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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o polimorfismo do gene da proteína prion celular (PRPN) de 

ovinos introduzidos numa propriedade onde ocorreu um surto de scrapie, e relacionar com a suscetibilidade à doença por 
meio da análise da presença da proteína prion celular alterada (PrPSc), utilizando imunohistoquímica (IHQ) de tecido 
linfóide associado à mucosa reto-anal. Foram avaliados 42 ovinos, mestiços Texel. Eram fêmeas entre um e oito anos de 
idade, sendo que sete (16,67%) ovelhas foram introduzidas adultas na propriedade em 2006. As demais, 83,33%, eram 
nascidas na fazenda. A genotipagem do PRPN foi feita pela análise do polimorfismo de comprimento de fragmento de 
restrição - RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polimorphism”). O genótipo ARQ/ARQ foi o mais freqüente, encontrado 
em 73,81% dos animais, seguido do genótipo ARR/ARQ, com 16,67% e do ARQ/VRQ, com 9,52%. Os alelos ARH e 
AHQ não foram encontrados nestes animais. O resultado da IHQ foi negativo em todas as amostras. Não foi possível, 
portanto, estabelecer uma relação entre genótipo e maior susceptibilidade ao scrapie, devido à ausência de PrPSc na 
amostras examinadas. No Brasil, há poucos dados de genotipagem do gene da proteína prion celular (PRNP) em ovinos e, 
até o momento, nenhum tipo de controle baseado em cruzamentos direcionados foi implementado. 
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INTRODUÇÃO 

 

Scrapie é uma doença neurodegenerativa, 
que faz parte das encefalopatias espongiformes 
transmissíveis (ETTs), e tem como principal 
característica o acúmulo da isoforma patológica 
(PrPSc) da proteína prion celular (PrPC) no Sistema 
Nervoso Central (SNC) e tecido linforreticular do 
hospedeiro (baço, tonsilas e linfonodos) 
(PRUSINER, 1998; HARRIS, 1999). 

Polimorfismos no gene da proteína prion 
celular (PRNP) estão associados a diferenças de 
susceptibilidade ao scrapie (GOLDMANN et al., 
1990; HUNTER et al., 1997a,b; DAWSON et al., 
1998). A susceptibilidade do genótipo ARR/ARR 
aos agentes causadores do scrapie clássico é 
extremamente baixa, porém não mais considerada 
nula desde os primeiros casos comprovados de 
animais ARR/ARR infectados (GROSCHUP et al., 
2007). Por outro lado, o alelo VRQ é considerado 
como altamente susceptível (HUNTER et al., 1997a; 
ACÍN et al., 2004). Os demais polimorfismos 
apresentam níveis variados de susceptibilidade, e 
também deve ser considerado que rebanhos de 
diferentes raças de ovinos podem vir a apresentar 
diferenças na suscetibilidade e/ou resistência ao 

prion (DAWSON et al., 1998; ACÍN et al., 2004; 
VACCARI et al., 2009). 

Em muitos países, há programas de 
melhoramento genético com o objetivo de controlar 
o aparecimento clínico da doença, selecionando os 
animais considerados mais resistentes. Em geral, 
busca-se aumentar a freqüência do alelo ARR e 
diminuir a do alelo VRQ (RODEN et al., 2006). 
Estes programas têm conseguido resultados 
relevantes na diminuição de animais clinicamente 
afetados (DOESCHL-WILSON et al., 2009; 
ORTIZ-PELAEZ; BIANCHINI, 2011). 

O diagnóstico do scrapie pode ser 
presumido pelos sinais clínicos característicos 
(COCKCROFT; CLARK, 2006), porém a 
confirmação somente é possível por meio da 
detecção da PrPSc pelas técnicas de imunoblotting e 
imunohistoquímica (PRUSINER et al., 2004; 
GAVIER-WIDÉN et al., 2005). A PrPSc somente é 
encontrada nas doenças priônicas e, assim, a sua 
presença em ovinos e caprinos é diagnóstico da 
infecção priônica, mesmo na ausência de sinais 
clínicos (BRASIL, 2008). 

Na maioria dos ovinos infectados, a PrPSc 
acumula-se nos tecidos do sistema linforreticular, 
sugerindo que ela pode ser detectada em amostras 
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de biópsia (ANDRÉOLETTI et al., 2000). A biópsia 
da terceira pálpebra foi o primeiro passo para um 
possível diagnóstico pré-clínico, não invasivo, em 
ovinos (O´ROURKE al., 1998a). Mais 
recentemente, tem sido testada a técnica de 
diagnóstico pré-clínico em amostras da mucosa 
retal, por meio de provas imunohistoquímicas (IHQ) 
da presença de PrPSc no tecido linfóide associado à 
mucosa reto-anal (GONZÁLEZ et al. 2005; 
ESPENES et al., 2006). 

No Brasil, o primeiro relato de scrapie foi 
pela importação de ovinos Hampshire Down de 
rebanhos ingleses (FERNANDES et al., 1978). 
Desde então, há casos reportados na literatura 
(RIBEIRO, 1996; DRIEMEIER, 1998; RIBEIRO et 
al., 2007) e notificados na Organização Mundial da 
Saúde Animal - OIE (www.oie.int). 

O caso ocorrido em 2003 em animais do 
Setor de Ovinocultura da Fazenda Experimental 
Gralha Azul (FEGA) da Pontifícia Universidade 
Católica do Paraná (PUCPR) é considerado o 
primeiro caso autóctone do Brasil (POHL DE 
SOUZA et al., 2005). Todo o rebanho envolvido 
neste surto foi abatido em 2006, com 12,7% de 
animais com IHQ positiva para a PrPSc 
(SOTOMAIOR, 2007). Quatro meses depois, foram 
introduzidas 10 ovelhas adultas no mesmo Setor de 
Ovinocultura. Segundo Dawson et al. (1998), o 
prion é difícil de ser inativado e, portanto, a 
prolongada persistência do agente no ambiente deve 
ser considerado fator importante na epidemiologia.  

O objetivo do presente trabalho foi realizar 
a genotipagem do gene PRNP dos ovinos do atual 
rebanho da PUCPR, assim como obter amostras de 
tecido linfóide associado à mucosa reto-anal para 
análise imunohistoquímica e posterior correlação 
com os genótipos encontrados. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Animais 

Os animais do presente estudo pertencem ao 
rebanho de ovinos do Setor de Ovinocultura da 
Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) da 
Pontifícia Universidade Federal do Paraná 
(PUCPR). O rebanho é composto por 42 ovelhas, 
mestiças da raça Texel, com cruzamentos de 
reprodutores Ile de France, Dorper e Suffolk. São 
fêmeas entre um e oito anos de idade, sendo que 
83,33% são nascidas na Fazenda da PUC e sete 
ovelhas (16,67%) são do rebanho introduzido no 
Setor de ovinocultura em 2006 e, portanto, não 
nascidas na propriedade. Estes animais introduzidos 
em 2006 eram provenientes de rebanho sem 
nenhuma notificação ou sinal clínico de scrapie. O 

manejo foi realizado da mesma forma que nos anos 
anteriores, usando as mesmas instalações e pastos. 

 
Genotipagem do gene da proteína prion celular 

A genotipagem do PRPN dos 42 ovinos do 
rebanho foi realizada no Laboratório de Biologia 
Molecular Aplicada à Agropecuária, da Pontifícia 
Universidade Católica do Paraná, câmpus São José 
dos Pinhais e no NIMA- Laboratório de 
Investigação Molecular Avançada, da Pontifícia 
Universidade Católica do Paraná, câmpus Curitiba. 
A técnica utilizada foi a análise do polimorfismo de 
comprimento de fragmento de restrição - RFLP 
(“Restriction Fragment Lenght Polimorphism”), 
segundo Lühken et al. (2004). 

Para extração e a purificação do DNA 
genômico, a partir de amostras congeladas de 
sangue total, utilizou-se o protocolo de Nonidet 
Modificado. O DNA de cada amostra foi 
quantificado pelo espectrofotômetro NanoDrop®, 
através do valores de absorbância em 260 e 280nm. 

As amostras de DNA foram submetidas a 
duas Reações em Cadeia da Polimerase (PCR). Em 
ambas as PCR, os oligonucleotídeos iniciadores 
(primers) diretos foram iguais, denominados 
iniciadores 1 e 2 (5’-
TGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCT-3’), variando 
os iniciadores reversos. O produto da primeira PCR 
foi produzido pelo iniciador reverso modificado 3 
(5’-TGCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATC-3’) 
e o produto da segunda PCR, pelo iniciador reverso 
modificado 4 (5’-
GCACAAAGTTGTTCTGGTTACTATAT-3’) 
(LÜKHEN et al. 2004). A região amplificada 
corresponde a do nucleotídeo 342 até a do 
nucleotídeo 539 (iniciadores 1 e 3) e 538 
(iniciadores 2 e 4) do gene PRNP, gerando produtos 
de, respectivamente, 197 e 196 pares de bases (pb). 

Para a amplificação de cada um dos 
fragmentos de DNA foi realizada uma reação de 30 
µl (tampão 1x; cloreto de magnésio 1,5 mM; 
deoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTP) 0,2 
mM; oligonucleotídeos iniciadores direto/revereso 
10 pmol; taq polimerase 0,6 U; DNA – 
concentração variável).  

A reação de amplificação no termociclador 
iniciou com uma desnaturação inicial a 94 ºC 
durante 1,5 minutos, seguida de 40 ciclos de 
amplificação, com desnaturação a 94ºC por 20 
segundos, hibridação a 55ºC por 20 segundos e 
extensão a 72ºC por 20 segundos, e uma extensão 
final durante 5 minutos a 72ºC. Após a 
amplificação, as amostras foram submetidas à 
corrida eletroforética a 100V, em gel de agarose na 
concentração de 1,5%. O gel foi corado com 
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brometo de etídeo (0,5 µg/mL) por 20 minutos. A 
observação do gel foi feita sob luz ultravioleta. 

Os produtos da amplificação foram 
submetidos à clivagem pelas enzimas de restrição 
(ER) BspDI e BspHI. No produto de 197 pb, cria-se 
um sítio de restrição artificial para ER BspHI 
quando há histidina na posição 171. Para o produto 
de 196 pb, é criado um sítio de restrição artificial 
para ER BspDI quando há uma arginina na posição 
171. Em ambos os fragmentos, os códons para 
valina na posição 136 e para histidina na posição 
154 são sítios de restrição para a enzima BspHI. 
 O produto de amplificação da primeira PCR 
(iniciadores 1 e 3) foi clivado somente com a ER 

BspHI (tampão 1x; BspHI 2,5 U; produto da PCR – 
concentração variável). O produto de amplificação 
da segunda PCR (iniciadores 2 e 4) foi submetido à 
digestão com as duas enzimas (tampão 1x; BspHI 
2,5 U; BspDI 2,5 U; produto da PCR – concentração 
variável).  

As amostras, após a digestão, foram 
submetidas à eletroforese em gel de agarose em 
concentração de 2,5%, e a 35V, durante 6 horas. 
Após a eletroforese o gel foi corado com brometo de 
etídeo (0,5 µg/mL), por 20 minutos, visualizado sob 
luz ultravioleta e fotodocumentado para a análise 
dos genótipos. 

A análise do tamanho dos fragmentos 
encontrados em cada uma das PCR-RFLP permite 
identificar os 15 diferentes genótipos do gene da PrP 
normalmente encontrados em ovinos (LÜKHEN et 
al. 2004). As freqüências alélicas e genotípicas 
foram calculadas pela contagem direta dos alelos e 
genótipos. 

 
Biópsia retal e imunohistoquímica 
 Todos os 42 ovinos do rebanho da PUCPR 
genotipados tiveram amostras de tecido linfóide 
colhidos a partir de biópsias retais para a posterior 
detecção da PrPSc, segundo as técnicas de González 
et al. (2005) e Espenes et al. (2006). 

Para a realização do procedimento, foi 
realizada a contenção física de cada animal, 
mantendo-o em estação. Em seguida, foi realizada a 
anestesia local, utilizando pomada de xilocaína 2%. 
Para a localização dos folículos linfóides, presentes 

entre as pregas da mucosa 2 a 3 cm anterior à linha 
reto anal (ALEKSANDERSEN et al., 1991; 
SEDGMEN et al., 2002), foi utilizado um espéculo 
especial, de uso individual e previamente 
lubrificado, para abrir a cavidade retal, facilitando o 
acesso para melhor obtenção das amostras. A 
amostra foi colhida utilizando pinça hemostática e 
tesoura reta fina especiais. Os fragmentos colhidos 
foram conservados em formol 10% e, em seguida, 
processados e fixados em lâmina para análise 
microscópica do material.  

Essas lâminas foram coradas com 
hematoxilina-eosina (HE) e submetidas à leitura 
histopatológica para a identificação da presença ou 
não de folículos linfóide nas amostras de mucosa 
retal. Uma vez identificada a presença de folículos 
linfóide, foram preparadas outras lâminas para a 
avaliação IHQ da presença da PrPSc. 
 Todo o material foi processado para a 
análise IHQ conforme descrito por O´Rourke et al. 
(2002), utilizando o anticorpo monoclonal 
F89/160.1.5 (O´ROURKE et al., 1998b). Também 
foram utilizadas amostras positiva e negativa de 
tecido linfóide como controles da técnica. 
 
RESULTADOS 

 
Nas 42 análises de RFLP, dos 15 genótipos 

normalmente encontrados em ovinos, foram 
observados somente os genótipos ARQ/ARQ, 
ARR/ARQ e ARQ/VRQ (Figura 1).  

O genótipo ARQ/ARQ foi o mais freqüente, 
seguido do ARR/ARQ e ARQ/VRQ (Tabela 1). A 
freqüência do alelo ARQ foi de 0,869, seguido pelo 
alelo ARR, com 0,083 e VRQ com 0,0477. Os 
alelos ARH e AHQ não foram encontrados. 

Nas amostras de biópsias retais, a leitura das 
lâminas coradas com HE indicou que todas estavam 
adequadas para a análise IHQ, pois continham pelo 
menos três folículos linfoides (Figura 2). 

O resultado das análises 
imunohistoquímicas (IHQ) demonstrou que todos os 
ovinos pesquisados foram negativos. Como não 
houve animais positivos para a presença da PrPSc, 
não foi possível estabelecer uma relação estatística 
entre genótipo de presença do prion. 
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Figura 1. Análise de 5 amostras, com dois genótipos (ARR/ARQ – amostras 1 a 4 –  e ARQ/VRQ  – 

amostra 5) do gene PRNP de ovinos, identificados pela técnica de PCR-RFLP, em gel de 
agarose a 2,5%. 

Legenda: MM – marcador de massa molecular (50 pb DNA Ladder – Invitrogen); 1 a 5:amostras 1 
a 4 com genótipo ARR/ARQ e 5 com genótipo ARQ/VRQ encontrados e identificados pela análise 
das duas reações (a e b) de clivagem por enzimas de restrição, em eletroforese em gel de agarose a 
2,5%, corado com brometo de etídeo; a) Fragmento de PCR de 197 pb digerido pela enzima 
BspHI; b) Fragmento de PCR de 196 pb digerido pelas enzimas BspHI e BspDI. 

 
 
Tabela 1. Freqüência genotípica e distribuição (n) dos genótipos do gene PRNP dos 42 ovinos genotipados 

pelo método de PCR-RFLP  
Genótipos n Freqüência genotípica % 

ARQ/ARQ 31 0,7381 73,81 
ARR/ARQ 7 0,1667 16,67 
ARQ/VRQ 4 0,0952 9,52 
Total 42 1 100,0 

 
 
 

 
Figura 2. Imagem histopatológica de vários folículos linfóides (indicados pelas setas) localizados na mucosa 

retal de um ovino 
Lâmina corada com Hematoxilina - Eosina, em aumento de 100x. 

 

     MM   1a    1b     2a    2b     3a    3b     4a    4b    5a    5b 

 200 pb 
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DISCUSSÃO 
 
No Brasil, a Scrapie deixou de ser 

considerada doença exótica desde o surto ocorrido 
no rebanho de ovinos da Fazenda Gralha Azul da 
PUCPR em 2003. Desde então, vários casos foram 
notificados à OIE ou publicados em revistas 
científicas (RIBEIRO et al., 2007). Pode-se 
considerar scrapie como uma doença emergente no 
Brasil (PASSOS et al., 2008). Devido à importância 
das EETs na comercialização de produtos de origem 
animal, a vigilância sanitária e as formas de controle 
devem ser rigorosas. 
 O Setor de Ovinocultura da PUCPR 
permaneceu sem animais desde o abate de todos os 
animais em abril de 2006 até agosto quando, com 
autorização do Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento (MAPA), foram introduzidas no 
setor 10 ovelhas mestiças da raça Texel. Dos 119 
ovinos abatidos em abril de 2006, 15 animais 
(12,7%) eram positivos na IHQ para a presença de 
PrPSc, apresentando reação para um ou mais tecidos 
analisados (SOTOMAIOR, 2007).  
 Pesquisas demonstram que uma vez o 
ambiente contaminado, existe uma forte interação 
do prion com o solo, permanecendo por pelo menos 
três anos infectivo (LEITA et al., 2006; JOHNSON 
et al., 2006). Há casos relatados de mais tempo de 
contaminação ambiental, como o descrito por 
Georgsson et al. (2006), ocorrido na Islândia em 
1978 que, após o sacrifício de todos os rebanhos 
acometidos por scrapie, desinfecção das 
propriedades e reintrodução, após 2 a 3 anos, de 
cordeiros de áreas livres, a doença reapareceu em 33 
fazendas, com casos diagnosticados 14 a 21 anos 
após o abate. Mesmo não sendo possível descartar 
totalmente a entrada do agente, aparentemente o 
reaparecimento da doença foi devido à 
contaminação ambiental. 
 Os animais introduzidos em 2006 e 
posteriormente os descentes destes animais 
(nascidos em 2007, 2008, 2009 e 2010), tiveram 
acesso às mesmas instalações e pastos dos animais 
abatidos em 2006 e positivos para a PrPSc. Não foi 
realizado nenhum tipo de desinfecção específica 
quando da introdução dos animais. Os partos 
ocorreram, na maioria das vezes, com os animais 
confinados em baias com cama; porém houve casos 
de partos ocorrendo nos pastos. 
 Todas as amostras provenientes do rebanho 
testado foram negativas à prova de IHQ de tecido 
linfóide associado à mucosa reto-anal; porém, isto 
não deve ser interpretado como um resultado 
definitivo. Primeiro, porque se sabe que detecção de 
PrPSc no tecido linfóide é possível quando a doença 

se encontra aproximadamente na metade do período 
de incubação. Ou seja, resultados negativos não 
garantem que os animais estejam livres da infecção 
do prion (GONZÁLEZ et al., 2008b). A vantagem 
desta técnica é que os mesmos animais podem ser 
avaliados várias vezes (GONZÁLEZ et al., 
2008a,b), permitindo a acompanhamento do 
rebanho. 
 Neste trabalho, durante as biópsias, não 
foram observados efeitos adversos; o sangramento 
foi mínimo e ocasional, e qualquer desconforto pós-
procedimento era imperceptível (o animal 
continuava se comportando normalmente), 
corroborando os dados descritos por González et al. 
(2005). Porém, Espenes et al. (2006) não 
aconselham colher mais de duas amostras por 
animal de cada vez, devido a eventual ocorrência de 
hemorragia leve. 
 Quanto à quantidade de folículos linfóides, 
foi possível a obtenção de mais de três folículos em 
todas as amostras. Segundo Espenes et al. (2006), o 
reto alberga grande quantidade de folículos 
linfóides, os quais estão presentes entre as pregas da 
mucosa. Leal (2009) encontrou 29 amostras 
consideradas insuficientes entre 379 enviadas para 
análise, considerando como número suficiente a 
presença de três folículos, da mesma forma que 
neste trabalho. Porém, segundo Gavier-Widén et al. 
(2005) o número mínimo para a realização da 
imunohistoquímica seria quatro a seis. 
 Apesar de não ter sido possível estabelecer 
uma relação entre susceptibilidade à infecção pela 
PrPSc e o polimorfismo do gene PRNP, pela 
ausência de animais positivos no rebanho avaliado, 
a genotipagem do rebanho pode explicar em parte 
este resultado negativo. Sabe-se que alguns 
genótipos considerados menos susceptíveis ao 
agente, mesmo em um estágio clínico mais 
avançado da doença, podem não apresentar acúmulo 
da PrPSc no tecido linfóides (VAN KEULEN et al., 
1996; ANDRÉOLETTI et al., 2000; MONLEON et 
al., 2005). É o caso do genótipo ARR/ARQ, 
encontrados em 16,67% dos animais no rebanho 
avaliado. Neste caso, somente a observação em 
longo prazo e uma análise IHQ de tecido nervoso 
após a morte dos animais poderia confirmar a 
presença do prion. Portanto, a vantagem da IHQ de 
tecidos linfóides poder detectar casos em fase pré-
clínica do scrapie antes da PrPSc ser detectada no 
SNC, não é válida para todos os genótipos. Ainda 
que esta possa ser uma limitação deste diagnóstico 
in vivo, a possibilidade de diagnóstico precoce 
trazida pela IHQ de tecido linfóide associado à 
mucosa reto-anal é um importante avanço no 
controle da doença. Ressalta-se que qualquer 
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resultado positivo à prova de imunohistoquímica 
(IHQ) de amostras linfóides torna o animal positivo 
para scrapie, conforme a Instrução Normativa nº 15 
de 2008 (BRASIL, 2008) do MAPA. 
 Quanto à genotipagem para avaliar os 
polimorfismos do gene PRNP, optou-se pela técnica 
de PCR-RFLP como uma alternativa por não se 
tratar de larga escala. A técnica de PCR-RFLP 
utilizada neste trabalho também possibilita 
diferenciar os cinco alelos comumente encontrados, 
além de dois alelos raros (AHR e VRR) descritos 
em raças como Suffolk e Texel (KUTZER et al., 
2002; LÜHKEN et al., 2004). A vantagem da PCR-
RFLP proposta é permitir a distinção entre todos os 
genótipos possíveis a partir da identificação dos sete 
alelos. Além de ser eficiente, este método somente 
necessita de duas reações de PCR, seguida da 
clivagem pelas enzimas de restrição e eletroforese 
em gel de agarose. Usando esta metodologia, porém, 
outros polimorfismos localizados em outros códons, 
associados ou não ao scrapie, poderiam passar 
despercebidos (LÜHKEN et al., 2004). 
 Apesar dos muitos polimorfismos 
identificados no gene PRNP, para a forma clássica 
do scrapie, considera-se que os códons 136, 154 e 
171 são os únicos relacionados à maior resistência 
ou susceptibilidade ao agente, com cinco alelos 
normalmente encontrados nos ovinos: ARR, ARQ, 
VRQ, AHQ, ARH (BELT et al., 1995; DAWSON et 
al., 1998). 
 Na análise do presente trabalho, foram 
encontrados os genótipos ARQ/ARQ, ARR/ARQ e 
ARQ/VRQ, sendo o primeiro o mais freqüente. 
Sotomaior et al. (2008) também encontraram como 
os genótipos mais freqüentes em ovinos no Estado 
do Paraná, os genótipos ARQ/ARQ e ARR/ARQ. 
Kutzer et al. (2002) analisando 1108 ovinos de 33 
raças encontraram como genótipos comuns a todas 
as raças os genótipos ARQ/ARQ; ARR/ARQ e 
ARR/ARR. 
 O alelo ARQ foi o mais freqüente nos 
animais avaliados. Muitos trabalhos, com diferentes 
raças e em diferentes países, também demonstram 
que o alelo ARQ é o mais freqüente, como Molina 
et al. (2006), raça Merino, Espanha; Lan et al. 
(2006), raças nativas, China; Sipos et al. (2002), 
raças nativas, Áustria; Acín et al. (2004), raças 
nativas, Espanha; e Gama et al. (2006), raças 
nativas, Portugal. Como este alelo é considerado o 
ancestral, estes dados seriam esperados, 
principalmente em raças nativas, podendo indicar 
que, nestes rebanhos, não houve uma seleção 
intensa para novos polimorfismos do gene PRNP. 
 Ainda há poucos dados de genotipagem para 
scrapie no Brasil (LIMA et al., 2007; PACHECO et 

al., 2007; SOTOMAIOR et al., 2008; PASSOS et al., 
2008; ANDRADE et al., 2011; IANELLA et al., 
2011). Apesar de alguns deles incluírem dados de 
raças brasileiras como a Santa Inês (LIMA et al., 
2007; IANELLA et al., 2011) e Morada Nova 
(PACHECO et al., 2007; IANELLA et al., 2011), 
somente Sotomaior et al. (2008) apresentam dados de 
animais mestiços, como o que ocorre neste trabalho. 
Nos dados de Sotomaior et al. (2008), os mestiços 
apresentaram, juntamente com a raça Santa Inês, a 
maior variabilidade genética entre os animais 
avaliados, com presença de quatro dos cinco alelos 
(ARR – 0,44; ARQ – 0,51; VRQ – 0,04; e AHQ – 
0,01) e os genótipos mais freqüentes foram o 
ARR/ARQ, em 43% do rebanho, seguido pelo 
ARQ/ARQ em 25% e o ARR/ARR em 21%; os 
genótipos ARR/VRQ, ARQ/VRQ e ARQ/AHQ 
aparecem, cada um, em menos de 5% das amostras. 
Esta variabilidade foi menor no presente trabalho, 
sendo encontrados somente os alelos ARQ, ARR e 
VRQ. O menor número de amostras e o fato de se 
trabalhar com um único rebanho (alto grau de 
parentesco) poderiam explicar esta menor 
variabilidade. 

Trabalhos demonstram a relação genótipo e 
resistência/susceptibilidade ao agente; porém, 
muitos dados evidenciam as diferenças que há entre 
raças e rebanhos, deixando claro que os critérios 
para a seleção não necessariamente podem e devem 
ser aplicados igualmente para ovinos de diferentes 
raças, rebanhos ou países (LÜHKEN et al., 2004; 
ACÍN et al., 2004). Para as raças nativas brasileiras 
e para animais oriundos de cruzamentos de 
diferentes raças, somente após a constatação de 
rebanhos infectados e associando-se a presença ou 
não da PrPSc a determinados genótipos, poder-se-ia 
afirmar que um genótipo é mais resistente ou 
susceptível à infecção por prion. Sotomaior (2007) 
encontrou resultados diferentes quanto à 
susceptibilidade (expressa pelos resultados positivos 
da presença da PrPSc em amostras de tecido linfóide) 
dos animais mestiços portadores de alelo ARR. 

No Brasil, atualmente, não existe qualquer 
proposta de programas de controle genético para 
scrapie. O que existe é somente a Instrução 
Normativa nº 15 de 2008 (BRASIL, 2008), que trata 
dos “Procedimentos para a atuação em caso de 
suspeita ou ocorrência de paraplexia enzoótica dos 
ovinos (scrapie)”. Esta instrução normativa 
determina as ações em caso de suspeita e 
confirmação de diagnóstico positivo para scrapie. 
 Caso se proponham estratégias de controle 
baseadas na relação entre o polimorfismo do gene 
PRNP e a resistência/susceptibilidade ao scrapie, é 
necessário saber a estrutura populacional e o grau de 



425 
Polimorfismo do gene...  RIBEIRO, F. T. L. et al. 

Biosci. J., Uberlândia, v. 29, n. 2, p. 419-428, Mar./Abr. 2013 

variabilidade existente nas diferentes raças, 
realizando a genotipagem da população, ou parte 
representativa dela (IANELLA et al., 2011). 
Conhecer a relação genótipo-
resistência/susceptibilidade, por meio de estudos 
que possam analisar a presença da PrPSc nos 
diferentes genótipos, também é essencial para se 
começar qualquer programa de controle 

(SOTOMAIOR, 2007). 
O presente trabalho, portanto, contribui com 

dados de genotipagem do gene PRNP de 
propriedade onde já houve casos de scrapie. Não foi 
possível correlacionar os genótipos encontrados 
com a presença da PrPSc, uma vez que todas as IHQ 
de tecido linfóide associado à mucosa reto-anal dos 
animais avaliados foram negativas. 

 
 

ABSTRACT: The aim of this work was to study the polymorphism of the prion protein gene (PRNP) of a sheep 
flock raised in a farm where a scrapie outbreak had occurred, and to relate to disease susceptibility of possible animals 
infected with altered prion protein (PrPSc), by immunohistochemical analysis of recto-anal mucosa-associated lymphoid 
tissue (RAMALT). Forty two sheep, crossbred with Texel, Ile de France, Dorper and Suffolk were used. Females were 
between one and eight years old, and seven (16.67%) were adult ewes when they entered the flock in 2006. The rest, 
83.33% were born in the farm. The PRNP genotyping was performed by RFLP ("restriction fragment length 
polymorphism") analysis. The most frequent genotype was ARQ/ARQ, found in 73.81% of the animals, followed by 
ARR/ARQ, with 16.67% and ARQ/VRQ, with 9.52%. The ARH and AHQ alleles were not found. All RAMALT samples 
were negative in immunohistochemical analysis. It was not possible to establish a relation between PRNP polymorphisms 
and susceptibility to scrapie, due to the lack of positive samples to PrPSc. In Brazil, there is little available PRNP 
genotyping data of sheep and, so far, no type of controlled breeding scheme for scrapie has been implemented. 

 

KEYWORDS: Ovis arie. Scrapie. Genotyping. RFLP. Rectal biopsy. Encephalopathies. 
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