Analise da frequéncia de alelos de suscetibilidade a
scrapie como ferramenta na selecao
de rebanhos ovinos
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RESUMO

Scrapie é uma encefalopatia espongiforme transmissivel fatal que acomete ovinos e caprinos. Mutagdes
no cédon 171 [Glutamina (Q), Arginina (R), Lisina (K) ou Histidina (H)] do gene da proteina pribnica
(PrP°) estdo associadas com a suscetibilidade a doenca. Os animais de genétipo QQ sdo considerados
altamente suscetiveis, os animais QR possuem risco médio de suscetibilidade e 0s RR sdo considerados
resistentes a encefalopatia. \erificaram-se as freqliéncias dos alelos R e Q do codon 171 da PrPC nas ragas
Suffolk e Hampshire Down do Brasil. Foram avaliadas 497 amostras de ovinos, sendo 260 animais
Hampshire Down e 237 animais Suffolk. Em Hampshire Down foram verificados 47% de animais com
gendtipo QQ, 43% QR e 9% RR. Em Suffolk, 54% dos animais apresentaram gendtipo QQ, 43% QR e
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2% RR. Os resultados apontam uma alta freqtiéncia dos alelos de suscetibilidade, compativel com reba-
nhos que ndo sofreram selecdo para alelos de resisténcia a scrapie.
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ABSTRACT

Scrapie is a fatal transmissible spongiform encephalopathy of sheep and goats. Mutations at codon 171
of the prion protein gene (PrP¢) are associated with susceptibility to the disease. In this paper the frequency
of the R and Q alleles of codon 171 of PrP¢ in Brazilian sheep of Suffolk and Hampshire Down breeds are
presented. A total of 497 samples were assayed, 260 from H. Down and 237 from Suffolk breeds. The
results showed that 47% of H. Down sheep were QQ, 43% QR, and 9% RR. In Suffolk sheep 54% were
QQ, 43% QR, and 2% RR. The data point out the high frequency of alleles related to scrapie susceptibility,

compatible with flocks that have not been selected for resistance to this condition.
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INTRODUCAO

Scrapie € uma enfermidade pertencente ao
grupo das Encefalopatias Espongiformes
Transmissiveis (EET) que acomete ovinos e
caprinos. E uma doenca neurodegenerativa fa-
tal causada por uma proteina infecciosa (prion,
PrPs). As EETs também afetam humanos (Kuru
e Doenca de Creutzfeld-Jakob, CJD, por exem-
plo), bovinos (BSE: Encefalopatia Espongiforme
Bovina, conhecida como “doenca da Vaca Lou-
ca”) além de outras espécies de mamiferos
(COSTA & BORGES, 2000).

Na Europa e no Reino Unido, casos vém sendo
relatados ha mais de 200 anos (HUNTER, 2003;
CHESEBRO, 2003). No Brasil, o primeiro caso de
scrapie ocorreu em 1978 em um ovino Hampshire
Down, fémea, proveniente do Reino Unido
(FERNANDES, REAL, & FERNANDES, 1978).
Na década de 80, a importancia da scrapie au-
mentou depois que surgiram casos no Reino Uni-

do da doenca da vaca louca (RIBEIRO &
RODRIGUES, 2001). Os sintomas da BSE sdo se-
melhantes aos da scrapie, sendo sugerido por al-
guns autores que a origem da doenca nos bovinos
seria a ingestdo de produtos contendo proteina
animal, de ovinos infectados com scrapie, utiliza-
dos no preparo de racdo (farinha de carne e 0ss0)
para ruminantes (BRUCE et al., 2002; NONO et
al., 2003; THURING et al., 2004). Neste mesmo
periodo no Reino Unido, a BSE foi associada a
uma nova variante da CJD, de manifestacdo pre-
coce, (VCID) gerando medo nos consumidores bri-
tanicos e enormes prejuizos financeiros.

Desde 1996, o Ministério da A griculturaproi-
biu no Brasl o uso de farinha de carne e 0s0 na
alimentacdo de bovinos (RIBEIRO &
RODRIGUES, 2001).

Até 2001 mais quatro surtos foram registrados
no pais, nasregidesdo Rio Grande do Sul e Parana,
sendo que aorigem dosanimaisinfectadoserasem-
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pre de ovinos importados e de ragas produtoras de
carne (RIBEIRO & RODRIGUES, 2001). De
2003 até 2006 ocorreram mais cinco surtos no Bra-
sil e as regides envolvidas foram: Parand, Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul.
A origem desses animais também era importada
ou com ascendentes importados do Canada ou
Estados Unidos (GUIMARAES, 2006).

A transmissdo da doenca depende da pre-
disposicdo genética dos hospedeiros e da expo-
sicdo ao prion infeccioso. No momento da paricdo
ou aborto, as ovelhas portadoras do agente po-
dem contaminar o ambiente com o prion infec-
cioso (PrP*), ja que o agente esta presente nos
restos placentarios (PATTISON et al., 1974).
Com isso, existe o risco de infeccdo da prole
durante o periodo compreendido entre 0 nasci-
mento e 0 desmame e de outros ovinos e caprinos
que consomem alimentos que entraram em con-
tato com as membranas fetais eliminadas pelas
fémeas portadoras. Os machos que se contami-
nam podem adquirir os sintomas, mas néo trans-
mitem a doenca (GUIMARAES, 2006).

A forma infecciosa da proteina decorre de
modificacBes conformacionais na estrutura da
PrPC¢ cuja forma normal rica em a-hélice altera-
se em maior proporgao para B-pregueada, tor-
nando-se insollvel e resistente a digestdo de
proteases (HUNTER, 1999) acarretando o
acumulo desta forma alterada, no cérebro e no
sistema linforeticular dos animais infectados
(HARRIS, 1999; BUJDOSO, BURKE &
THACKRAY, 2005; PONZ et al., 2005). Adici-
onalmente ocorre um longo periodo de sobrevi-
véncia da prion no ambiente.

Em ovinos o gene que codifica a PrP¢ apre-
senta trés importantes polimorfismos nos cddons
136, 154 e 171 que influenciam a alteracao

conformacional da PrP¢ para PrP¢ e estdo asso-
ciados com maior ou menor suscetibilidade a
scrapie (GOLDMANN et al., 1990; BOSSERS
et al., 1996; BILLINIS et al., 2004).

O cbédon 171 codifica os aminoacidos
Glutamina (Q), Arginina (R), Lisina (K) ou
Histidina (H). Os alelos K e H para o c6don 171
apresentam uma frequéncia muito baixa e tém
sido considerados equivalentes ao alelo Q quan-
to a suscetibilidade (ACUTIS et al., 2004;
BILLINIS et al., 2004). Segundo Dawnson et al.
(1998), o controle da scrapie nos ovinos das ra-
cas Down (Hampshire e Suffolk) vem sendo fei-
to, em varios paises, com base na analise molecular,
através de programas de erradicacdo dos porta-
dores do alelo Q do cddon 171, que é considera-
do o principal determinante para a
suscetibilidade a doenca. Ja4 o codon 136 codifi-
ca 0s aminoacidos Valina (V) ou Alanina (A),
sendo considerado importante em alguns tipos de
scrapie e em determinadas ragas de ovinos, como
Texel, Shetland, Poll Dorset. O cédon 154 codi-
fica os aminoacidos Histidina (H) ou Arginina
(R) e ndo é considerado em programas de
erradicacdo nos EUA, por ser o cédon de menor
expressao na determinacgdo da suscetibilidade
genética a scrapie (HUNTER et al., 2002).

De acordo com Dawnson et al. (1998),
genotipando os animais é possivel classifica-los
guanto ao risco de suscetibilidade. Animais com
gendtipo QQ sdo considerados altamente sus-
cetiveis, animais QR possuem risco médio de
suscetibilidade e animais RR, se expostos ao
agente prion alterado possuem risco minimo de
desenvolver os sintomas da doenca.

No Brasil ainda ndo se conhecem as freqlién-
cias dos alelos de suscetibilidade a scrapie nos
rebanhos ovinos.
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O objetivo deste trabalho foi verificar as fre-
guéncias dos alelos R e Q do cddon 171 da pro-
teina priénica (PrP¢) nas racas ovinas Hampshire
Down e Suffolk do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 497 amostras de ovinos da
regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,
de ambos os sexos e de diferentes idades, sendo
260 animais da raca Hampshire Down e 237
animais da raca Suffolk. O DNA genbmico foi
isolado a partir de sangue total de acordo com o
método de Miller, Dykes & Polesky (1988) e o
gene da PrP¢ foi amplificado utilizando a técni-
ca da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Os produtos das amplificacdes foram clivados
com a enzima de restricdo Bsl I para possibilitar
a diferenciacdo dos alelos, e consequiente iden-
tificacdo dos gendtipos. As andlises dos produ-

tos de clivagem foram feitas por eletroforese ver-
tical em gel de poliacrilamida nédo-deshaturante
a 10,5% e corado com nitrato de prata
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Os primers,
as condicBes da PCR e de clivagem sdo as mes-
mas descritas por Yuzbasiyan-Gurkan et al.
(1999).

RESULTADOS

As fregliéncias genotipicas e alélicas obtidas
para o cédon 171 do gene da PrP¢, estdo apre-
sentadas nas Tabela 1 e 2, respectivamente. Na
raca Hampshire Down foram verificados 47% de
animais com genotipo QQ, 44% QR e 9% RR,
correspondendo as freqiiéncias alélicas de 0,69
para o alelo Q e 0,31 para R. Em Suffolk, 54%
dos animais apresentaram genotipo QQ, 44% QR
e 2% RR, sendo as freqliéncias alélicas de
0,76(Q) e 0,24(R).

Tabela 1 - Freqiiéncias genotipicas do cédon 171 do gene da PrP

Cédon Hampshire Down Suffolk
171 n (%) n (%)
QQ 123 a7) 128 (54)
QR 113 (44) 103 (44)
RR 24 9) 6 %)
Total 260 237

Tabela 2 - Freqgiiéncias alélicas do cédon 171 do gene da PrP

Alelo Hampshire Down Suffolk
Q 0,69 0,76
R 0,31 0,24
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DISCUSSAO

A avaliacdo dos polimorfismos no gene da
PrPC¢ tem sido utilizada em diferentes paises como
forma de controle das encefalopatias, visando a
diminuicdo do risco de contaminacdo de ani-
mais e humanos.

Essa é a primeira descricdo das freqliéncias
do genotipo da PrP€ em ovinos Hampshire Down
e Suffolk no Brasil.

Nas populacdes analisadas foi observada uma
alta freqliéncia do alelo Q, relacionado a maior
nivel de suscetibilidade. Estes dados sdo compa-
tiveis com estudos anteriores (YUZBASIYAN-
GURKAN et al., 1999) em rebanhos que néo so-
freram selecdo para o alelo de resisténcia a
scrapie.

Considerando que os machos ndo transmi-
tem o prion infeccioso e sim os alelos de
suscetibilidade ou de resisténcia € importan-
te genotipar e identificar os machos portado-
res de pelo menos um alelo R. Com isso, é
possivel utilizar estes animais em cruzamen-
tos dirigidos para aumentar a frequéncia dos
alelos de resisténcia nos rebanhos ovinos bra-
sileiros, sem que haja o risco de contamina-
cdo das fémeas.

As anélises deste polimorfismo poderdo ser-
vir aos criadores brasileiros como ferramenta
atil na selecdo de rebanhos ovinos através da
realizacdo de cruzamentos dirigidos. Adotan-
do esta metodologia é possivel estabelecer um
programa de selecdo eficiente e assim, redu-
zir o risco de disseminacdo da doenca, obten-
do um rebanho resistente e de maior valor co-
mercial.

CONCLUSAO

Atraveés dos resultados obtidos, pretende-se
informar aos criadores a importancia da
genotipagem e identificacdo de machos porta-
dores de pelo menos um alelo R. Utilizando es-
tes animais em cruzamentos, é possivel diminuir
a frequéncia dos alelos de suscetibilidade a do-
enca, e assim uma possivel reducéo do risco de
surgimento de scrapie e também de BSE nos re-
banhos ovinos e bovinos brasileiros..
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