior da superficie de membrana
plasmatica e complexo de Golgi (THORGEIRSDOTTIR et al., 1999; GABUS et al., 2001).

PSC

Esta proteina pode ser encontrada sob duas formas, uma patogénica (PrP”~) e outra

ndo (PrP°). Prusiner (1982) foi quem a prop0s como agente etioldégico para as EET’s
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denominando-a de “prion” (do inglés: proteinaceus infectious particles), uma particula
proteinicea infecciosa com caracteristicas especiais. A PrP°C é extremamente resistente a
agentes que facilmente inativariam virus ou bactérias como formol, o calor (se mantendo
estavel a 90 °C por 30 minutos), a radiacdo ultravioleta e também a digestdo com nucleases
(CALLADO & TEIXEIRA, 1998).

Suas estruturas diferem entre si, a PrP® é predominantemente a-helice e a forma Pr
em estrutura p-folheada (Figura 3) (VICARIVENTO et al., 2008), sendo que a PrP°
apresenta 38% de sua conformagdo de a-hélice e 14% de conformagio B-folheada e 27% de

PSC

giros e 22% em espiral ao acaso, enquanto PrP>® apresenta 19% da conformagio de a-hélice e
38% de conformagdo B-folheada e os 43% restantes tornam-se espirais aleatorias (SAFAR,

1996).
" (:qjé? ai/\,%

CR

LDDY a -hélice
¥ | B -folheada

Figura 3. Proteina prion. A esquerda PrP® e a direita sua isoforma infecciosa a PrP*¢
(http:/lwww.scq.ubc.ca/prions-infectious-proteins-repsonsible-for-mad-cow-disease)

Existem outras diferencas entre as formas da prion como o peso molecular, a PrP®
possui peso de 33-35 kD, ja sua forma patogénica ao sofrer proteolise parcial produz uma
proteina de peso molecular de 27-30 kD sem a perda da infectividade (HERBST et al., 2009;
PRUSINER, 1991), além do tempo de vida, na qual a PrP® tem duracdo de seis horas e a
PrP°¢ pode sobreviver anos (BOSSERS, 1999).

O evento chave para as EET’s ¢ a conversao da proteina celular normal em uma
isoforma anormal e infectante que se acumula nos tecidos de individuos infectados
(LACROUX et al., 2008). Como isso acontece trata-se de um enigma, a hipdtese mais comum

PSC

é que a Pr atue como molde e catalisador para esta mudanca. Alguns modelos de

mecanismos foram sugeridos para explicar como isso ocorre, sendo a semente de
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polimerizacdo o amplamente aceito, no qual a PrP*°

da PrP® (PANZA etl al., 2010).

Embora a PrP® seja fundamental para o desenvolvimento das doencas causadas por
PSC

atua como semente para a polimerizacéo

prion por meio de sua conversdo em PrP>¢, o papel fisiolégico da PrP® ndo é muito claro, e,
portanto, é incerto se as doengas priénicas sdo em parte devido a perda de uma fungdo normal
neuroprotetora da PrP®. Em cérebros de animais em fase terminal da doenca, ha uma
diminuicdo acentuada da proteina normal, 0 que evidencia a hipétese de que a perda da
funcdo da PrP® pode desempenhar um papel na patogénese dessas doencas (WATT et al.,
2005).

De acordo com Brown et al. (2001) proteinas prion recombinantes e peptideos
relacionados com sua sequéncia indicaram que sua funcdo estd relacionada com a
metabolizac4o do cobre. Estudos constataram a capacidade da PrP® em se para ligar a fons de
cobres divalentes (Cu®*) in vivo e in vitro o que sugere que seu papel esta relacionado &
homeostase do cobre. Também foi proposto que a PrP® funciona como um superéxido
dismutase (SOD), protegendo regides sindpticas do estresse oxidativo, 0 que ndo ocorre
quando a proteina prion esta em sua forma anormal (Figura 4) (BURNS et al., 2003). Outra
area de atuacdo € na sinapse nervosa, inibindo o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) na
membrana celular dos neurdnios, impedindo assim a entrada exagerada de célcio na célula
que pode causar hiper-excitabilidade (STEELE, 2008).

2 B0 v

Resposta celular ao
estresse oxidativo

PrPc

0

Membrana
plasmatica

Sem resposta celular ao
estresse oxidativo

Membrana
plasmatica

Figura 4. Papel da PrP® na resposta celular ao estresse oxidativo. (A) Mediante a exposicao a células de espécies
reativas de oxigénio (ROS) na superficie da célula, a PrP® é clivada gerando dois fragmentos N2 e C2. (B) A
forma de PrP>¢ é incapaz de se fragmenta para formar N2 e C2, com issoa resposta celular ao estresse
oxidativo permanece comprometida (http://www.fbs.leeds.ac.uk/staff/Hooper_N/prion.htm)


http://www.fbs.leeds.ac.uk/staff/Hooper_N/prion.htm
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Esta proteina é codificada pelo préprio hospedeiro, o qual o gene foi identificado em
diversos mamiferos (RIBEIRO et al., 2007). A analise da sequéncia de aminoécidos da PrP®
mostrou alta identidade entre os mamiferos, assim como dentre espécies de aves, (ACUTIS, et
al., 2007).

2.4.  As encefalopatias espongiformes transmissiveis
As EETs, também conhecidas como doengas pribnicas, fazem parte de um grupo de

doencas neurodegenerativas e fatais que acometem humanos e animais (HUANG et al., 2011).
Este grupo inclui a scrapie em ovinos, a doenca do emagrecimento crénico dos cervideos,
encefalopatia espongiforme bovina em bovinos, bem como kuru, sindrome de Gerstmann-—
Stralssler—Sheinker e as formas esporadicas, familiares, iatrogénica de Creutzfeldt-Jacob em
humanos. Até o0 momento dezesseis doencas causadas por prion foram relatadas, sendo nove
em humanos e sete em animais (BENESTAD et al., 2008; IMRAN & MAHMOOQOD, 2011). A
etiologia, hospedeiro e ano de descri¢cdo das EETs em mamiferos constam na Tabela 2.

O caminho mais rapido de infeccdo das EETs é a via de entrada direta para o sistema
nervoso central por inoculagéo intracerebral. No entanto, modelos de prion incluem diferentes
vias de exposicdo fora do SNC, onde o inicio da doenca é geralmente mais lento. A infeccéo
periférica € muitas vezes acelerada pela amplificacdo local do agente em células dentriticas
foliculares (FDC), de érgéos linféides, seguido por difusdo por meio dos nervos locais para o

SNC. O mecanismo pelo qual a PrP*°

é transportada ao longo dos nervos periféricos ao SNC
ndo é bem compreendido, e alguns estudos sugerem que o transporte axonal convencional ndo

é o principal mecanismo (KLINGEBORN et al., 2011).



Tabela 2. Etiologia das Encefalopatias espongiformes transmissiveis
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Doencas causadas em animais

Doenca
Scrapie

ETM

DEC
EEB
EUG
EEF

NHP

Hospedeiro
Ovinos e Caprinos

Marta

Cervideos

Bovinos

Cudu, Nyala, Oryx
Gatos

lémure

Etiologia
Origem desconhecida

Infeccdo por prions de
ovinos ou bovinos

Origem desconhecida
Origem desconhecida
Infeccdo por prions de EEB
Infeccdo por prions de EEB

Infeccdo por prions de EEB

Ano de Descrigdo
1732

1947

1967
1986
1986
1990

1996

Doencas causadas em Humanos

Doenga
Kuru

eDCJ

fDCJ
GSS

iDCJ

IFF

vDCJ

IEF

VPSPr

Hospedeiro

Humanos

Humanos

Humanos
Humanos

Humanos

Humanos

Humanos

Humanos

Humanos

Etiologia
Rituais de canibalismo

Esporadica PRP*#» Prp*
Conversao ou mutacao
somatica

Mutagdo no gene prnp
Mutagdo no gene prnp

Infeccdo por prions de
origem humana (enxertos de
cadaver, corneas, dura
mater, HGH e etc.)

Gene prnp nos haplétipos
178N-129M

Infeccdo por prions de EEB

Esporadica PRP® ¥ Prp*
Conversdo ou mutagdo
somaética

Esporadica PRP*» Prp*
Conversdo ou mutacio
somaética

Ano de Descrigdo
1900s

1920

1924
1936

1734

1986

1996

1999

2008

ETM (Encefalopatia Transmissivel da Marta), DEC (Doenca do Emagrecimento Crénico), EEB (Encefalopatia
Espongiforme Bovina), EUG (Encefalopatia dos Ungulados Exéticos), EEF (Encefalopatia Espongiforme
Felina), NHP (EET em primatas ndo-humanos), eDCJ (Doenca de Creutzfeldt-Jakob esporédica), fDCJ
(Doenca de Creutzfeldt-Jakob familiar), GSS (Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker), iDCJ (Doenga de
Creutzfeldt-Jakob iatrogénica), IFF (Insonia Familiar Fatal), vDCJ (Doenca de Creutzfeldt-Jakob variante),
IEF (Insonia Esporadica Fatal), VPSPr (Variavel Protease-Sensivel Prionopathy)
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A transmissdo das EETs dentro de uma mesma espécie ocorre facilmente, poréem a
transmissdo interespécies normalmente € um processo ineficiente caracterizado por longos
periodos de incubacdo e baixa infeccdo (KLINGEBORN et al., 2011). Evidéncias sugerem
que a barreira entre as espécies é o resultado da incompatibilidade entre a conformacéo da
prion anfitrid e a infectante, em parte devido as diferencas na sequéncia de aminoacidos. No
entanto, neste longo periodo de incubacéo, a PrPc
adaptando ao seu novo hospedeiro (GHAEMMAGHAMI et al., 2011).

A DCJ causa mudancas espongiformes no cérebro e possui quatro formas clinicas:

sofre alterages de conformagéo se

esporédica, genética, iatrogénica e variante, sendo que 0s casos esporadicos e genéticos
parecem ocorrer em pessoas de todos 0s paises e grupos éticos, além disso, ha registros de
400 casos dessa enfermidade obtida pela forma iatrogénica em 20 paises (KIM et al., 2011).
O polimorfismo no c6don 129 no gene prnp humano é associado a suscetibilidade iatrogénica
e esporadica da DCJ, quando o alelo com a mutagdo no codon D178N codifica uma valina na
posicdo 129, os pacientes desenvolvem esta doenca (BELT et al., 1995).

A EEB (conhecida como mal da vaca louca) foi diagnosticada pela primeira vez em
1986 no Reino Unido e sua origem é um enigma. As hipoteses incluem: a) adicdo de
derivados de tecidos de ovinos ou caprinos infectados com scrapie a dieta de bovinos, b) um
caso esporadico de EET ndo detectado ou origem genética, c) inicio a partir de uma EET
humana, por intermedio de alimentacdo animal com restos humanos contaminados (RICHT et
al., 2008). A encefalopatia espongiforme bovina € tida como a causa mais provavel da vDCJ,
e pode ser transmitida a outros animais por meio de ragbes comercias contendo farinhas de
carne e 0sso0s contaminadas, além da inclusdo de tecidos de bovinos infectados a dieta de uma

série de felinos domésticos e também animais de zoologicos (MOORE et al., 2011).

2.4.1.Diagnésticos das EETs
O primeiro método utilizado para confirmar o diagnostico de uma EET foi os exames
neuropatologicos de tecidos de cérebro de animais ou humanos (WHO, 1998). Neste método
o0 tecido é coletado, preservado em formalina, seccionado, corado e entdo examinado em
microscopio de luz, no qual sdo observadas as anormalidades patologicas no exame
histolégico. Este procedimento é geralmente complementado com revelagdo imuno-

PSC

histoquimica do tecido, a qual usa um anticorpo anti-PrP>~, marcado com uma enzima, que se

ligara & PrPC. A microscopia eletronica pode também ser utilizada para detectar, em tecidos

PSC

frescos post-mortem, fibrilas associadas a scrapie (as PrP”~ aparecem como estruturas em
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forma de bastonetes denominadas SAFs — (scrapie associated fibrils) (KOO et al., 2001;
MERZ et al., 1983).

O diagnostico positivo de EEB, scrapie ou doenga do emagrecimento crénico pode ser
baseado em alteracBes histopatoldgicas somente quando as alteracBes caracteristicas
vacuolares no cérebro, como as distribuicbes neuroanatdmicas tipicas, sdo reconhecidas.
Outras caracteristicas histologicas das EETs como a presenca de astrogliose e perda neuronal
servem como apoio ao resultado positivo, mas na auséncia de vacuolizagdo ndo pode ser tida
como diagnostico (GAVIER-WIDEN et al., 2005).

A técnica original utilizada para diagndstico de EEB é a de Western immunoblotting e
se baseia na estracdo em detergente de material cerebral fresco (aproximadamente 4g),
seguida por ultra centrifugacdo para se concentrar a PrP. Apds a extracdo em dentergente,
segue-se 0 tratamento com proteinase K, enzima que digere totalmente qualquer proteina

(incluindo PrP®). Portanto, resta somente PrPs¢

que é parcialmente resistente a esta protease,
para se vincular a um anticorpo especifico, que fornece um sistema de deteccdo para amostras
positivas de cérebro (OIE, 2009).

Atualmente os testes realizados ainda sdo post-mortem e usa tanto a imuno-
histoquimica (IHQ), como o ensaio de imunoadsorcédo enzimatica (ELISA) para detectar a
proteina prion infecciosa em cérebro ou tecidos linfoides. O teste “padrdo ouro” é a IHQ, mas
possui desvantagens como a necessidade de analise post-mortem. Embora os testes baseados
em anticorpos sejam precisos e exatos, um teste de diagndstico ante-mortem usando fluido
corporal seria de grande utilidade (HERBST et al., 2009).

Em todos os testes para diagndstico de EETs a PrP*C

é utilizada como um marcador.
Em resumo, os testes de rotinas sdo baseados principalmente na triagem rapida por
imunodeteccdo de PrP® e em imunoensaios utilizando, ELIZA ou Western Blot (WB),
seguido de confirmacdo por meio de exames histopatoldgicos e comprovacao da presenca de
PrP°¢ usando a IHQ e WB (HUANG et al., 2011).

No Brasil, desde 1976, o diagndstico da EEB e da scrapie passou a ser realizado
conjuntamente ao sistema de vigilancia sanitaria da raiva animal, fazendo parte do Plano
Nacional de Combate da Raiva dos Herbivoros (PNCRH), coordenado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2009). Desta forma, bovinos,
ovinos e caprinos com sintomatologia nervosa de carater progressivo deverdo ser submetidos

ao diagnostico diferencial para raiva, outras encefalites, EEB e scrapie. Estas hormas visam
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incrementar medidas de vigilancia epidemioldgica especificas para manter e preservar a
condicdo de pais livre da EEB (DEL FAVA, 2011).

2.5. Scrapie
A scrapie é uma neuropatologia degenerativa que acomete ovinos e caprinos e esta
inserida no grupo das EETs, doencas fatais causadas pela acumulo da proteina infecciosa
prion (PrP*) (SANDER et al., 2004; YOKOYAMA et al., 2010). Seu primeiro relato e
datado em 1738 na Inglaterra (DE BLESER & PLUN, 1998).

2.5.1. Sinais Clinicos

O termo scrapie vem da palavra inglesa scrape, que significa rocar ou de tirar algo
raspando. Essa enfermidade caracteriza-se pelo surgimento de prurido constante que leva o
animal infectado a esfregar-se em cercas de contengdo ou arvores, sendo reconhecida como
uma doenga dermatologica e neuroldgica de evolucéo fatal (LUPI, 2003).

O periodo de incubacao desta doenca pode variar de 1,5 a 3 anos e uma vez que 0S
primeiros sintomas se manifestam o animal é rapidamente levado a morte (BABAR et al.,
2009). Os primeiros sinais da scrapie incluem mudangas sutis de comportamento e
temperamento. Outros sinais sdo a perda de coordenacgédo, anormalidades na marcha, perda de
peso, apesar de um bom apetite e o fato dos animais morderem os membros e estalarem o0s
labios (THOMAS et al., 2011).

O fluxo mais tipico desta moléstia é a evolugcdo desses sintomas, para progressiva
ataxia, paralisia motora, tremores, fasciculacdo e, finalmente, morte do animal
(VICARIVENTO et al., 2008). Entretanto os individuos infectados podem ser abatidos ou
morrerem decorrentes a outras causas antes do inicio dos sinais clinicos (CORBIERE et al.,
2007).

2.5.2. Epidemiologia de scrapie

A ocorréncia dessa enfermidade é relatada na Europa desde o século XVIII, e vem
sendo notificada em diversos paises (Figura 5). De acordo com o Codigo Sanitario de
Animais Terrestres da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), o pais pode auto
declarar-se livre de scrapie, mas, para isso, deve seguir requisitos especificos de vigilancia,
controle da alimentacdo de ruminantes e identificacdo de ovinos e caprinos, dentre outros
itens. A Australia e a Nova Zelandia sdo paises notoriamente reconhecidos como livres da

scrapie, e varios outros paises também se consideram livres, baseando-se na auséncia de
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registro da doenca, apesar de ndo comprovarem os requisitos da OIE para tal (BRASIL,
2011b).

Estudos epidemioldgicos revelaram que a ocorréncia da doenca ndo tem ligagdo com
sexo ou idade dos animais e sim com a ingestdo de proteina animal contaminada com outras
proteinas mutadas, que ndo foram submetidas a nenhum tratamento especifico para desnatura-
la. Mundialmente, o Reino Unido € o Unico pais com grande incidéncia da enfermidade, com
énfase ao sul da Inglaterra. Além disso, outros paises fora da Europa tiveram casos
detectados, como as Ilhas Malvinas, Oman e Canada (WILESMITH et al., 1988).

WAHIDOIES 2012
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- Mot reported in this period
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I clinical-piz e _ :

Disease limited toone or more zores

Figura 5. Situacdo mundial quanto a notificacdo de scrapie a OIE (OIE, 2012)

No Brasil, o primeiro registro desta doenca remonta a 1978, quando o pais adquiriu
ovinos Hamphire Down importados da Inglaterra. Outros casos foram identificados nos anos
de 2000, 2001, 2003 e 2005, sendo as notificacbes de 2005 limitados ao estado do Parana
(SOTOMAIOR et al., 2008). Em 2006 o Mato Grosso do Sul registrou, pela primeira vez, um
caso de scrapie numa ovelha de trés anos de idade, a fémea infectada foi transportada de Sé&o
Paulo ao Estado e pertencia a um lote de 300 animais importados do Canada por empresarios
do Parana (SEAGRI, 2006).

Mesmo ndo sendo considerada zoonose, a situacdo sanitaria de um pais para scrapie
interfere sobremaneira no comércio internacional de ovinos e caprinos, seus produtos e
subprodutos. No Brasil a paraplexia enzodtica dos ovinos é de notificacdo obrigatoria e sua
suspeita ou ocorréncia deve ser imediatamente informada a autoridade de defesa sanitaria
animal e de quaisquer das instancias (Central e Superior, Intermediarias e Locais) do Sistema
Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuéaria (BRASIL, 2009).
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2.5.3. Identificacdo genética da scrapie

2.5.3.1. Gene prnp

O gene prnp é membro da familia Prn e é conhecido em vérias espécies; seu quadro de
leitura aberta (ORF) € codificado dentro de um Unico exon (COLBY & PRUSINER, 2011). O
gene € organizado em trés exons com 52, 98 e 4028 nucleotideos respectivamente, separados
por dois introns, 2.421 e 14.031 nucleotideos respectivamente. A sequéncia de codificacdo
esta localizada no exon 3. O numero de polimorfismos de nucleotideo Unico na ORF deste
gene é associado com as diferentes expressées fenotipicas da doenca, como periodo de
incubacgdo, patologia e sinais clinicos, porém até o momento os mecanismos exatos pelos
quais as diferentes variantes alélicas do gene contribuem para a suscetibilidade a scrapie ndo
sdo completamente compreendidos (PACHECO et al., 2007).

Este gene esta presente no cromossomo 13 de ovinos e caprinos. Em ovinos a
sequéncia gendmica disponivel em todo o locus do gene prnp é de 32 kb (GOLDMANN,
2008). Até o momento, dos 256 cddons que compdem o gene prnp, 39 foram considerados
polimorficos (MESQUITA et al., 2009).

A suscetibilidade ou resisténcia a scrapie em ovinos € controlada principalmente pelo
gene prnp, que codifica a proteina prion (CLOUSCARD et al. 1995; TAMGUNEY et al.,
2008), no entanto, a suscetibilidade a esta enfermidade é avaliada pela taxa de mortalidade e
pelo periodo de incubagdo (DIAZ et al. 2005) e pode variar entre os rebanhos e racas de
ovinos (CHASE-TOPPING et al., 2005; MOUM et al., 2005).

2.5.3.2. Principais polimorfismos relacionados a scrapie

O genotipo do hospedeiro tem importante papel na patogenia da prion, porém de
acordo com Billinis (2004) o mecanismo pelo qual os alelos variantes levam as alteracdes na
vulnerabilidade ou periodos de incubacéo ndo foi até o0 momento elucidado.

Segundo Debbie et al. (1997) a selecdo da mutacdo ou polimorfismo envolve: (i)
constatacdao de qualquer sequéncia de alteracbes em um fragmento de DNA especifico, como
poderia ocorrer quando ha selecdo em populacbes afetadas para descobrir mutacdes que
causam doencas, (ii) a deteccdo de uma mutacédo especifica em uma grande popula¢do, como
seria necessario para o diagnostico ou genotipagem.

Desde os primeiros relatos da scrapie em ovinos, observou-se que a linha da familia

tinha forte influéncia sobre sua ocorréncia e a medida posta em pratica para o controle da
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doenca era fortemente focada sobre esse fato. Pensou-se que esta seria uma enfermidade
estritamente genética devido ao forte vinculo familiar, no entanto atualmente sabe-se que 0s
genotipos suscetiveis e uma infeccdo sdo necessarios para que a doenca se desenvolva
(HUNTER et al., 2007).

Em ovinos as principais mutacOes associadas a suscetibilidade ou resisténcia a scrapie
sdo as encontradas nos cddons 136 (Alanina/Valina), 154 (Histidina/Arginina) e 171
(Glutamina/Arginina/Histidina) (Figura 6) (LACROUX et al.,, 2007; MESQUITA et al,,
2009).

Gene prnp l I
Ovinos A136V Q/R/H171
R154H

Figura 6. Representacdo esquematica dos polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171 do gene prnp ovino
Adaptado de Colby & Prusiner (2011)

No codon 154, a arginina (R) esta ligada a suscetibilidade, enquanto histidina (H) esta
ligada a resisténcia; no codon 171, a glutamina (Q) e histidina (H) estdo ligadas a
suscetibilidade, enquanto arginina (R) esta relacionada a resisténcia; no cdédon 136 a valina
(V) esta ligada a suscetibilidade enquanto a alanina (A) esta relacionada a resisténcia. Apesar
destes polimorfismos gerarem 15 combinacgdes possiveis, apenas cinco aparecem com maior
frequéncia sendo elas ARR, ARQ, VRQ, ARH e AHQ (ARSAC et al., 2007; BAYLIS et al.,
2004).

Tem-se ARQ como o alelo ancestral nestes codons, onde A indica o aminoacido
alanina, R a arginina e Q uma glutamina, nos codon 136, 154 e 171, respectivamente
(MAESTRALE et al., 2009). Ovinos com o gen6tipo VRQ/VRQ apresentam em media um
risco trés vezes maior de desenvolver a doenca quando comparados a animais com gendétipos
ARQ/ARQ e ARQ/VRQ (DIAZ et al., 2005). Normalmente o alelo VRQ é raro ou ausente,
mas esta associado a maior suscetibilidade a scrapie (MESQUITA et al, 2009). Em relacéo ao
gendtipo ARQ/ARQ, apesar de seu grau de risco ser tido como moderado, surtos em alguns
paises levam a crer que o mesmo pode ter risco semelhante aos portadores de VRQ
(GOLDMANN, 2008).

O aumento da frequéncia genotipica ARR/ARR em ovinos reprodutores é considerado
uma ferramenta eficaz para erradicacdo da scrapie por meio de programas de selecdo, mas a

eficiéncia depende de alguns fatores como tamanho da populacdo e frequéncia do alelo ARR
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(GUAN et al., 2011). Baseados nisso muitos paises implementaram planos de melhoramento
visando o aumento da frequéncia ARR em seus rebanhos. Estes planos apdiam-se em
genotipagem de rotina do gene prnp, para identificacdo de homozigotos ARR (PONGOLINI
et al., 2009).

O regulamento imposto pela Unido Européia rege que 0s paises membros devem
realizar selecdo de animais para o alelo A;3sR15:R171 (ARR), considerado o mais resistente a
scrapie e eliminar outros gendtipos tidos como mais suscetiveis principalmente VRQ
(LUHKEN et al., 2007).

A distribuicdo dos gendtipos e sua classificagdo quanto ao risco a esta enfermidade, de
acordo com o sistema de classificagdo do Plano Nacional Scrapie (NSP) da Gré-Bretanha
(DEFRA 2001) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo dos 15 gen6tipos e seus respectivos grupos de risco.

Classificagdo do PNS Risco associado a scrapie
Genotipo
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
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

Com base nessas informacdes, a Comissdo da Unido Européia em 2001, fundamentou

o Plano Nacional de Erradicacdo da scrapie (PNS) com o objetivo de reduzir a frequéncias
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dos alelos associados a suscetibilidade em rebanhos ovinos. A partir da elaboracdo do PNS, o
conhecimento das frequéncias de alelos que conferem resisténcia/suscetibilidade das diversas
ragas de ovinos, se tornou a principal ferramenta no processo de selecdo de animais

geneticamente resistentes a scrapie (DAWSON et al., 2008).



22

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, U.G.P.; MARIANTE, A.S.; SANTOS, S.A. Conservacdo genética de racas
naturalizadas do Pantanal. Biotecnologia, Ciéncia & Desenvolvimento, ano 1, n.5 p.18-21,
1998.

ACUTIS, P.L.; PELETTO, S.; GREGO E. et al. Comparative analysis of the prion protein
(PrP) gene in cetacean species. Gene, v.392, p. 230-238, 2007.

ALVES, R.C. [2008]. Sistema de cria¢do de ovinos nos ambientes Ecoldgicos do Sul do
Rio Grande do Sul. Disponivel em:
<http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Ovinos/CriacaoOvinosAmbiente
sEcologicosSulRioGrandeSul/preparomercado.htm> Acesso em 22 nov. 2011.

ARSAC, J.N.; ANDREOLETTI, O.; BILHEUDE, J.M. et al. Similar Biochemical Signatures
and Prion Protein Genotypes in Atypical Scrapie and Nor98 Cases, France and Norway.
Emerging Infectious Diseases, v.13, p.58-65, 2007.

AZEVEDO, F.M.V.M.C., ANTONIALLI, L.M. produgdo e comercializacdo de carne de
ovinos na regido metropolitana de Belo Horizonte-mg. In: XLVI CONGRESSO
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ECONOMIA, ADI\/IINISTRACAO E SOCIOLOGIA
RURAL, 46., 2008, Rio Branco. Anais... Rio Branco: Sociedade Brasileira de Economia,
Administracdo e Sociologia Rural, 2008.

BABAR, M.E.; FARID, A.; BENKEL, B.F. et al. Frequencies of PrP genotypes and their
implication for breeding against scrapie susceptibility in nine Pakistani sheep breeds.
Molecular Biology Reports, v.36, p.561-565, 20009.

BARBOSA-FERREIRA, M. [2011]. Resumo historico do ovino pantaneiro. Disponivel
em:  <http://www.ruralcentro.com.br/analises/2214/resumo-historico-do-ovino-pantaneiro>
Acesso em: 8 nov. 2011

BAYLIS, M.; CHIHOTA, C.; STEVENSON, E. et al. Risk of scrapie in British sheep of
different prion protein genotype 2004. Journal of General Virology, v.85, p.2735-2740,
2004.

BASSETTO, C.C.; SILVA, B.F.; FERNANDES, S. et al. Contaminacdo da pastagem com
larvas infectantes de nematoides gastrintestinais ap0s o pastejo de ovelhas resistentes ou
susceptiveis a verminose. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.18, p.63-68,
2009.

BENESTAD, S.L.; ARSAC, J.N.; GOLDMANN, W. et al. Atypical/Nor98 scrapie: properties
of the agent, genetics, and epidemiology. Veterinary Research, v.39, 2008. doi:
10.1051/vetres:2007056

BELLUZO, C.E.C.; KANETO, C.N.; FERREIRA, G.M. Curso de atualizacdo a
ovinocultura. Introducdo aovinocultura. Universidade Estadual de Sdo Paulo Jalio de
Mesquita Filho: 110 p. 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Babar%20ME%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Farid%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Benkel%20BF%22%5BAuthor%5D
https://springerlink3.metapress.com/content/0301-4851/
https://springerlink3.metapress.com/content/0301-4851/36/3/

23

BELT, P.B.G.M.; MUILEMAN, |.H.; SCHUREUDER, B.E.C. et al. Identification of five
allelic variants of the sheep PrP gene and their association with natural scrapie. Journal of
General Virology, v.76, p.509-517, 1995.

BILLINIS, C.; PSYCHAS, V.; LEONTIDES, L. et al. Prion protein gene polymorphisms in
healthy
and scrapie-affected sheep in Greece. Journal of General Virology, v.85, p.547-554, 2004.

BOSSERS, A. Prion diseases: Susceptibility and transmissibility. In vivo and in vitro studies
with sheep scrapie, Thesis (Doctorship), 1999.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento [2011a]. Situacdo atual do
Brasil frente a Scrapie. Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/arg_editor/file/Aniamal/programa%20nacional%20dos%20he
rbivoros/situacao%20atual%20do%20brasil%20scraipe.pdf> Acesso em: 29 nov. 2011.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento [2011b]. O que é Scrapie.
Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/arg_editor/file/Aniamal/programa%20nacional%20dos%20he
rbivoros/SCRAPIE.pdf> Acesso em: 6 dez. 2011.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento [2009]. Manual de
Legislacdo: programas nacionais de saude animal do Brasil. Manual técnico. Brasilia:
MAPA/SDA/SDA, 2009. Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/file/ Aniamal/Manual%20de%20Legisla%C3%A7
%C3%A30%20-%20Sa%C3%BAde%20Animal%20-%20low.pdf>. Acesso em: 8 set. 2011.

BRAUNER, R. A.; Potencialidades da 1& de ovinos nativos pantaneiro. Universidade
Anhanguera-Uniderp. Dissertacdo de Mestrado. Campo Grande — MS, 2010.

BROWN, D.R.; CLIVE, C.; HASWELL, S.J. Antioxidant activity related to copper binding
of native prion protein. Journal Neurochemistry, v.76, p.69-76, 2001.

BURNS, C.S.; ARONOFF-SPENCER, E.; LEGNAME, G. et al. Copper Coordination in the
Full-Length, Recombinant Prion Protein. Biochemistry, v.42, p.6794-6803, 2003.

CALLADO, AK.C.; TEIXEIRA, M.F.S. Encefalopatias espongiforme transmissiveis e
consideragOes sobre o agente etioldgico. Ciéncia Animal,v.8, p.13-21, 1998.

CHASE-TOPPING, M.E.; KRUUK, L.E.B.; LAJOUS, D. et al. Genotype-level variation in
lifetime breeding success, litter size and survival of sheep in scrapie-affected flocks. Journal
of General Virology, v.86, p.1229-1238, 2005.

CHOI C.J.; KANTHASAMY A,; ANANTHARAM V. et al. Interaction of metals with prion
protein: possible role of divalent cations in the pathogenesis of prion diseases.
Neurotoxicology; v.27, p.777-787, 2006.

CLOUSCARD, C.; BEAUDRY, P.; ELSEN, J.M. et al. Different allelic effects of the codons
136 and 171 of the prion protein gene in sheep with natural scrapie. Journal of General
Virology, v.76, p.2097-2101, 1995.



24

COSTA, R.G.; ALMEIDA C.C.; PIMENTA FILHO E.C. et al. Caracterizacdo do sistema de
producdo caprino e ovino na regido semi-arida do estado da Paraiba Brasil. Archivos de
zootecnia, v.57, p. 195-205, 2008.

COLBY, D.W.; PRUSINER, S.B. Prions. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology,
2011. doi: 10.1101/cshperspect.a006833

CORBIERE, F.; BARILLET, F.; ANDREOLETTI, O. et al. Advanced survival models for
risk-factor analysis in Scrapie. Journal of General Virology, v.88, p.696—705, 2007.

DA LUZ, J. Ovelha pantaneira, a quase nova raga que pode revolucionar a ovinocultura.
[2009]. Disponivel em: <http://www.acrissul.com.br/upload/jornal/1261145486.pdf> Acesso
em: 28 set. 2011.

DAWSON. M.; HOINVILLE L.J.; HOSIE B.D. et al. Guidance on the use of PrP genotyping
as an aid to the control of clinical scrapie, Veterinary Records, v.23, p.623-625, 1998.

DAWSON, M.; MOORE, R.C.; BISHOP, S.C. Progress and limits of PrP gene selection
policy. Veterinary Research, v.30, 2008. doi: 10.1051/vetres:2007064.

DE BLESER, D.; PLUM, J. Transmissible spongiform encephalopathies or Prion protein
diseases and public healtth. Arch Public Healtth, v.56, p.169-186, 1998.

DEBBIE, P.; YOUNG, K.; POOLER, L. et al. Allele identification using immobilized
mismatch binding protein: detection and identification of antibiotic-resistant bacteria and
determination of sheep susceptibility to scrapie. Nucleic Acids Research, v.25, p.4825-4829,
1997.

DEL FAVA, C. [2011]. Diagnostico da Encefalopatia Espongiforme Bovina (Mal da Vaca
Louca). Disponivel em: <http://www.biologico.sp.gov.br/artigos_ok.php?id_artigo=153>
Acesso em: 5 dez. 2011.

DEPARTMENT OF ENVIRONMENT, FOOD AND RURAL AFFAIRS - DEFRA.
National Scrapie Plan for Great Bretain. 2001.

DI BARI, M.A.; CHIANINI, F.; VACCARI, G. et al. The bank vole (Myodes glareolus) as a
sensitive bioassay for sheep scrapie. Journal of general Virology, v.89, p. 2975-2985, 2008.

DIAZ, C.; VITEZICA, Z.G.; RUPP, R. et al. Polygenic variation and transmission factors
involved in the resistance/susceptibility to scrapie in a Romanov flock. Journal of General
Virology, v.86, p.849-857, 2005.

EMBRAPA, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria [2010]. Demanda por carne
ovina cresce 25%, mas oferta é baixa. Disponivel em:
<http://www.cnpc.embrapa.br/admin/pdf/03320012431.20_01 2010.pdf> Acesso em: 18 fev.
2012.

FONSECA, B. [2010]. Ovelha rustica é adaptada ao clima do Cerrado Raca pantaneira
com alta fertilidade possibilita a criacdo em pequenas propriedades com baixo custo e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Di%20Bari%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chianini%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vaccari%20G%22%5BAuthor%5D

25

producéo de carne magra. Disponivel em:
<http://www.diadecampo.com.br/zpublisher/materias/Materia.asp?id=23219&secao=Pacotes
%20Tecnol%F3gicos&c2=0vinos> Acesso em: 26 nov. 2011.

GABUS, C.; DERRINGTON, E.; LEBLANC P. et al. The Prion Protein Has RNA Binding
and Chaperoning Properties. The Journal of Biological Chemistry, v.276, p.19301-193009,
2001.

GAVIER-WIDEN, D.; STACK, M.J.; BARON, T. et al. Diagnosis of Transmissible
Spongiform Encephalopathies in Animals: A Review. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, v.17, p.509-527, 2005.

GHAEMMAGHAMI, S.; WATTS, J.C.; NGUYE, H.O. et al, Conformational
Transformation and Selection of Synthetic Prion Strains, Journal of Molecular Biology,
2011. doi:10.1016/j.jmb.2011.07.021

GOMES, W.S.; ARAUJO, AR.; CAETANO, AR. et al. Origem e diversidade genética da
ovelha crioula do Pantanal, Brasil. In: SIMPOSIO DE RECURSOS GENETICOS PARA
AMERICA LATINA Y EL CARIBE, 2007, Chapingo. Anais... Chapingo: Universidade
Auténoma Chapingo, 2007. p.339.

GOLDMANN, W. PrP genetics in ruminant transmissible spongiform encephalopathies.
Veterinary Research. v.39, p.30, 2008.

GUAN, F.; PAN, L.; LI, J. et al. Polymorphisms of the prion protein gene and their effects on
litter size and risk evaluation for scrapie in Chinese Hu sheep. Virus Genes, v.43, p.147-152,
2011.

HERBST, A.; MCILWAIN, S.; SCHMIDT, J.J. et al. Prion Disease Diagnosis by Proteomic
Profiling. Journal of Proteome Research, v.8, p.1030-1036, 20009.

HUANG, H.; SOUTYRINE, A.; RENDULICH, J. et al.; Investigation of the effects of
experimental autolysis on the detection of abnormal prion protein in lymphoid and central
nervous system tissues from elk and sheep using the Western blotting method. The Canadian
Journal of Veterinary Research, v.75, p.69-72, 2011.

HUGO, M. [2011] Ovino nativo do Pantanal é mais produtivo e cruza bem. Disponivel
em: <http://flip.siteseguro.ws/pub/correiodoestado/index.jsp?ipg=8768> Acesso em: 26 nov.
2011.

HUNTER, N. Scrapie—Uncertainties, biology and molecular approaches. Biochimica et
Biophysica Acta, p.619-628, 2000. doi:10.1016/j.bbadis.2007.04.007

IMRAN, M.; MAHMOOQOD, S. An overview of animal prion diseases. Virology Journal, v.8,
2011. doi:10.1186/1743-422X-8-493

JACINTO, M.A.C.; VARGAS JUNIOR, F.M.; MARTINS, C.F. et al. Influence of genotype
on the quality of sheep leather. Revista Brasileira de Zootecnia, v.40, p.1830-1836, 2011.



26

KLINGEBORN, M.; RACE, B.; MEADE-WHITE, K.D. et al. Crucial Role for Prion Protein
Membrane Anchoring in the Neuroinvasion and Neural Spread of Prion Infection. Journal of
Virology, v.85, p.1484-1494, 2011.

KOO, H.C.; PARK, Y. H.; LEE, B. C. et al. Immunohistochemical detection of Prion protein
(PrP-Sc) and epidemiological study of BSE in Korea. Journal of Veterinary Sciences, v.2
p.25-31, 2001.

LACROUX, C.; CORBIERE, F.; TABOURET, G. et al. Dynamics and genetics of PrPSc
placental accumulation in sheep. Journal of General Virology, v.88, p.1056-1061, 2007.

LOBO, R.N.B. [2005]. Programas de Sele¢do para caprinos e ovinos no Brasil. Disponivel
em:
<http://www.sbpcnet.org.br/livro/57ra/programas/CONF_SIMP/textos/raimundobragalobo.ht
m>. Acesso em: 23/09/2011.

LUHKEN, G.; BUSCHMANN, A.;BRANDT, H. et al. Epidemiological and genetical
differences between classical and atypical scrapie cases. Veterinary Research, v.38, p.65—
80, 2007.

LUPI, O. Prionic disease: evaluation of the risks involved in using products of bovine origin.
Anais Brasileiros de Dermatologia, v.78, p.7-18, 2003.

MACIEL, I. Ovelhas Nativas do Pantanal para aumento da produtividade. Disponivel
em: <http://hotsites.sct.embrapa.br/prosarural/programacao/2009/ovelhas-nativas-do-
pantanal-para-aumento-da-produtividade> Acesso em 11 nov. 2011.

MAESTRALE, C.; CARTA, A,; ATTENE, S. et al. p.Asnl76Lys and p.Metl37Thr
dimorphisms of the PRNP gene significantly decrease the susceptibility to classical scrapie in
ARQ/ARQ sheep. Animal Genetics, v.40, p. 982-985, 2009.

MARIANI, M. P.; SORIO, A. M. A producio de carne ovina em mato grosso do sul e as
Potencialidades para o turismo e a gastronomia. In: CONGRESSO DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ECONOMIA, ADMINISTRACAO E SOCIOLOGIA RURAL, 46., 2008.
Rio Branco. Anais... Sociedade Brasileira de Economia, Administracdo e Sociologia Rural,
2008.

MARTINS, C.F.; VARGAS JUNIOR, F.M.; PINTO, G.P. et al. Aspectos reprodutivos da
ovelha nativa Sul-Mato-Grossense. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE ZOOTECNIA, 45., 2008, Lavras. Anais... Lavras: Sociedade Brasileira de Zootecnia,
[2008]. (CD-ROM).

MESQUITA, P.; BATISTA, M.; MARQUES, M.R. et al. Prion-like Doppel gene
polymorphisms and scrapie susceptibility in portuguese sheep breeds. Animal Genetics,
2009. doi:10.1111/j.1365-2052.2009.01992.x.

MERZ, P. A.; SOMERVILLE, R. A.; WISNIEWSKI, H. M. et al. Scrapie-associated fibrils
in Creutzfeldt-Jakob disease. Nature, 306:474-476, 1983.



27

MOORE, J.; HAWKINS, S.A.C.; AUSTIN, A.R. et al. Studies of the transmissibility of the
agent of bovine spongiform encephalopathy to the domestic chicken. BMC Research Notes,
v.4, 2011. doi:10.1186/1756-0500-4-501.

MORAES, D. [2011]. Bioma Pantanal. Disponivel em:
<http://www.invivo.fiocruz.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?infoid=963&sid=2> Acesso em:
24 nov. 2011.

MOSER, M.; COLELLO, R.J.; POTT, U. et al. Developmental expression of the prion
protein gene in glial cells. Neuron, v.14, p.509-517, 1995.

MOUM, T.; OLSAKER, I.; HOPP, P. et al. Polymorphisms at codons 141 and 154 in the
ovine prion protein gene are associated with scrapie Nor98 cases. Journal of General
Virology, v.86, p.231-235, 2005.

NETO, O.A.P.; MORLAN, J.B.; CARVALHO, O.C.F.; CONDORELLI, E.M. Praticas em
ovinocultura ferramentas para o sucesso. 1.ed. Porto Alegre: Senar, 2004, p.227.

OIE — Organizagdo mundial de satde animal (World Organisation for Animal Health) [2009].
Scrapie. Disponivel em:
<http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.13_SCRAPIE.pdf>
Acesso em: 29 nov. 2011.

OIE — Organizagdo mundial de satde animal (World Organisation for Animal Health) [2012].
Disease distribution maps. Disponivel em:
<http://web.oie.int/wahis/public.php?page=disease_status_map&disease_type=Terrestrial&di
sease_id=53&disease_category_terrestrial=0&empty=999999&disease_category_aquatic=-
1&disease_serotype=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2011&selected_report_
period=1&selected_start_month=1> Acesso em: 20 jan. 2012.

PACHECO, A.C.L.; OLIVEIRA, S. M.P.; GOLVEIA, J.J.S. et al. Analysis of prion protein
gene (prnp) polymorphisms in healthy Morada nova sheep reveals the presence of genotypes
susceptible to scrapie. Ciéncia Animal, v.17, p.27-36, 2007.

PANZA G.; LUERS L.; STOHR J. et al. Molecular interactions between prions as seeds and
recombinant prion proteins as substrates resemble the biological interspecies barrier in vitro.
PLoS One, v.5, p.1-7, 2010.

PASSOS, D. T.; RIBEIRO, L. A. O.; RODRIGUES, N. C. et al. PrP polymorphisms in
brazilian sheep. Small Ruminants Research, v.74, p.130-133, 2008.

PIAO, Y.S.; KAKITA, A.; WATANABE, H. et al. Sporadic fatal insomnia with spongiform
degeneration in the thalamus and widespread PrPSc deposits in the brain. Neuropathology,
v.25, p.144-149, 2005.

PINTO, G.S.; MAGRIN, M.N.; SETTI, J. et al. Infestacdo por parasitos gastrintestinais em
ovinos submetidos a pastejo continuo na graminea aruana. In: CONGRESSO DE
NORDESTINO DE PRODUCAO ANIMAL, 5., 2008a, Aracaju.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moser%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Colello%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pott%20U%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Neuron.');
http://web.oie.int/wahis/public.php?page=disease_status_map&disease_type=Terrestrial&disease_id=53&disease_category_terrestrial=0&empty=999999&disease_category_aquatic=-1&disease_serotype=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2011&selected_report_period=1&selected_start_month=1
http://web.oie.int/wahis/public.php?page=disease_status_map&disease_type=Terrestrial&disease_id=53&disease_category_terrestrial=0&empty=999999&disease_category_aquatic=-1&disease_serotype=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2011&selected_report_period=1&selected_start_month=1
http://web.oie.int/wahis/public.php?page=disease_status_map&disease_type=Terrestrial&disease_id=53&disease_category_terrestrial=0&empty=999999&disease_category_aquatic=-1&disease_serotype=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2011&selected_report_period=1&selected_start_month=1
http://web.oie.int/wahis/public.php?page=disease_status_map&disease_type=Terrestrial&disease_id=53&disease_category_terrestrial=0&empty=999999&disease_category_aquatic=-1&disease_serotype=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2011&selected_report_period=1&selected_start_month=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Panza%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luers%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22St%C3%B6hr%20J%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'PLoS%20One.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Piao%20YS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kakita%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Watanabe%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15875907

28

PINTO, G.S.; VARGAS JR, F.M.; MARTINS, C.F. et al. Avalia¢do da carcacga de cordeiros
nativos sulmatogrossense, texel e santa inés em confinamento. In: CONGRESSO
INTERNACIONAL DE ZOOTECNIA, 2008, Jodo Pessoa, Anais... Jodo Pessoa, ZOOTEC
2008b.

PONGOLINI, S.; BERGAMINI, F.; BASSI, S. A new genotyping strategy for efficient
scoring of closely positioned SNPs in the ovine prion protein gene. Molecular and Cellular
Probes, v.23, p.122-125, 2009.

PRUSINER, S.B. Novel Proteinaceous Infectious Particles Cause Scrapie. Science, v.216,
p.136-144, 1982.

PRUSINER, S.B. Molecular Biology of Prion Diseases. Science, v.252, p. 1515-1522, 1991.

REIS, F.A. Atualidades na criacdo de ovinos no Brasil Central. In: CONGRESSO
INTERNACIONAL FEINCO, Séo Paulo, 2009.

REIS, F.A. [2010]. Criacdo de ovelhas no Brasil Central: algumas consideragoes.
Disponivel em: <http://www.iepec.com/noticia/criacao-de-ovelhas-no-brasil-central-algumas-
consideracoes> Acesso em 23 nov. 2011.

RIBEIRO, L.A.O.; PASSOS, D.T.; RODRIGUES, N.C. et al. Scrapie (paraplexia enzodtica)
em ovinos no Brasil. Revista Veterinaria em foco, v.4, p.203-208, 2007.

RICHT, J.A.; HALL, S.M. BSE case associated with prion protein gene mutation. Plos
pathogens, v.4, 2008. doi:10.1371/journal.ppat.100015.

SAFAR, J. Spectroscopic conformational studies of prion protein isoforms and the
mechanism of transformation, Seminars in Virology, v.7, p.207-214, 1996.

SANDER, P.; HAMANN, H.; PFEIFFER, I. et al. Analysis of sequence variability of the
bovine prion protein gene (PRNP) in German cattle breeds. Neurogenetics, v.5, p.19-25,
2004.

SALLES, H.O.; SANTOS, D.O.; VALGUEIRO, D.E.A. [2004]. Racas nativas, a ameaca da
extingéo. Disponivel em:
<http://www.cenargen.embrapa.br/publica/trabalhos/fn2003/arquivos/12020301.pdf> Acesso
em: 17 nov. 2011.

SANTUCCIU, C.; MAESTRALE, C.; MADAU, L. et al. Association of N176K and L141F
dimorphisms of the PRNP gene with lack of pathological prion protein deposition in placentas
of naturally and experimentally scrapie-affected ARQ/ARQ sheep. Journal of General
Virology, v.91, p.2402-2407, 2010.

SCHWAB, P.A. [2011]. Ovinocultura Made in Brazil. Disponivel em:
<http://www.paginarural.com.br/artigo/2242/ovinocultura-made-in-brazil> Acesso em 22
nov. 2011.



29

SCZESNY-MORAES, E.A.; Bianchin. I.; Silva, K.F. et al. Resisténcia anti-helmintica de
nematoides gastrintestinais em ovinos, Mato Grosso do Sul. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v.30, p.229-236, 2011.

SEAGRI — Secretaria da Agricultura, Irrigacdo e Reforma Agréria da Bahia [2006]. MS
descobre "'scrapie™ em ovelha. Disponivel em:
<http://www.seagri.ba.gov.br/noticias.asp?prt=true&qgact=view&exibir=clipping&notid=7267
> Acesso em: 7 dez. 2006.

SILVA, D.B.S.; SENO, L.O.; GRISOLIA, A.B. et al. Estrutura genética dos ovinos
naturalizados do Pantanal. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA, 56., 2010,
Guaruja. Anais... Sociedade Brasileira de Genética, Ribeirdo Preto, 2010.

SIMPLICIO, A. A. [2003]. Caprino-ovinocultura: Uma alternativa a geracio de emprego
e renda. Disponivel em: <http://www.cnpc.embrapa.br/artigo-6.htm>. Acesso em: 25 fev.
2011.

SOTOMAIOR, C. S.; SOTOMAIOR, V.S.; MADEIRA, H.M.F. et al. Prion protein gene
polymorphisms in sheep in the state of Parana Brazil. Animal Genetics, v.39, p.659-661,
2008.

STEELE, A.D. All quiet on the neuronal front: NMDA receptor inhibition by prion protein.
The Journal of Cell Biology, v.181, p.407-409, 2008.

TAMGUNEY, G.; GILES, K.; GLIDDEN, D.V. et al. Genes contributing to prion
pathogenesis. Journal of General Virology, v.89, p.1777-1788, 2008.

THOMAS, D.L. Genetics of scrapie resistance in sheep. Disponivel:
<http://www.sheep.cornell.edu/management/health/scrapiegenetics.ntm> Acesso em: 7 dez.
2011.

THORGEIRSDOTTIR, S.; SIGURDARSON, S.; THORISSONN, H.M. et al.. PrP gene
polymorphism and natural scrapie in Icelandic sheep. Journal of General Virology, v.80,
p.2527-2534, 1999.

VARGAS JUNIOR, F.M. Criac¢do da ra¢a de ovinos “pantaneiras”. In: | Workshop sobre a
Ovelha Pantaneira. Camara Setorial de Ovinocaprincultura de Mato Grosso do Sul, 2006.
Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/file/camaras_setoriais/Caprinos_e_ovinos/26RO/A
pp_Pantaneira.pdf> Acesso em: 28 nov. 2011.

VARGAS JUNIOR, F.M.; LONGO, M.L.; SENO, L.O. et al. Potencial produtivo de um
grupamento genético de ovinos nativos Sulmatogrossenses. PUBVET, Londrina, v.5, n.30,
Ed. 177, Art. 1197, 2011.

VARGAS JUNIOR, F.M.; MARTINS, C.F.; SOUZA, C.C. et al. Avaliacdo Biométrica de
Cordeiros Pantaneiros. Revista Agrarian, v.4, p.60-65, 2011b.

VICARIVENTO, N.B.; PUZZI, M.B.; ZAPPA, V. Scrapie. Revista Cientifica Eletrénica De
Medicina Veterinaria, v.10, p.1679-7353, 2008.



30

VIDAL, M. D. F.; SILVA, R.G. NEIVA, J.N.M. et al. Andlise econdbmica da producdo de
ovinos em lotacdo rotativa em pastagem de capim tanzania (Panicum maximum (Jacq)).
Revista de Economia e Sociologia Rural, v.44, p.801-818, 2006.

WATT, N.T.; TAYLOR, D.R.; GILLOTT A. et al. Reactive Oxygen Species-mediated -
Cleavage of the Prion Protein in the Cellular Response to Oxidative Stress. The journal of
biological chemistry, v.280, p.35914-35921, 2005.

WHO- World Health Organization. Global Surveillance, Diagnosis and Therapy of Human
Transmissible Spongiform Encephalopaties: Report of a WHO Consultation. Geneva:
WHO, 1998.

WILESMITH, J.W.; WELLS, G.A.H.; CRANWELL, M.P.; RYAN, J.B. Bovine Spongiform
encephalopathy: Epidemiologicla atudies. Veterinary Record, v.123 p.638-644, 1988.

YOKOYAMA T.; MASUJIN K.; SCHMERR M.J. et al. Intraspecies Prion Transmission
Results in  Selection of Sheep  Scrapie  Strains. Plos  One, v.5,  2010.
doi:10.1371/journal.pone.0015450.



ARTIGO CIENTIFICO

REVISTA BRASILEIRA DE ZOOTECNIA

31



O o0 NOOULL B WN B

O
w N - O

N N N NN N NN N NN P P P PP
00 N O U B W N P O O 0O N O U b

w W N
= O ©

w w
w N

w
N

35

36

37

31

Perfil genotipico de ovinos do grupo genético Ovelhas Pantaneiras para
suscetibilidade ou resisténcia a scrapie
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RESUMO - Objetivou-se neste trabalho determinar o perfil genotipico especifico para
scrapie nos codons 136, 154, 171 e 141 presentes no éxon 3 do gene prnp de ovinos
pertencentes ao grupo genético Ovelhas Pantaneiras, a fim de categorizar em animais
resistentes e susceptiveis a scrapie. O DNA gendmico foi extraido de 66 fémeas a partir
de amostras de sangue e, as regides de interesse da fita de DNA amplificadas por Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Os produtos da PCR foram purificados, as amostras
sequenciadas e confrontadas com o nimero de acesso M31313.1 do Gen Bank utilizando
o0 programa Blastn. Foram encontrados cinco haplétipos ARR, ARQ, AHQ, ARH e VRQ
e um total de sete dos quinze gendtipos possiveis para estes cinco alelos foram
observados, sendo ARQ/ARQ (27%) e ARR/ARQ (24%) os mais frequentes. Constatou-
se que 57% dos animais analisados estavam concentrados nos grupos de Risco 1 e 2, onde
a possibilidade de desenvolver a doenca é baixa. O grupamento genético “Ovelhas
Pantaneiras” possui perfil que indica resisténcia genética a esta enfermidade e a
presenca do alelo ARR pode ser util para a implementac¢ido de rebanhos controlados,
auxiliando na formagdo de uma raga com alta frequéncia do gendtipo ARR/ARR,

considerado o mais resistente a scrapie.

Palavras - chaves: gene prnp, genotipagem, ovelhas pantaneiras.

INTRODUCAO

A escolha da raga ou grupo genético é fundamental para 0 sucesso na

ovinocultura. Uma alternativa pode ser a utilizacdo das Ovelhas Pantaneiras, um novo
grupo genético adaptado as condicdes do Pantanal Sul-Mato-Grossense (Gomes et al.,

2007). Esses animais apresentam uma combinacdo de alelos que os aproximam das
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racas lanadas da regido Sul e deslanadas da regido Nordeste do Brasil, com perspectivas
da criacdo de uma nova raca (Vargas Junior et al., 2011a).

A presenca de qualquer enfermidade em um rebanho pode ocasionar desde a
queda na produgdo do animal atésua morte. A scrapie € uma doenca
neurodegenerativa, cronica e fatal que acomete ovinos (Yokoyama et al., 2010),
caracterizada por longos periodos de incubacdo e degeneracdo do sistema nervoso
central (Di Bari et al., 2008).

Esta doenga é causada pelo acimulo da proteina anormal, resistente a proteases,
denominada prion infecciosa (PrP*%). A PrP*° resulta de uma alterago estrutural ap6s a
traducdo de sua isoforma normal, a prion celular (PrP) (Prusiner, 1982). Esta proteina
é sintetizada pelo proprio hospedeiro, cujo gene responsavel € o prnp (Tamginey et al.,
2008), localizado no cromossomo 13 em ovinos (Goldmann, 2008). Este gene é
composto por 256 codons, dos quais 39 sdo considerados polimérficos (Mesquita et al.,
2009).

Uma das causas de suscetibilidade genética a scrapie estd relacionada com
polimorfismos nos codons 136 (Alanina-A/Valina-V), 154 (Arginina-R/Histidina-H) e
171 (Glutamina-Q/Arginina-R/Histidina-H) localizados no exon 3 do gene prnp (Diaz
et al., 2005). MutacGes nesses cddons resultam nos haplétipos ARR, ARQ, AHQ, ARH
e VRQ (Wisniewska & Mroczkowski, 2009), enquanto VRQ confere alta
suscetibilidade, ARQ esta associado a vulnerabilidade moderada, AHQ ao aumento de
resisténcia e o alelo ARR confere resisténcia maxima a scrapie (Nodelijk et al., 2011).

As combinacdes desses alelos podem dar origem a 15 gendétipos, sendo o
homozigoto ARR/ARR extremamente resistente a doenca (Imran & Mahmood, 2011).
Um tipo incomum de scrapie, chamada de scrapie atipica, afeta animais com o genétipo

ARR/ARR. Esta foi identificada em 1998 e caracteriza-se pela troca de uma Leucina
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pela Fenilalanina, uma mutagdo no cédon 141 também no gene prnp (Wemheuer et al.,
2011).

Objetivou-se neste trabalho determinar o perfil genotipico especifico para os
cédons 136, 154, 171 e 141 do gene prnp de fémeas pertencentes ao grupo genético
Ovelhas Pantaneiras, a fim de estimar o grau de resisténcia ou suscetibilidade a scrapie.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de sangue de 66 fémeas de dois anos de idade provenientes do
rebanho de Ovelhas Pantaneiras da Embrapa Gado de Corte, localizada em Campo Grande, MS.
O sangue foi coletado por meio da veia cefélica cranial com auxilio de tubos Vacutainer®,
contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), aliquotados em tubos de
2 mL, identificados e conservados a -80 °C durante 48 horas.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir do sangue total utilizando o kit DNA
Easy (Invitrogen®). A observacdo da qualidade das amostras de DNA foi feita por eletroforese
em gel de agarose (Invitrogen®) a 0,8%, posteriormente corado com SYBR Gold (Invitrogen®),
analisado sob luz ultravioleta em transiluminador (Transluminator Loccus Biotecnologia®) e
fotografado em camera digital com auxilio do programa L. PIX (Loccus Biotecnologia®). A
quantificacdo das amostras foi determinada por leitura em espectrofotdmetro (NanoDrop®), em
comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. As amostras apresentaram razio entre 1,8 e 2,0, sendo
consideradas assim puras e diluidas para a concentracéo de 60 ng/pL.

As regides de interesse da fita de DNA foram amplificadas por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos nas dire¢bes forward
(5’-CACATGGTGGTGGAGGCTGG - 3°) e reverse (3’ - GGAGCGAGTGGTGGAGCAAA -
5”), desenhados a partir do acesso n° M31313.1 do GeneBank localizado no site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 50uL,
contendo 60 ng de DNA gendmico, tampdo 1X (50mM Tris, 1.5mM MgCl,, 10mM KClI,
50mM(NH4)2S04, pH 8,3) (Invitrogen), 0,5mM de desoxirribonucleotideo fosfatado (ANTP)

(Invitrogen), 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciadores e 1 U de Tag DNA polimerase
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(Invitrogen), para amplificacdo de um fragmento de 388 pares de bases (pb). O ciclo de
temperaturas empregado foi de desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos e empregados 30
ciclos divididos em trés fases: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 67°C por 45
segundos e extensdo por 72°C durante 30 segundos e extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Apo6s a comprovacao da amplificacdo da regido alvo, o produto da PCR foi purificado e
as amostras sequenciadas. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit Big Dye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems®), utilizando-se 1 pL de oligonucleotideo iniciador
forward e 1 pL de oligonucleotideo iniciador reverse a 5 pmol, em reagdes separadas; 2 pL de
Big Dye; 2 pL de tampao 5 X e 5 uL de PCR purificada.

Os resultados dos sequenciamentos foram analisados com o programa Blastn, onde foram
alinhados com 0 acesso M31313.1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2809230?report=genbank&log%24=nucltop&
blast_rank=1&RID=49EYGHB201N) para busca de homologias em bancos de dados. Os
eletroferogramas gerados pelo sequenciador, foram visualizados com o auxilio do programa
BioEdit®. As sequéncias foram analisadas individualmente e de forma manual. Os
polimorfismos nos codons 136 (A/V), 154 (R/H), 171 (Q/R/H) e 141 (L/F) foram utilizados
para a determinacdo dos genotipos de cada animal.

A classificacdo de individuos homozigotos e heterozigotos foi realizada de acordo com a
observacdo de SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico), que sdo caracterizados pela
sobreposicdo de picos, onde a auséncia de picos simultdneos classifica o individuo como
homozigoto e a presenca de SNP como heterozigoto. A distribuicdo dos genotipos e sua
classificagdo quanto ao risco & scrapie foram realizadas de acordo com o sistema de
classificagao do Plano Nacional de Scrapie (NSP) da Gré-Bretanha (Defra 2001).

RESULTADOS
O sequenciamento dos fragmentos resultou em um arquivo grafico contendo picos
representativos dos quatro nucleotideos possiveis, Adenina (A), Timina (T), Citosina

(C) e Guanina (G), tornando possivel a interpretacdo para a identificacdo dos genotipos.
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As figuras 1 e 2 representam os eletroferogramas de um animal homozigoto

(ARR/ARR) e de um heterozigoto (ARR/ARQ), respectivamente.

Codon 136 Codon 154 Codon 171

AGTIGCC CIAT TATNC GTY6G AA G ATIC G G|T A

f | |
| | f\ I

ol ) e

Figura 7. Eletroferograma de uma Ovelha Pantaneira com perfil homozigoto com
genotipo ARR/ARR, que confere risco muito baixo a scrapie

Codon 136 Codon 154 Codon 171

AGTI6 ¢ cla TIITATIE GTI6 C G G|T A

| .

o
o>
PL‘
)

Figura 8. Eletroferogramas de uma Ovelha Pantaneira com perfil heterozigoto com
gendtipo ARR/ARQ confere risco baixo a scrapie

Considerando os polimorfismos nos cddons 136, 154 e 171, foram encontrados 0s
cinco haplétipos ARR, ARQ, AHQ, ARH e VRQ, mostrando alta variabilidade genética
das Ovelhas Pantaneiras, sendo os alelos mais frequentes ARR e ARQ (Tabela 1). Os
haplotipos ALRQ (1), AFRR (1) e AFRQ (2) relacionados com a scrapie atipica

também foram observados.
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Tabela 4. Frequéncia de haplétipos para os cédons 136, 154 e 171 no gene prnp em
fémeas do grupo genético Ovelhas Pantaneiras

Frequéncia de haplétipos

Alelos N Frequéncia (%)
ARQ 60 45
ARR 51 39
AHQ 19 14
ARH 1 1
VRQ 1 1

Um total de sete dos quinze genotipos possiveis para os cinco alelos observados
foram identificados nas amostras (Tabela 2), confirmando os dimorfismos nos codons
136 (Alanina ou Valina) e 154 (Arginina ou Histidina), aléem dos polimorfismos no

cddon 171 (Glutamina ou Histidina ou Arginina).

Tabela 5. Frequéncias genotipicas classificadas segundo o grau de risco a
scrapie (NSP)

143

Frequéncias genotipicas

Risco Gendtipos Frequéncia (%)
Muito Baixo ARR/ARR 18
Baixo ARR/ARQ 24
Baixo ARR/AHQ 15
Moderado ARQ/ARQ 27
Moderado ARQ/AHQ 12
Moderado ARR/VRQ
Moderado AHQ/ARH

O gendtipo ARR/ARR que confere resisténcia genética maxima (Pongolini et al.,

2009) foi encontrado em 12 animais. J& ovelhas com o perfil homozigoto VRQ/VRQ,
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considerado os mais suscetivel & scrapie (Arsac et al., 2007), ndo foi observado em
nenhuma das amostras.

A troca da Leucina pela Fenilalanina no codon 141, polimorfismo associado a
scrapie atipica foi observado em 2 animais, com 0s gendtipos AFi141RR/AL14:RQ e
AF141RQ/AF141RQ.

Por meio da técnica de sequenciamento automatico foi possivel tracar o perfil
genotipico das Ovelhas Pantaneiras e constatar que 57% dos animais analisados est&o
concentrados nos Grupos de Risco 1 e 2, onde a possibilidade de desenvolver a doenca

é baixa, enquanto o restante se enquadra no grupo de risco tido como moderado.

DISCUSSAO

O alelo ARR estd presente em 39% dos animais analisados do grupo genético
Ovelhas Pantaneiras. Ovinos da raca Dorper possuem baixa frequéncia - apenas 7% -
do alelo ARR, enquanto as racas lle de France e Crioula apresentam 63% e 65%,
respectivamente (Sotomaior et al., 2008).

O hapldtipo VRQ foi detectado somente em um dos sessenta e seis animais
analisados. Um dado interessante é a ocorréncia do haplétipo VRQ em ovinos
Corriedale, Dorper, Hampshire, Ile de France e Suffolk comercializados no Brasil
(Lanella et al., 2011), o que pode trazer a difusdo deste alelo nos rebanhos brasileiros.

Os alelos mais frequentes neste estudo foram ARR e ARQ, esse dado corrobora
com observado por Corbiere et al. (2007) que constataram 0 mesmo em ovinos puros da
raca Manech do rosto-vermelho, ja em relacdo aos genotipos, 0 mais frequente para essa
raca foi ARQ/ARQ. Apesar de este gendtipo ter o grau de risco classificado como
moderado, surtos em alguns paises levam a crer que 0 mesmo pode proporcionar risco

semelhante aos portadores de VRQ (Goldmann, 2008). E importante ressaltar que
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existem casos como 0s que ocorrem em ovinos Suffolk e em algumas racas francesas,
em que o alelo V136 € raro e o polimorfismo que determinard o grau de suscetibilidade
encontra-se no cédon 171 (Moreno et al., 2008).

A alta freqiéncia de ARQ/ARQ também foi observada por Babar et al. (2008)
estimaram a resisténcia genética de nove ragas de ovinos paquistaneses e encontraram
prevaléncia do gendtipo ARQ/ARQ. Animais da raca Sulffolk também apresentam
maiores numeros deste homozigoto (Simmons et al., 2009), assim como a raca
portuguesa Mondegueira (Mesquita et al., 2009). A expressdo de ARQ/ARQ é frequente
em muitas racas, no entanto, esse genotipo ndo foi observado por Wisniewska &
Mroczkowski (2009) em ovinos da raca Ile de France.

As Ovelhas Pantaneiras apresentaram sete diferentes genotipos quando analisados
0s codons 136, 154 e 171, ja a raca Morada Nova que € uma das principais ragas
deslanadas do Nordeste brasileiro, em pesquisa realizada por Pacheco et al. (2007) com
suas variedades branca e vermelha, apenas quatro genétipos foram observados e pela
primeira vez, o extremamente raro VRR/VRR foi relatado em um rebanho brasileiro.

Novos elementos tém mudado o cenario da genética da scrapie nos ultimos anos.
A suscetibilidade genética dos ovinos a “scrapie atipica” ¢ significativamente diferente
da observada na forma classica, onde portadores do alelo ARR, tanto homozigotos
como heterozigotos, sdo suscetiveis a mesma (Andreoletti et al., 2011). Animais com
maior risco de desenvolver a forma atipica sdo os que possuem o homozigoto AA no
cddon 136, os alelos AHQ ou ARQ tanto com homozigose como heterozigose para o
cddon 154 (H/R), sendo o alelo AF14;Q mais suscetivel que AL14:Q (Benestad et al.,
2008).

O gendtipo ARR/ARR é suscetivel, embora muitas vezes ovinos portadores desse

gendtipo permanecam com a forma subclinica da doenca e com acimulo minimo de
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PrP*C. Ja 0 alelo VRQ ndo possui influéncia extrema na suscetibilidade & scrapie atipica
como faz para scrapie cléssica (Colussi et al., 2007).

Algumas medidas para minimizar 0s casos de scrapie sdo a introdugdo e
perpetuacdo do gendtipo ARR/ARR nos rebanhos, sendo esta a principal ferramenta no
processo de selecdo de animais geneticamente resistentes a doenca (Dawson et al.,
2008). Uma questdo importante que cerca as formas cléassicas e atipicas da scrapie € se
a elaboracdo de programas de melhoramento genético baseados na selecdo deste
gendtipo traria a0 mesmo tempo resisténcia genética a uma e aumento no numero de
casos da outra.

Levando em consideracdo os esforcos empreendidos para que a ovinocultura se
torne uma atividade estavel e rentavel, os resultados deste estudo contribuirdo para
qgue essa doenca ndo se torne uma barreira para o fortalecimento deste grupo
genético, uma vez que possuem excelentes qualidades, como o fato das fémeas ndo
apresentarem anestro sazonal e podem ter dois partos ao ano (Martins et al., 2008) e
seus cordeiros exibem biometria corporal com crescimento com comportamento
quadratico e semelhante as principais racas exoticas melhoradas geneticamente para as
caracteristicas de comprimento longitudinal, perimetro toracico, comprimento trocanter
e comprimento da perna, (Vargas et al., 2011) caracteristicas como essas fortalecem o

caminho para que as Ovelhas Pantaneiras se tornem ndao somente a mais nova raga

brasileira de ovinos, mas .

CONCLUSOES
O grupo genético Ovelhas Pantaneiras apresentou perfil genético que indica
resisténcia a scrapie. A analise dos cddons 136, 154 e 171 resultou na presenga do

alelo ARR o que é importante para a implementacao de rebanhos controlados, pois
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pode auxiliar a forma¢do de uma raca com alta frequéncia do gendtipo ARR/ARR,

considerado o mais resistente a doenga.
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