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Analise dos polimorfismos da proteina pridnica
(PRNP) em ovinos crioulos do Rio Grande do Sul
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RESUMO

Scrapie é uma encefalopatia espongiforme transmissivel, de ovinos e caprinos. Polimorfismos no gene da
proteina prionica (PRNP) estdo associados com a suscetibilidade a scrapie. Este trabalho determinou o
polimorfismo do codon 171 do PRNP em duas variedades [Serrana (n=>58) e Fronteira (n=>51)] de ovinos
da raca natwa Crioula. O DNA foi amplificado por PCR; os produtos foram clivados com Bsl I e analisados
em gel em poliacrilamida nao-desnaturante a 10,5%. A freqiiéncia do alelo de resisténcia (R) foi de 0,30 na
populacdo Serrana e 0,39 na Fronteira. Apesar da alto ocorréncia do alelo de suscetibilidade (Q), a popula-
cdo Fronteira apresentou a mais alta freqiiéncia, jd descrita, do alelo R, em ovinos brasileiros.

Palavras-chave: Ovinos crioulo, scrapie, encefalopatia espongiforme transmissivel, polimorfismos no

gene PRNP
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ABSTRACT

Scrapie is a sheep and goat transmissible spongiform encephalopathy. Polymorphisms at the prionic
protein gene (PRNP) are associated to scrapie susceptibility. This paper analyzed the codon 171 PRNP
polymorphism at in two morphological varieties [Serrana (n=58) and Fronteira (n=>51)] of Crioula
indigenous sheep. Genomic DNA was PCR amplified; PCR products were submitted to Bsl I cleavage
and analyzed in 10.5% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis. The frequency of the resistant

allele (R) was of 0.30 in Serrana breed and 0.39 in Fronteira. Although susceptibility allele (QQ) had high
frequency, Fronteira breed presents the highest frequency of R allele so far described, in Brazilian sheep.

Keywords: Ovinos crioulo, scrapie, encefalopatia espongiforme transmissivel, polimorfismos no gene PRNP

INTRODUGCAO

Scrapie é 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,
PrP5), resultante de mudangas conformacionais
da proteina pridnica (PrP%). A proteina anor-
mal (PrP*) acumula-se no tecido cerebral e sis-
tema linforeticular, causando distdrbios
comportamentais, de locomogzo, perda de peso,
intenso prurido. As EETs também afetam huma-
nos (Kuru e Doenca de Creutzfeld-Jakob, C]JD,
por exemplo), bovinos (BSE: encefalopatia
espongiforme bovina, conhecida como “doenca
da Vaca Louca”) além de outras espécies de
mamiferos (COSTA e BORGES, 2000), poden-

do ocorrer transmissido entre espécies.

Na Europa e no Reino Unido, casos vém sen-
do relatados ha mais de 200 anos (HUNTER,
2003; CHESEBRO, 2003). Na década de 80 a
importincia da scrapie aumentou depois que
surgiram, no Reino Unido, casos da doenca da
vaca louca (RIBEIRO e RODRIGUES, 2001).
Os sintomas da BSE sio semelhantes aos da
scrapie, sendo sugerido, por alguns autores, que

a origem da doenga, nos bovinos, seria a ingestio,
por estes, de ragdo para ruminantes (farinha de
carne e 0sso) produzida a partir de proteina de
ovinos infectados com scrapie (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,
em humanos, de manifestacio precoce, (vC]JD)
gerando medo nos consumidores britinicos e
enormes prejuizos financeiros.

Desde 1996, o Ministério da Agricultura proi-
biu, no Brasil, o uso de farinha de carne e osso
na alimentacdo de bovinos (RIBEIRO e
RODRIGUES, 2001).

No Brasil, o primeiro caso de scrapie ocorreu
em 1978, em uma fémea Hampshire Down, pro-
veniente do Reino Unido (FERNANDES et al.,
1978). Até 2001 mais quatro surtos foram
registrados no pais, nas regides do Rio Grande do
Sul e Paran4, sendo que a origem dos animais
infectados era sempre de ovinos importados e de
racas produtoras de carne (RIBEIRO e
RODRIGUES, 2001). De 2003 até 2006 ocorre-
ram mais cinco surtos no Brasil no Parand, Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul.
A origem desses animais também era importada
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ou com ascendentes importados do Canada ou

Estados Unidos (GUIMARAES, 2006).

A transmissdo da doenca depende da pre-
disposi¢io genética dos hospedeiros e da expo-
sicdo ao prion infeccioso. No momento da pari¢io
ou aborto, as ovelhas portadoras do agente po-
dem contaminar o ambiente com o prion infec-
cioso que estd presente nos restos placentarios.
(PATTISON et al., 1974). Com isso, existe o
risco de infec¢do da prole durante o periodo
compreendido entre o nascimento e o desmame
e de outros ovinos e caprinos que consomem ali-
mentos que entraram em contato com as mem-
branas fetais eliminadas pelas fémeas portado-
ras. Adicionalmente, ocorre um longo periodo
de sobrevivéncia da prion no ambiente. Os
machos que se contaminam podem adquirir os

sintomas, mas ndo transmitem a doenga (GUI-
MARAES, 2006).

A forma infecciosa da proteina decorre de
modificacdes conformacionais na estrutura da
PrP¢ cuja forma normal rica em o-hélice altera-
se em maior propor¢io para B-pregueada, tornan-
do-se insolivel e resistente a digestio de
proteases (HUNTER, 1999) acarretando o
acimulo de PrP%, no cérebro e no sistema
linforeticular dos animais infectados (HARRIS,
1999; BUJDOSO et al., 2005; PONZ et al., 2005).

Em ovinos o gene que codifica a PrP¢ apre-
senta trés importantes polimorfismos, nos c6dons
136, 154 e 171, que influenciam a alteracdo
conformacional da PrP¢ para PrP* e estio asso-
ciados com maior ou menor suscetibilidade a

scrapie (GOLDMANN et al., 1990; BOSSERS
et al., 1996; BILLINIS et al., 2004).

O c6don 171 codifica os aminodcidos
Glutamina (Q), Arginina (R), Lisina (K) ou

Histidina (H). Os alelos Q e R estdao associados
com a suscetibilidade & scrapie. Os animais por-
tadores do alelo 171Q possuem maior
suscetibilidade enquanto que os portadores do
alelo 171R sdo mais resistentes & manifestagio
clinica da doenga. Os alelos K e H para o c6don
171 apresentam uma freqiiéncia muito baixa e
tém sido considerados equivalentes ao alelo QQ
quanto a suscetibilidade (ACUTIS et al., 2004;
BILLINIS et al., 2004). Segundo Dawnson et al.
(1998), o controle da scrapie nos ovinos das ra-
¢as Down (Hampshire e Suffolk) vem sendo fei-
to, em varios paises, com base na anélise molecular,
através de programas de erradicagdo dos porta-
dores do alelo Q do cédon 171, que é considera-
do o principal determinante para a
suscetibilidade 2 doenca. Ja o c6don 136 codifi-
ca os aminoacidos Valina (V) ou Alanina (A),
sendo considerado importante em alguns tipos de
scrapie ¢ 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
erradicacio, nos EUA, por ser o cédon de menor
expressdo na determinacdo da suscetibilidade

genética a scrapie (HUNTER et al., 2002).

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

No Brasil as freqiiéncias dos alelos de

suscetibilidade 2 scrapie foram descritas apenas
em rebanhos Down, do Rio Grande do Sul (PAS-
SOS et al., 2008).
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OBJETIVOS

Geral: Verificar as freqiiéncias dos alelos de
resistencia 2 scrapie em ovinos do Rio Grande
do Sul, visando reduzir a probabilidade de dis-
seminacio da Scrapie nos rebanhos do Brasil.

Especifico: Verificar as freqiiéncias dos alelos
R e Q do cédon 171 do gene PRNP na raga
ovina Crioula e comparé-las com os resultados
ja obtidos nas racas Down (Hampshire e

Suffolk), do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Populacao e amostra

Os ovinos Crioulos sdo animais rdsticos, que
sobrevivem bem em campos pobres, de pequeno
porte e tém na I3, naturalmente colorida, um de
seus grandes diferenciais, caracteristica que co-
meca a chamar a atencdo do mercado artesanal.
Possuem maior resisténcia a parasitas e maior ha-
bilidade materna, resultando em melhor sobrevi-
véncia de cordeiro. Apresentam velos ralos, mos-
trando fibras longas e lisas, em mechas longas e
pontiagudas, de cor variando entre branca, mar-
rom e preta, alguns apresentando manchas colo-
ridas sobre fundo branco. A carne é bem aceita
por ser magra, macia e com sabor diferenciado.
Seu melhoramento por selegdo é demorado e di-
ficil, e cruzamento com outra raga é perigoso, pois
sua rusticidade pode desaparecer se a raga
cruzante for mal escolhida. A ovelha crioula
lanada tem desempenhado um importante papel
na manutencio do homem no campo, pois se
adapta a diferentes condi¢oes de clima, solo e
vegetacdo, inclusive em ambientes adversos para
a criacdo de outros ovinos.

Acredita-se que a ovelha Crioula teve ori-
gem na Churra, trazida para a América do Sul
pelos colonizadores ibéricos. Todavia, é dificil
caracterizar os diversos tipos de ovinos “criou-
los” existentes em diferentes regides da Améri-
ca, embora apresentem semelhancas em seus
tracos gerais. No Brasil, parece ter surgido no
século XVII, do cruzamento entre os rebanhos
trazidos pelos padres jesuitas e outras ragas tam-
bém importadas. De acordo com a classificagdo
internacional, o rebanho de Ovelha Crioula é
considerado como populacio rara, pois conser-
va tragos dos ovinos primitivos que lhe deram
origem. Existem duas variedades morfoldgicas,
Serrana e Fronteira, desconhecendo-se o grau
de diferenciacio genética entre as mesmas.

Foram obtidas 109 amostras de sangue ( 59
Serrana e 51 Fronteira), por puncio da veia
jugular, com anti-coagulante. O material foi
mantido sob refrigeracdo e enviado ao laboraté-
rio de Biotecnologia do hospital veterinério
ULBRA, para a extracio do DNA.

Métodos laboratoriais

O DNA gendmico foi isolado a partir de sangue
total de acordo com o método de Miller et al. (1988)
e 0 gene PRNP foi amplificado utilizando a técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os
produtos das amplificacdes foram clivados com a
enzima de restricio Bsl I para possibilitar a diferen-
ciacio dos alelos, e conseqiiente identificacio dos
gendtipos. As andlises dos produtos de clivagem fo-
ram feitas por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida nio-desnaturante a 10,5% e corado
com nitrato de prata (SAMBROOK & RUSSEL,
2001). Os primers, as condi¢gdes da PCR e de
clivagem s3o as mesmas descritas por Yuzbasiyan-

Gurkan et al. (1999).
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RESULTADOS

As freqiiéncias genotipicas e alélicas obtidas
para o cédon 171 do gene do gene PRNE em
ovinos Crioulos estdo apresentadas nas Tabelas
1 e 2, respectivamente. As tabelas apresentam
também os dados previamente descritos por Pas-
sos et al., 2008, para ovinos Down, para efeitos
de comparacio. Pode-se observar que foram ob-
servados 60% de individuos QQ na populagio

serrana e 41%, na fronteira, correspondendo a
frequencias alélicas de 0,7(Q) e 0,3(R), na po-
pulagio serrana ¢ 0,61(Q) ¢ 0,39 (R), na fron-

teira.

A frequencia do alelo R na amostra Serrana
foi similar a descrita para Hampshire Down (Ta-
bela 2), enquanto a da Fronteira foi a mais alta
ja verificada em ovinos do Rio Grande do Sul e
mais alta que a de outras populacdes mundiais.

Tabela 1 - Freqiéncias genotipicas do cddon 171 do gene da PrP

Cédon 171 Raca
Crioula Hampshire Down* Suffolk*
Genotipo Serrana Fronteira
n (%) n (%) n (%) n (%)
QQ 35 (60) 21 (41) 123 (47) 128 (54)
QR 11 (19) 20 (39) 113 (44) 103 (44)
RR 12 (21) 10 (20) 24 9) 6 (2)
Total 58 51 260 237

*PASSOS et al.(2008)

Tabela 2: Freqliéncias alélicas do cédon 171 do gene da PrP

Cédon 171 Raca
Alelo Crioula Hampshire Down* Suffolk*
Serrana Fronteira
Q 0,70 0,61 0,69 0,76
R 0,30 0,39 0,31 0,24

*PASSOS et al.(2008)

DISCUSSAO

A avaliag¢io dos polimorfismos no gene PRNP
tem sido utilizada em diferentes pafses como for-
ma de controle das encefalopatias espongiformes
transmissiveis, visando a diminuicio do risco de
contamina¢do de animais e humanos.

Essa é a primeira descri¢io das freqiiéncias
do genétipo de PRNP em ovinos da raga Crioula.

Nas duas populagoes analisadas foi obser-
vada uma alta freqiiéncia do alelo Q, relaci-
onado & maior suscetibilidade. Estes dados séo
compativeis com estudos anteriores

(YUZBASIYAN-GURKAN et al., 1999) em
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rebanhos que ndo sofreram selecdo para o alelo
de resisténcia a scrapie. E importante salien-
tar que nio h4 relatos da ocorréncia de scrapie
em ovinos Crioulos; no entanto a alta
frequencia do alelo de susceptibilidade suge-
re o risco de contaminacio desses rebanhos
caso os mesmos venham a ter contato com

animais infectados.

Comparando com as outras populagdes ovi-
nas do Rio Grande do Sul, j4 investigadas (Ta-
belas 1 e 2), observa-se que os animais da raca
Crioula, da populacdo Fronteira, apresentaram
a mais alta freqiiéncia do alelo de resisténcia
(R), sugerindo a importincia deste rebanho
como fonte de resisténcia a EET.

Considerando que os machos nio transmi-
tem o prion infeccioso e sim os alelos de
suscetibilidade ou de resisténcia é importante
genotipar e identificar os machos portadores de
pelo menos um alelo R. Com isso, é possivel uti-
lizar estes animais em cruzamentos dirigidos para
aumentar a freqiiéncia dos alelos de resisténcia
nos rebanhos ovinos brasileiros, sem que haja o
risco de contaminacio das fémeas.

CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos, pretende-
se informar aos criadores a importincia da
genotipagem e identificacio de machos por-
tadores de pelo menos um alelo R, pois as
andlises deste polimorfismo poderio servir aos
criadores brasileiros como ferramenta util na
sele¢do de rebanhos ovinos através da reali-
zacdo de cruzamentos dirigidos. Adotando
esta metodologia é possivel estabelecer um
programa de sele¢io eficiente e assim, redu-

zir o risco de disseminacdo da doencga, ob-
tendo um rebanho resistente e de maior va-
lor comercial.
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