UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO - CIENCIA ANIMAL

LUCAS DE SOUZA QUEVEDO

SCRAPIE EM OVINOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

LAGES
2023



LUCAS DE SOUZA QUEVEDO

SCRAPIE EM OVINOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Trabalho apresentado ao Curso de Pés-
Graduacédo em Ciéncia Animal do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias, da Universidade
do Estado de Santa Catarina, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de doutor
em Ciéncia Animal.

Orientadora: Dra. Renata Assis Casagrande

LAGES, SC

2023



Ficha catalografica elaborada pelo programa de geracio automdtica da
Biblioteca Universitaria Udesc,
com os dados fornecidos pelofa) autor(a)

QUEVEDO, LUCAS
SCRAPIE EM OVINOS NO ESTADO DE SANTA
CA'I;@IRINA SLUCAS QUEVEDO. ~ 2023.
p.

Orientadora: Renata Assis Casagrande

Tesa (doutorado) -~ Universidade do Eslado de Santa
Catarina, , Programa de Pos-Graduagdo —~ Seacions -~ |
2023.

1. Ruminante. 2. prion. 3. encelalopastia espongifonme. 4.
Ealobgla L. Assis Casagrande, Renata. 1l Um:gdade do

stado de Santa Catarina, , Programa de Pos-Gracduacso -
Selecione - (Il Tiue. g




LUCAS DE SOUZA QUEVEDO

SCRAPIE EM OVINOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Trabalho apresentado ao Curso de Pos-
Graduacao em Ciéncia Animal, Centro de
Ciéncias Agroveterinarias, da
Universidade do Estado de Santa
Catarina, como requisito para parcial a
obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncia
Animal.

Orientadora: Renata Assis Casagrande

BANCA EXAMINADORA

P

g, & o

.‘ 7 . .

Kanod s Uoaoucriomals
RAALALR 3 A

Renata Assis Casagrande, Doutora (presidente)
Universidade do Estado de Santa Catarina

Membros:

Claudio Severo Lombardo Barros, Doutor
Universidade Federal de Santa Maria

Claudia Salete Wisser, Doutora
Universidade do Estado de Santa Catarina
), o] Briee—=~

David Driemeier, Doutor
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Joandes Henrique Fonteque, Doutor
Universidade do Estado de Santa Catarina

Lages, 16 de novembro de 2023.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, Luis e Rosane, por estarem do
meu lado em todos os meus sonhos e dificuldades que enfrentei durante a
graduacdo e as que ainda virdo ao decorrer da minha vida. Sem vocés este
sonho ndo seria possivel, pois vocés me deram todo o apoio possivel e
impossivel para que se concretizasse a minha formagéo, me dando confianca
carinho e compreensdo. Aos meus avos, José Carlos e Maria Helena que
sempre me ajudou também em momentos importantes durante minha formacéao.

Meu irméao Pedro que sempre foi uma das minhas inspiracdes e por me
dar apoio sempre que necessario, pois ele estava ali do meu lado.

Agradeco ao professor Bruno que sempre me apoiou nos primeiros
passos ha patologia. Todos os meus colegas de Laboratério do LPV-
UNIPAMPA, LRD/UFPEL e LAPA/UDESC, que de alguma forma acrescentaram
na minha formacdo. Um agradecimento especial a colega de trabalho, Anna
Laura, que sempre me ajudou durante esses anos de Doutorado.

Um agradecimento especial a minha Orientadora Renata Assis
Casagrande que me estendeu a mdo em um dos momentos mais complicados
durante essa caminhada.

Agradeco ainda a Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de
Santa Catarina pela parceria estabelecida, a Coordenacao de Aperfeicoamento
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela Bolsa de estudos e a Udesc por me
proporcionar toda a infraestrutura e acolhimento que recebi por seus funcionarios

e professores durante esses 5 anos e meio.



RESUMO

Scrapie é uma doenca contagiosa de ovinos e caprinos diagnosticada
primeiramente no Brasil em 1978, no Rio Grande do Sul. Os prions sdo proteinas
que possuem carater infeccioso que ao entrar em contato com a forma normal
da proteina (PrP¢), realiza a conversdo em uma isoforma anormal associada a
doenca (PrP>°). O objetivo deste estudo foi realizar o monitoramento de Scrapie
em ovinos na regido do Alto Vale do ltajai, SC. Trés artigos cientificos foram
elaborados nesse periodo de estudo. No primeiro artigo foi realizada a descri¢éo
de um surto de Scrapie ocorrido em uma propriedade com 38 ovinos da raga
Dorper e mesticos com Dorper, destes 16 (42,10%) apresentaram positividade
na imuno-histoquimica (IHQ) anti-PrPs¢ de bidpsias de tecidos linfoides e foram
submetidos a eutanasia e necropsia. Uma fémea desenvolveu sinal neuroldgico
caracterizado por dificuldade em manter-se em estacdo, incoordenacdo dos
membros pélvicos, decubito esternal, além de prurido e areas de alopecia
bilateral na face lateral da coxa, com evolucdo de 11 dias até a eutanasia. Outras
seis ovelhas também desenvolveram prurido e alopecia. A fémea com sinal
neuroldgico desenvolveu vacuoliza¢do no citoplasma de neurbnios e neuropilo
multifocal discreto. Na genotipagem do gene PRNP encontrou os genotipos
ARQ/ARQ em 47,36% (9/19) (baixa resisténcia - grau 3), ARR/ARQ em 36,84%
(7/19) (resistente - grau 2), ARQ/VRQ em 10,52% (2/19) (alta suscetibilidade -
grau 5) e ARQ/VRR em 5,28% (1/19) (suscetivel - grau 4). No segundo artigo
relatou-se um caso atipico de Scrapie em um carneiro da raca Dorper. O ovino
desenvolveu sinais clinicos atipicos da doenca caracterizados por cifose,
dificuldade em manter-se em estagéo, fasciculagfes e déficits proprioceptivos
dos membros pélvicos e teste de “Scratch” positivo. Observou-se na
histopatologia do encéfalo vacuolizacdo no citoplasma de neurénios e neurépilo
multifocal moderada na maioria das regides avaliadas. O carneiro foi classificado
como naturalmente susceptivel (ARQ/ARQ). O terceiro artigo teve como objetivo
associar o quadro clinico neurolégico com a mensuracdo das alteracdes
vacuolares observadas em diferentes regides do encéfalo de ovinos
diagnosticados com Scrapie. Foram avaliados trés ovinos positivos para Scrapie.
Na genotipagem do gene PRNP o ovino 1 apresentou baixa resisténcia (grau 3),
ovino 2 alta suscetibilidade (grau 5) e ovino 3 resistente (grau 2). Os locais em
que houve maior média de vacuolos em neur6pilo foram nos ovinos 1 e 3 no
talamo e no ovino 2 na medula espinhal. Em neurdnios a maior média foi
observada em talamo, coliculos rostrais e cértex frontal nos ovinos 1, 2 e 3,
respectivamente. O ovino 1 apresentou quadro clinico mais grave e desenvolveu
cifose, dificuldade em manter-se em estacdo, fasciculacbes e déficits
proprioceptivos dos membros pélvicos e teste de “Scratch” positivo. O ovino 2
desenvolveu tremores discretos de cabeca e perda de |& no lado direito nas
regides toracica e lombar dorsal, escapular e umeral, além da cervical. O ovino
3 apresentou prurido e alopecia na face. Portanto, Scrapie esta presente em
Santa Catarina, sendo importante diferenciar de outras causas neuroldgicas,
pois os sinais clinicos podem ser inespecificos. O grau de vacuolizagdo pode
influenciar nos sinais clinicos desenvolvidos nos animais.

Palavras-chave: Ruminante, prion, encefalopatia espongiforme, patologia.



ABSTRACT

Scrapie is a contagious disease of sheep and goats first diagnosed in Brazil in
1978, in Rio Grande do Sul. Prions are proteins that have an infectious character.
When they come into contact with the normal form of the protein (PrP¢), they
convert it into an abnormal isoform associated with disease (PrPS¢). The objective
of this study was to monitor Scrapie in sheep in the Alto Vale do Itajai region, SC.
We developed scientific papers during the study period. In the first article, a
description of a Scrapie outbreak that occurred on a property with 38 Dorper
sheep and Dorper crosses was described, of which 16 (42.10%) were positive by
immunohistochemistry of biopsies of lymphoid tissues and euthanazed and
necropsied. One female developed a neurological sign characterized by difficulty
in remaining in a standing position, incoordination of the pelvic limbs, sternal
recumbency, in addition to scratching and areas of bilateral alopecia on the lateral
surface of the pelvic limb, with an evolution of 11 days until euthanasia. Another
six sheep also developed scratching and alopecia. The female with neurological
signs developed discrete multifocal vacuolization in the neuronal soma and
processes. Genotyping the PRNP gene, the genotypes ARQ/ARQ were found in
47.36% (9/19) (low resistance - grade 3), ARR/ARQ in 36.84% (7/19) (resistant -
grade 2), ARQ/VRQ in 10.52% (2/19) (high susceptibility - grade 5) and
ARQ/VRR in 5.28% (1/19) (susceptible - grade 4). In the second article, an
atypical case of Scrapie was reported in a Dorper. The sheep developed atypical
clinical signs of the disease characterized by kyphosis, difficulty standing,
fasciculations and proprioceptive deficits in the pelvic limbs and a positive Scratch
test. Histopathology, vacuolization in the cytoplasm of neurons and their
processes was observed in the brain. The sheep were classified as naturally
susceptible (ARQ/ARQ). The third article aimed to associate the neurological
clinical picture with the measurement of vacuolar changes observed in different
regions of the brain of sheep presented with Scrapie. Three positive sheep for
Scrapie were evaluated. Genotyping the PRNP gene, sheep 1 showed low
resistance (grade 3), sheep 2 showed high susceptibility (grade 5) and sheep 3
was resistant (grade 2). The regions where there was a higher average number
of vacuoles in the neuropil were in the thalamus in sheep 1 and 3 and in the spinal
cord of sheep 2. In neurons, the highest mean was observed in the thalamus,
rostral colliculi and frontal cortex in sheep 1, 2 and 3, respectively. Sheep 1
developed a more severe condition and developed kyphosis, difficulty standing,
fasciculations and proprioceptive deficits in the pelvic limbs and a positive Scratch
test. Sheep 2 developed slight head tremors and wool loss on the right side in
the dorsal thoracic, lumbar, scapular and humeral regions, and the cervical
region. Sheep 3 presented scratching and alopecia on the face. Therefore,
Scrapie is present in Santa Catarina, and it is essential to differentiate it from
other neurological causes, as clinical signs can be nonspecific. The degree of
vacuolization can influence the clinical signs developed in animals.

Keywords: Ruminant, prion, spongiform encephalopathy, pathology
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1 INTRODUCAO

O Estado de Santa Catarina atualmente possui um rebanho de 311.541
cabecas de ovinos distribuidas em 12.140 propriedades, respectivamente (IBGE,
2019). E o décimo segundo estado em quantidade de ovinos no Brasil. Apesar
da pequena extensao territorial, o estado de Santa Catarina € considerado um
importante exportador de proteina animal (IBGE, 2019). A reduzida area
territorial dessa unidade federativa exige técnicas de manejo sanitario e
nutricional cada vez mais avancadas, em rebanhos com progressiva evolucao
do padrdo zootécnico, decorrente do melhoramento genético (ACCS, 2019;
IBGE, 2019).

Neste sentido é imprescindivel o monitoramento constante de doencas
parasitarias, virais, bacterianas, pribnicas, fungicas, dentre outras causas, as
quais, devido a importancia econdbmica e sanitaria. Algumas dessas doencas
podem causar restricbes geralmente impostas pelo mercado externo ao pais,
ndo apenas no comércio de ovinos, mas também de bovinos, suinos e aves
(BRASIL, 2009).

O 6rgéao responsavel por fiscalizar e monitorar as principais doencas dos
animais de producdo, em Santa Catarina € a Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC) com o trabalho dos
veterinarios do servico oficial que atuam no estado.

Das doencas de notificacdo obrigatéria destacam-se nos ovinos, as que
comprometem o sistema nervoso central e cursam com sinais neuroldgicos. Por
este motivo é de extrema importancia o acompanhamento e 0 monitoramento
desse grupo de doencas para ter conhecimento de sua ocorréncia. A principal
doenca que deve ser considerada € a raiva que apesar de rara em ovinos pode
ser diagnosticada (RISSI et al. 2008). A Scrapie, outra doencga que cursa com
quadro neurolégico, possui alta capacidade de contaminagéo ambiental e pode
causar restricdes comerciais. A doenca teve o seu primeiro relato no estado de
Santa Catarina no ano de 2011 (OMSA, 2021).

Scrapie pode ser controlado com a eliminacdo de animais portadores,
como acontece na Gré-Bretanha, onde o Plano Nacional de controle tem
exercido um controle exemplar da doenca. Este ocorre através da genotipagem

de carneiros de forma voluntéaria por parte dos produtores, sendo que 0s ovinos
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com o gene susceptivel sdo abatidos e descartados (DAWSON; MOORE &
BISHOP, 2008).

Scrapie é causado pelo acumulo de uma isoforma anormal (PrPS¢) do
prion celular (PrP) que é encontrado em varios tecidos e ancorada em
glicolipidios localizados em membranas plasmaticas neuronais (CANTILE &
YOUSSEF, 2015). Scrapie trata-se de uma condi¢do grave que compromete o
funcionamento do sistema nervoso central, € transmissivel e possui
susceptibilidade genética (MADSEN-BOUTERSE et al. 2018; CASSMAN et al.
2019).

O prion pode ser encontrado no trato alimentar e na placenta dos animais
infectados, portanto pode ocorrer transmissao horizontal e vertical (HUNTER,
1997). Alimentos, pastagens, instalacées ou equipamentos contaminados com o
prion sdo consideradas importantes fontes de contaminagdo, pois esse é
favorecido por sua resisténcia no ambiente (MILLER et al., 2004; TAMGUNEY
et al., 2012).

Devido a importancia epidemioldgica que o Scrapie possui e por ser uma
doenca de notificacdo obrigatdria listada pela Organizacdo Mundial de Sanidade
Animal (OMSA), é de extrema importancia econdmica o seu monitoramento
(ALMEIDA et al., 2013). Estima-se que somente nos Estados Unidos a doenca
represente perdas anuais entre 10 e 20 milhdes de ddlares devido a suspensao
de exportacbes de produtos oriundos de ovinos, reprodutores, sémen e
embrides, além de despesas com o descarte de carcagas e aumentos nos custos
de producéo (USDA-APHIS, 2010).

O monitoramento da Scrapie em Santa Catarina auxiliaria na diminui¢cao
da disseminacdo do prion. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
Animal ha cinco surtos notificados no estado (OMSA, 2021). Os casos devem
ser comunicados aos 0rgaos competentes sempre que houver suspeita, pois é
uma doencga de notificacdo obrigatéria e os animais devem ser sacrificados se
confirmado o diagndstico (BRASIL, 2008; OMSA, 2021).

Algumas técnicas de diagndsticos sao preconizadas para contribuir com
as politicas de erradicacdo, que sdo Western blot, imuno-histoquimica (IHQ) e
ensaio imunoensimatico (ELISA) (OMSA, 2021). Nos casos pré-clinicos, é

recomendado a realizacdo de bidpsia de terceira palpebra e mucosa retal
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contendo pelo menos trés foliculos linfoides para avaliacdo IHQ e ELISA (LEAL
et al. 2012; KITTELBERGER, et al. et al., 2014; ANDRADE et al., 2015).

17
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo retrospectivo dos casos de Scrapie em ovinos
diagnosticados no Laboratério de Patologia Animal do ano de 2017 a 2020 e
classificar o grau de suscetibilidade dos animais por meio da genotipagem do
gene PRNP. Realizar estudo prospectivo por meio do monitoramento das
enfermidades que acometem o sistema nervoso central de ovinos notificadas a
CIDASC na mesorregido do Vale do Itajai com enfoque no diagnostico de
Scrapie nos anos de 2021 a 2023.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a. Descrever os casos de Scrapie ocorridos de 2017 a 2020 enviados ao
Laboratério de Patologia Animal do CAV/UDESC e realizar a genotipagem por
meio de reacdo da cadeia da polimerase (PCR) do gene PRNP dos animais

positivos;

b. Monitorar a ocorréncia de Scrapie em ovinos na mesorregiao do Vale
do Itajai, notificadas a CIDASC,;

c. Realizar inquérito epidemiolégico e coleta de amostras de terceira
palpebra e mucosa retal em ovinos com quadros neurologicos suspeitos de
Scrapie que foram notificados a CIDASC, seguido de exame imuno-histoquimico

(IHQ) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA);

d. Submeter o sangue total dos animais positivos para Scrapie das

propriedades foco para genotipagem por meio de PCR do gene PRNP;

e. Realizac&o de necropsia e exame histopatoldégico com a graduagéo das
lesGes encefalicas dos ovinos positivos para Scrapie na IHQ ou ELISA.

18
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

- SCRAPIE

Scrapie € uma doenca infecciosa de ovinos e caprinos que tem como
manifestacdes clinicas paresia, prurido e distarbios locomotores (MARTINS et
al. 2012). A enfermidade pertence ao grupo das encefalopatias espongiformes
transmissiveis (EETs) ou doencas pridnicas. O grupo das TSEs animais inclui
scrapie de ovinos e caprinos, encefalopatia espongiforme bovina (BSE), doenca
debilitante crénica (CWD) de cervos e alces, encefalopatia transmissivel do vison
(TME), encefalopatia espongiforme felina (FSE) e encefalopatia de ungulados
exoticos de ruminantes selvagens em cativeiro. As doengas causadas por prions
em humanos incluem kuru; doenca de Creutzfeldt-Jakob — CJD (com 4 tipos:
CJD esporadica, CJD familiar, CJD iatrogénica e variante cd DCJ [vDCJ));
doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS); e insonia familiar fatal (FFI).
As doencas prionicas hereditarias em humanos sdo todas dominantes e
associadas a mutagdes codificadoras do gene PRNP.

As EETs possuem como caracteristica a deposicdo de uma forma
alterada da proteina priénica (PrPS¢) no tecido encefélico e evolui para doenca
neuroldgica e morte (PRUSINER, 1998).

Apos a ingestdo da proteina priénica ocorre a infeccdo das placas de
Peyer e a replicagcdo pode ocorrer no tecido linfatico associado ao intestino
(GALT), posteriormente chega ao sistema nervoso central por meio de fibras
nervosas autdnomas que inervam o trato digestivo (ANDREOLETTI et al 2000).
Ovinos com nove meses de idade e com gendtipo suscetivel criados em contato
direto com animais infectados pelo prion demonstraram deposicédo da proteina
em linfonodos (parotideal, mediastinal, hepético, pré-crural, retrofaringeo,
mandibular, pré-escapular, ileo-cecal), linfonodos mesentéricos (duodeno,
jejuno e ileo), placas de Peyer (duodeno, jejuno, ileo e ceco), além de agregados
linfoides de terceira palpebra, baco e amigdalas palatinas (ANDREOLETTI et al
2000). Portanto, em animais com suspeita clinica de Scrapie, o diagndstico pode
ser realizado por meio de biopsias de terceira palpebra (LEAL et al. 2012) ou
mucosa retal (GONZALEZ et al., 2008) sem a necessidade da eutanasia no

primeiro momento.
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Os prions sao proteinas que possuem carater infeccioso que ao entrar em
contato com a forma normal da proteina prion (PrP¢), presente nos tecidos
normais dos mamiferos, principalmente em neurdnios, realizam a conversdo em
uma isoforma anormal (PrPS°¢) (PRUSINER, 1998). Ap6s o ovino entrar em
contato com prion seja por ingestéo, inalagcao ou contato direto pelas membranas
mucosas ou conjuntivas, ocorre a adesdo as superficies apicais das células
epiteliais da mucosa, das células M, além de células dendriticas das mucosas
das tonsilas, do trato digestivo e respiratério (LINDEN et al. 2008).
Posteriormente, a PrPS¢ é fagocitada por células apresentadoras de antigenos
como macréfagos e células dendriticas. Sugere-se que estas células nos centros
germinativos de foliculos das células B localizadas nas placas de Peyer e em
outros tecidos linfoides associados ao intestino (GALT), realizem a entrega do
prion (COBB & SUREWICZ, 2009). Por meio do sistema nervoso periférico
(SNP) o prion consegue sair dos tecidos linfoides e ganhar o sistema nervoso
central (SNC), além disso o baco ainda pode atuar como reservatério do prion
(GLATZEL et al., 2001). Suspeita-se que 0 agente também possa se disseminar
por via hematogénica (DONALDSON et al., 2012; GONZALEZ et al., 2014).

Scrapie foi a primeira doenca pridnica a ser descrita em 1732, no Reino
Unido (CANTILE & YOUSSEF, 2015). De acordo com a OMSA, somente a
Australia e a Nova Zelandia sao livres, isso ocorre devido principalmente as
restricbes impostas a importacdo de animais (OMSA, 2019), apesar disso, no
ano de 2016 houve um relato de Scrapie atipico na Australia (COOK et al., 2016).
A doenca ja foi relatada na América do Norte (VRENTAS et al.,, 2012) e na
Europa, onde séo realizados programas na tentativa de conter a propagacao do
prion (ORTIZ-PELAEZ et al., 2014). Na Africa do Sul seu primeiro relato foi no
ano de 1966 (MERWE, 1966), e na Asia a doenca também ja foi descrita
(ONODERA et al., 1993). Na América do Sul a doenca é diagnosticada com
relativa frequéncia (OMSA, 2021).

A infeccdo horizontal ocorre principalmente por ingestdo do prion, que
pode ser secretado pela saliva e se espalhar rapidamente nas pastagens, cochos
e fomites (SIGURDSON, 1954; MILLER et al., 2004; RYDER et al.,, 2004,
TAMGUNEYET al., 2012). Pode ocorrer ainda acimulo da proteina priénica em
restos placentarios e a transmissao vertical em ovinos pode acontecer (GARZA

et al., 2011). Portanto as infeccbes em ovinos e caprinos estao associadas, na
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maioria das vezes, a épocas de paricdo devido a ingestdo do agente juntamente
com restos placentérios (HUNTER, 1997). Embora se saiba que ocorre infeccéo
de ovinos recém-nascidos pela placenta, a infeccdo vertical ainda nao foi
totalmente elucidada (SPIROPOULOS et al., 2014). A transmissao pela ingestao
de leite por cabritos e cordeiros também j4 foi relatada (MADSEN-BOUTERSE
et al., 2018).

Ao identificar quais células e moléculas estdo envolvidas no transporte
transepitelial do prion é possivel estabelecer processos que influenciam na
suscetibilidade a enfermidade, a partir disso, métodos de intervencdes podem
ser desenvolvidos (DONALDSON et al., 2012). Pode haver variagdo nas
alteracdes encefalicas, como envolvimento de substancia cinzenta ou substancia
cinzenta e branca, acumulos intracelulares ou extracelulares, maior ou menor
envolvimento de células gliais, estes acumulos que dao origem a esta
diversidade de fenétipos neuropatoldgicos (GONZALEZ et al., 2014). Sugere-se
que estes padrdes de lesdes sejam alterados devido ao polimorfismo do gene
PrP do hospedeiro ou pela cepa do prion, ou seja, a interacao entre o prion e o
hospedeiro (BECK et al., 2010; GONZALEZ et al., 2010).

A influéncia sobre o polimorfismo no gene da proteina pridnica ovina
(PrP°) é que define a ocorréncia natural da Scrapie (ROELS et al., 2004). O gene
PrP¢ de ovinos possui trés éxons 52, 98 e, 4028 nucleotideos, que sdo separados
por dois introns (2421 e 14031 nucleotideos) (LEE et al., 1998). Portanto, o
polimorfismo de alanina para valina no codon 136, glutamina para arginina no
cédon 171 e arginina para histidina no cédon 154 contribui para a suscetibilidade
de desenvolver sinais clinicos, fendmeno que acontece no éxon 3 do gene
(ROELS et al., 2004; DOWSON et al., 2008). Ocorrem combinacdes desses
polimorfismos, os quais, combinam-se em cinco haplo6tipos ou alelos PrP¢
(Tabela 1) (USDA, 2010).

Roels et al. (2004) em seu estudo classificaram os ovinos de acordo com
o National Scrapie Plan quanto ao grau de suscetibilidade genética para o
desenvolvimento de Scrapie. Nesta classificagao os animais podem variar dentro
de grupos de 1 a 5, onde o grupo 1 é considerado de extrema resisténcia a
Scrapie e 5 € de alta susceptibilidade (Quadro 1). No estudo destes autores
todos o0s ovinos positivos para Scrapie, pertenciam a grupos de risco do genotipo
PrP com resisténcia moderada a alta sensibilidade (R3, R4 e R5). J& os ovinos
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negativos para a enfermidade estavam incluidos principalmente nos grupos com

alta resisténcia a Scrapie (R1 e R2).

Quadro 1. Classificacdo dos diferentes gendétipos do gene PRNP, quanto
ao grau de resisténcia e suscetibilidade em ovinos a Scrapie.
Grupo Grau de Genotipos

resisténcia/suscetibilidade

R1 Extremamente resistente ARR/ARR

R2 Resistente ARR/AHQ; ARR/ARH
ARR/ARQ

R3 Leve resisténcia AHQ/AHQ; AHQ/ARH

AHQ/ARQ; ARH/ARH
ARH/ARQ; ARQ/ARQ

R4 Suscetivel ARR/VRQ
R5 Altamente suscetivel AHQ/VRQ ARH/VRQ
ARQ/VRQ VRQ/VRQ

Adaptado: National Scrapie Surveillance Plan (USDA), 2010.

A suscetibilidade relativa ou resisténcia a Scrapie classica depende do
polimorfismo no gene da proteina prion, que determina a sequéncia de
aminoacidos do hospedeiro, estes polimorfos que cursam com doenca sdo bem
definidos e desta forma os paises que possuem programas de erradicacao focam
no aumento da incidéncia de alelos resistentes no combate ao Scrapie
(GREENLEE, 2019). Portanto, a doenca que sucede devido a isoforma anormal
(PrPs) pode ocorrer de forma classica ou atipica (PRUSINER, 1991;
GREENLEE, 2019). Assim, na forma classica existem trés sitios polimérficos
principais no PrP que influenciam a susceptibilidade que sdo os cédons 136
valina (V), 154 arginina (R) e 171 glutamina (Q) (GREENLEE, 2019). Ja o
Scrapie atipico possui apresentacdo clinica, caracteristicas moleculares e
distribuicdo de PrPS¢, gendtipos afetados e epidemiologia diferentes da forma
classica (BENESTAD et al., 2003; GREENLEE, 2019). O primeiro caso atipico
documentado foi o Nor98 na Noruega, onde os ovinos afetados possuiam
genotipos homozigotos AissH154Q171/A136H154Q171 (AHQ/AHQ) ou heterozigotos
A136R154Q171/A136H154Q171 (AHQ/ARQ). Normalmente os casos considerados
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cladssicos possuem como referéncia para o desenvolvimento da enfermidade e
ocorrem no genotipo PrP susceptivel (ARQ/ARQ) (BENESTAD et al., 2003).

Ovinos Hampshire Down, Dorper, White Dorper e animais mesticos com
essas racas sao considerados predispostos ao desenvolvimento da doenca, pois
h& associacdo com a maior suscetibilidade genética (FERNANDES; REAL &
FERNANDES, 1978; ANDRADE et al. 2015). Outras ragas que possuem
associacao a suscetibilidade genética incluem Santa Inés (raca mais criada no
Brasil), (MCMANUS et al., 2010; IANELLA et al. 2012), Suffolk (HAMIR et al.
2005), Cheviot e Poll Dorset (HOUSTON et al. 2015).

Scrapie € uma doenca progressiva e o periodo de incubacédo é geralmente
superior a um ano e a maioria dos casos ocorrem entre dois e cinco anos de
idade (MOORE et al.,, 2016). O periodo de incubacdo ainda pode ser
correlacionado com a quantidade de deposicdo de PrPS¢, e a evolucdo pode
durar de 10 dias a meses (CANTILE & YOUSSEF, 2015; CASSMANN et al.,
2019). Os sinais clinicos sdo caracterizados principalmente por distarbios
neurolégicos como ataxia, hipermetria, tremores e quedas com evolucéo
progressiva. Uma das caracteristicas marcantes da enfermidade e que pode
auxiliar no diagnostico é o teste de “scratch”, que consiste em cocar
manualmente o dorso do animal que ira responder com reflexo de “mordiscar”
(MARTINS et al., 2012). Os ovinos geralmente perdem peso, apresentam prurido
e perda de la (MARTINS et al., 2012). Macroscopicamente ndo sdo observadas
alteracdes, entretanto, alguns indicios podem auxiliar na suspeita e no
diagnéstico da doenca, como estado corporal ruim e extensas areas deslanadas
(MARTINS et al., 2012).

Na avaliacdo histopatologica as lesbes sdo caracterizadas por vacuolos
redondos, bem delimitados e de diferentes didmetros no pericario de neurdnios
e distribuidos pelo neurdpilo principalmente na regido de Obex, entretanto,
também podem ocorrer no mesencéfalo, ponte, medula oblonga, cornos laterais
e ventrais da medula, nacleo motor dorsal do nervo vago, ja no cerebelo e cortex
pode ser observada alteracdo espongiforme leve (MARTINS et al.,, 2012;
GREENLEE et al.,, 2019). Na forma atipica Nor98, as lesbes também sé&o
vacuolares principalmente no neurépilo, e alguns vacuolos intraneurais. A
vacuolizacdo do neuropilo geralmente ocorre na camada molecular do cerebelo

e no cortex cerebral, em menor grau pode observar-se no tronco cerebral,
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entretanto, ndo ha alteracées vacuolares no 6bex (BENESTAD et al., 2003).
Cabe ressaltar que os quadros de Scrapie leva a morte neuronal sucessiva,
cronica e ndo ha processo inflamatorio envolvido (KIMBERLIN, 1990). Os
neurdnios acometidos e prolongamentos neuronais apresentam vacuolizacédo do
citoplasma e déo aspecto de esponja na histologia (ALMEIDA et al., 2013). Na
forma atipica (genétipo ARQ/ARR), observa-se no cerebelo alteracdo
espongiforme das camadas molecular e granular (GREENLEE et al., 2019).

O diagndstico de Scrapie pode ser realizado por meio da histopatologia,
porém a confirmacao deve ser pelo teste de imuno-histoquimica (IHQ), ensaio
imunoensimatico (ELISA) ou western immunoblot (OMSA, 2019b). No Brasil a
positividade na IHQ em amostras de tecido nervoso ou linfoides € considerado o
teste padrédo para 0 monitoramento da doenca e pode ser realizado em amostras
de animais vivos de tecidos linfoides como terceira palpebra e mucosa retal
(BRASIL, 2009; LEAL et al., 2012).

Para avaliar a susceptibilidade dos ovinos, pode ser realizar a extracao do
DNA genbmico a partir do sangue total dos animais. Nesta avaliacdo realizada
por meio de teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ocorre a
amplificacéo de um fragmento de 245 pares de base (pb) onde estéo localizados
0s principais codons (136 e 171) para a determinacdo da susceptibilidade ou
resisténcia do ovino a Scrapie (ANDRADE, 2013).

No Brasil a doenca foi diagnosticada primeiro no Rio Grande do Sul em
1978 de um animal importado da Inglaterra da ragca Hampshire Down
(FERNANDES; REAL & FERNANDES, 1978). Posteriormente os estados onde
foram confirmados diagnéstico de Scrapie sdo Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,
Parana, Bahia e Santa Catarina (OIE, 2021). Em Santa Catarina os primeiros
casos foram diagnosticados em 2011 seguidos de quatro surtos no ano de 2012,
2017 e 2019 (OIE, 2021). De acordo com a instrugdo normativa de numero 15
de 2 de abrii de 2008 é uma doenca de notificacdo obrigatéria, e o
estabelecimento sera considerado como propriedade foco e sera interditada
imediatamente, 0s ovinos positivos serdo sacrificados e as carcacas incineradas
ou enterradas ou qualquer outro procedimento aprovado pelo MAPA (BRASIL,
2008).
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4 ARTIGO 1

Neste item €& apresentado o0 artigo intitulado “Use of
immunohistochemistry and prion protein gene genotyping for detection of
Scrapie in sheep in the state of Santa Catarina, Brazil”. Este artigo encontra-
se publicado no periddico cientifico “Ciéncia Rural” com endere¢o de DOI:
doi.org/10.1590/0103-8478cr20220633.
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Use of immunohistochemistry and prion protein gene genotyping for detection of
Scrapie in sheep in the state of Santa Catarina, Brazil
Uso da imuno-histoquimica e genotipagem do gene da proteina pribnica para

deteccéo de Scrapie em ovinos no estado de Santa Catarina, Brasil

Lucas de Souza Quevedo,* Caroline Pinto de Andrade,? Deise Hemckmeier,?
Karyna Giacomini,* Fabio Ferreira,* Thierry Grima de Cristo,! David Driemeier?

and Renata Assis Casagrande!”

ABSTRACT

Scrapie is a contagious disease of sheep and goats caused by prions (PrP5¢). The first
outbreak of Scrapie described in the State of Santa Catarina in 16 sheep on a property,
where a 1 year and 3 month old sheep developed clinical signs characterized by motor
incoordination of the pelvic limbs, pruritus and alopecia for three days. The 38 sheep
from the flock that were over 1 year of age underwent biopsies of the third eyelid and
rectal mucosa, in addition to anti-PrPsc immunohistochemistry (IHC). Blood containing
EDTA was collected for PRNP gene genotyping from these sheep. IHC-positive animals
were euthanized and necropsied (14 sheep), as well as lambs from positive mothers (5
lambs). Two animals over a year old died naturally and were not necropsied. Different
organs of the 19 necropsied animals were collected in 10% buffered formalin for
histopathological examination and anti-PrPS¢ IHC of the obex. Of the 38, 16 (42.10%)

had immunostaining against anti-PrPS¢. The histopathology of the obex of the female
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presented vacuolization of the cytoplasm of neurons and neuropil. The anti-PrPS¢ IHC
showed that two out of the 19 obex samples had cytoplasmic immunostaining in neurons.
The genotypes found were ARQ/ARQ in 47.36%, ARR/ARQ 36.84%, ARQ/VRQ
10.52% and ARQ/VRR 5.28%. With genotyping, it is possible to identify susceptible
animals and, in this way, select the flock with animals that are more resistant to the
development of Scrapie. The clinical picture, anti-PrPS¢ IHC from lymphoid tissue
biopsies, and genotyping demonstrate the high number of positive sheep classified in
susceptible groups.

Keywords: Enzootic paraplexy, prion disease, small ruminants.

RESUMO

Scrapie é uma doenca contagiosa de ovinos e caprinos causada por prions (PrPs). O
primeiro surto de tremor epizodtico descrito no estado de Santa Catarina em 16 ovinos
em uma propriedade, onde uma ovelha de 1 ano e 3 meses desenvolveu sinais clinicos
caracterizados por incoordenacdo motora dos membros pélvicos, prurido e alopecia
durante trés dias. Os 38 ovinos do rebanho que eram acima de 1 ano de idade foram
submetidos a bidpsias de terceira palpebra e mucosa retal, além de imuno-histoquimica
(IHQ) anti-PrP*. Coletou-se sangue contendo EDTA para genotipagem do gene PRNP
destes ovinos. Os animais positivos na IHQ foram eutanasiados e necropsiados (14
ovinos), bem como os cordeiros das maes positivas (5 cordeiros). Dois animais acima de
um ano morreram naturalmente e ndo foram necropsiados. Diferentes orgaos dos 19
animais necropsiados foram coletados em formalina tamponada a 10% para exame
histopatoldgico e IHQ anti-PrP* do 6bex. Dos 38 ovinos, 16 (42,10%) apresentaram
imunomarcagdo na avaliagdo IHQ anti-PrP*°. Na histopatologia do 6bex da fémea havia

vacuolizagdo do citoplasma de neurénios e neurdpilo. Na IHQ anti-PrP*® das 19 amostras
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de Gbex, dois apresentaram imunomarcacdo citoplasmatica em neurdnios. Os gendtipos
encontrados foram ARQ/ARQ 47,36%, ARR/ARQ 36,84%, ARQ/VRQ 10,52% e
ARQ/VRR 5,28%). Com a genotipagem é possivel identificar os animais susceptiveis e
desta forma selecionar o rebanho com animais mais resistentes ao desenvolvimento do
Scrapie. O elevado numero de ovinos positivos para Scrapie é reflexo do alto nimero de
animais classificados nos grupos susceptiveis resultando em um quadro clinico

caracterisctico e avaliacdo de IHQ anti-PrP*® de biopsias de tecidos linfoides positiva.

Palavras-chave: Paraplexia enzoo6tica, doenca priénica, pequenos ruminantes.

INTRODUCTION

Scrapie is a neurodegenerative, progressive, and fatal transmissible spongiform
encephalopathy, which naturally affects sheep and goats with progressive neuronal loss
and a long incubation period (PRUSINER, 1991). The causative agent of the disease is a
prion, which corresponds to an altered form of the normal prion protein (PrP°)
(PRUSINER, 1982). The abnormal isoform of cellular prion protein (PrP*) is
characterized by deposition in several cell types of the host, mainly in the central nervous
system and lymphoid tissues, forming protein aggregates, which are responsible for
neurodegenerative disorders (ANDREOLETTI et al., 2000).

The first diagnosis of the disease in Brazil occurred in Rio Grande do Sul in 1978
in a Hampshire Down sheep (FERNANDES et al., 1978). Since then, the disease has been
reported in Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parana, Bahia, and Santa Catarina (OIE-
WAMHIS, 2021). The first cases in the State of Santa Catarina were diagnosed in 2011,
followed by four outbreaks in 2012, 2017, and 2019 (OIE-WAMHIS, 2021), although no

outbreaks have been reported in the state.
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The degree of genetic susceptibility to the development of Scrapie is considered
important in the selection of animals resistant to the disease, this classification can vary
from 1 to 5, where group 1 is considered extreme resistance to Scrapie and 5 is high
susceptibility. (USDA-APHIS, 2010). Dorper, White Dorper and animals crossed with
these breeds are associated with the highest genetic susceptibility (ANDRADE et al.
2015). Other breeds that are associated with genetic susceptibility are the Santa Inés
breeds (the most bred breed in Brazil), (MCMANUS et al., 2010; IANELLA et al. 2012),
Suffolk (HAMIR et al., 2005), Cheviot e Poll Dorset (HOUSTON et al., 2015).

Monitoring the disease and also susceptible genotypes are important available
tools to prevent the prion spread (DAWSON et al., 2008). The diagnosis of the pre-
clinical disease is performed by collecting a biopsy of the third eyelid or rectal mucosa
because these places present lymphoid follicles where the prion protein accumulates and,
therefore, an early diagnosis can be obtained (LEAL et al., 2012).

This is the first outbreak of Scrapie described in sheep in the state of Santa
Catarina, Brazil, detected through ante-mortem and post-mortem diagnoses, in addition
to categorizing sheep according to the degree of susceptibility and resistance through

genotyping of the prion protein gene (PRNP).

MATERIAL AND METHODS

A technical visit was made to a property located in the municipality of Pouso
Redondo, with a flock of approximately 60 Dorper and crossbred sheep, requested
veterinary care in July 2017 after noticing neurological signs three days before in a female
of the flock.

Biopsies were collected from the third eyelid and rectal mucosa for ante mortem

diagnosis due to suspected Scrapie 38 sheep over one year old. The animals were
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restrained and subjected to a local anesthetic block to obtain the samples. In addition,
blood was collected by venipuncture using Vacutainer® tubes containing EDTA. The
third eyelid and rectal mucosa fragments were placed in 10% buffered formalin and the
whole blood was refrigerated. The samples were sent to the Setor de Patologia
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), where they were
submitted to anti-PrPS¢ immunohistochemistry (IHC) examination (LEAL et al., 2012).
Euthanasia and necropsy were performed on 14 positive animals, as two died naturally
between the collection and euthanasia period, in addition to five lambs from positive
mothers.

The 14 sheep over one year old positive in immunohistochemistry plus the 5 five
lambs underwent genotyping of the PRNP gene. Genetic polymorphism analysis was
performed by determining the allelic frequency of codons 136, 154, and 171 of the prion
protein gene (ANDRADE et al., 2011), which allowed classifying the animals according
to the degree of susceptibility and resistance to Scrapie according to the National Scrapie
Surveillance Plan table (USDA-APHIS, 2010).

All animals that were euthanized and necropsied (19 sheep) had brain, spinal cord,
pharyngeal tonsil, lung, heart, liver, mesenteric lymph node, ileum, kidney and spleen
collected in 10% buffered formalin for routine histopathological examination and
hematoxylin and eosin (HE) staining. In addition, anti-PrPSc IHC was performed for the

brain stem (obex) of all sheep.

RESULTS
The animal was examined, and the suspicion of Scrapie was based on the
neurological evaluation. Therefore, the property was quarantine by the official state

agency, Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina
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(CIDASC).

The sheep that developed a neurological condition was an 1-year and 3-month-
old female, four months pregnant. The physical examination showed a lean animal that
ate and drank water normally, however had difficulty staying in the standing position,
incoordination in the pelvic limbs, remaining in sternal recumbency, in addition to
pruritus and areas of bilateral alopecia on the lateral face of the thigh (Figure 1A). Another
five sheep developed only pruritus and areas of alopecia were also observed on the lateral
region of the thorax and bilateral abdomen (Figure 1B). These animals were positive in
the test of manually scratching that responded with "nibble"” reflex, totaling six animals
with these clinical signs.

The 38 evaluated animals ranged in age from one to six years, consisting of 35
females (92.10%) and three males (7.89%). Sixteen sheep (42.10%) were immunostained
with anti-PrPS¢, with 14 (87.5%) showing staining in at least three lymphoid follicles of
the third eyelid and rectal mucosa and two (12.5%) only on the third eyelid (Figure 2A).
The female with neurological signs also showed immunostaining and was euthanized on
the 1th day of disease evolution. The outbreak occurred during the calving period and
there was no maternity pen. Therefore, several positive animals gave birth, and the others
came into contact with the placenta and uterine secretions (Figure 1C).

No significant changes were observed during the macroscopic evaluation, only
body condition varying from regular to poor and areas of alopecia in the thoracic and
abdominal regions in six (42.85%). Histologically, the only finding was observed in the
obex of the female that developed clinical sign, characterized by discrete multifocal
vacuolization of the neuropil (Figure 2B).

The anti-PrPS¢ IHC of the 19 brain stem (obex) samples collected post-mortem

showed that two animals had moderately immunostaining in the cytoplasm of neurons in

31



31

the region (Figure 2C), one of them consisting of the female with neurological signal. In
addition, these two IHC-positive animals were also found to have ARQ/ARQ and
ARQ/VRQ genotypes. These genotypes are associated with mild resistance and high
susceptibility to Scrapie development, respectively. Table 1 shows the genotypic analyses

of PRNP.

DISCUSSION

Sheep and goats older than 12 months of age that present neurological signs for
more than 15 days are considered to be animals with clinical suspicion of Scrapie
(MAPA, 2008). In the present outbreak, the sheep had only three days of neurological
signs at the time of clinical evaluation and interdiction of the property, remaining with
these signs for 11 days until slaughter. Considering the well-founded clinical suspicion,
the property must be quarantine to prevent the entry and exit of sheep and, consequently,
prion propagation (MAPA, 2008). One of the hallmarks of the disease that can assist in
the diagnosis is the test of manually scratching the back of the animal, which will respond
with a “nibbling” reflex. Sheep usually lose weight, present pruritus, and wool loss
(MARTINS et al., 2012). Six out of 14 positive animals in the anti-PrPS¢ IHC assessment
of the three lymphoid follicles of the third eyelid and rectal mucosa for Scrapie developed
these characteristic signs of pruritus and wool loss. One sheep developed clinical
neurological signs such as changes in gait in the pelvic limbs, wool loss, and pruritus and
other five sheep showed only pruritus and areas of alopecia. The Scrapie incubation
period in most cases is higher than one year and cases occur between 2 and 5 years of age
(OIE, 2019) and may also be correlated with the amount of PrPS¢ deposition and last from
10 days to months (CASSMANN et al., 2019).

The prion is believed to be transmitted horizontally and orally to animals.
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Furthermore, the placenta harbors the prion, thus becoming a potential risk of
dissemination (HUNTER, 2003). Spread via uterine discharge leads to contamination of
the environment where the lamb is more than once in a prolonged period of clinical
latency. The age incidence for the development of Scrapie is 2 to 4 years, but a minority
of cases occur in older sheep (DAWSON et al., 2008). In this outbreak, the contact of the
sheep with the placental remains was remarkable due to the absence of maternity pens,
thus contributing to the prion propagation and the development of the vast majority of
cases in young animals (under 2 years of age).

The ante-mortem diagnosis of Scrapie through PrP%¢ detection by IHC in
lymphoid tissues is considered effective to detect positive sheep, as clinical
manifestations may not occur in carrier animals (LEAL et al., 2012). The use of lymphoid
tissue from the third eyelid has a high specificity and sensitivity for preclinical
tests’(O'ROURKE et al., 2000). However, the suspicion of the disease is not eliminated
when the result is negative, making periodic monitoring of suspected animals necessary
due to the long incubation period. A wide disease spread was demonstrated in the
presented outbreak when the evaluation by anti-PrPS¢ IHC was carried out, with almost
half of the flock affected, and 87.5% of the positive animals had immunostaining in the
lymphoid tissue of the third eyelid and rectal mucosa. An outbreak recorded in the State
of Rio Grande do Sul in a flock of 318 sheep showed a positivity of 5.98% for PrPS® IHC
in the third eyelid, with no animals positive in the lymphoid tissue of the rectal mucosa
(LEAL et al., 2012).

The studied property had no sanitary control of the purchase and sale of animals
nor is the genotyping of the acquired animals requested. The ewes of this outbreak were
not separated into paddocks or farrowing pens, and the excretion of the prion in the

environment might have occurred through placental remains, which have a large PrP
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accumulation, being an important factor to be considered in the spread of Scrapie to
animals that have high susceptibility (SCHNEIDER et al., 2015).

As described in other outbreaks in Brazil and the world, the disease occurred
without an apparent macroscopic lesion. What could be noticed were changes that can be
related but are not characteristic, such as the loss of wool and weight (MARTINS et al.,
2012; ESTEVES et al., 2021). Histological lesions in classic Scrapie are at the brain stem
(obex) level and characteristic of vacuolization of neurons and neuropil without
inflammatory reaction, as described in this study. However, these lesions have also been
described to a lesser extent in the midbrain, pons, medulla oblongata, and lateral and
ventral horns of the spinal cord (MARTINS et al., 2012). There is no established pattern
in the distribution of atypical Scrapie lesions, but lesions in the cortex and cerebellum
without changes in the brain stem (obex) have been described (GREENLEE, 2019).

Importantly, only one animal in this outbreak, had characteristic lesions in the
brain stem (obex). This intensity is uncommon, as usually the animals have very
characteristic and evident neuronal or neuropil vacuolization in the obex in outbreaks, as
observed in some studies in Brazil (MARTINS et al., 2012; ANDRADE et al., 2015).
Fourteen sheep were positive by the IHC in the lymphoid tissues, however, only two
animals that were positive for IHC in the brain stem (obex). In a study carried out in Rio
Grande do Sul sheep with immunostaining of the third eyelid did not show
immunostaining in the central nervous system or the rectal mucosa and might be
considered asymptomatic even with accumulation of PrP in the brain and other tissues
(LEAL et al., 2012).

So far 15 haplotypes are known in sheep; the most resistant is the ARR allele
whereas the most susceptible is the VRQ allele (USDA-APHIS, 2010). Two out of the 19

animals that underwent genetic analysis presented the ARQ/VRQ genotype, considered
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the most susceptible to Scrapie development and no animal had the high resistance
genotype. This fact must be considered of great importance, as it demonstrates that the
genetic selection of these animals does not yet occur in Brazil. In Europe, selection
practices by genotyping between 2002 and 2006 have been efficient in eliminating
susceptible animals and increasing extremely resistant animals (DAWSON, 2008), which
may help in the future to reduce animals with the disease.

The National Scrapie Plan for Great Britain is a voluntary program started in 2001
and advocates the eradication of the VRQ allele and encourages positive selection for the
ARR allele, while sheep with the VRQ allele are euthanized or castrated (DAWSON et
al., 2008).

Dorper sheep are considered highly susceptible to Scrapie in the South of Brazil
(SOTOMAIOR etal., 2008; IANELLA etal., 2012; ANDRADE et al., 2015). In previous
study found the ARQ/ARR genotype to be the second most frequent (ANDRADE et al.,
2015), as in the present study. The third most observed genotype was ARQ/VRQ, similar
to that found by ANDRADE et al. (2015), however unlike two other studies that observed
an occurrence higher than 20% (IANELLA et al., 2012) and 22% (SOTOMAIOR et al.,
2008). The ARQ/VRR genotype, considered rare (BARAITAREANU et al., 2013) was
observed in 5.26% of the evaluated sheep, similar to that found by ANDRADE et al.
(2015) and SOTOMAIOR et al. (2008). The largest number of genotypes were classified
between the light and high resistance groups, as well as the data found in other studies
with animals of the same breed in Brazil (SOTOMAIOR et al., 2008; ANDRADE et al.,
2015).

Genotyping allows identifying resistant animals, which is an extremely important
measure to prevent this disease (ALARCON et al., 2021). It also allows the selection of

males and females carrying at least one resistant allele and its use in crosses to increase
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the frequency of resistance alleles, as recommended by selection programs for genetically
resistant animals, considering that they do not transmit the infectious prion (GUBBINS

& RODEN, 2006; USDA-APHIS, 2019).

CONCLUSION

In this outbreak had a high number of animals positive for PrPS¢, these sheep when
genotyped, were classified in mild resistance to high susceptibility, showing the
importance of surveillance of this disease. The clinical picture observed in sheep of the
studied property associated with anti-PrPS¢ IHC from lymphoid tissue biopsies was

effective in confirming the Scrapie diagnosis.
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female sheep in sternal recumbency. The detail shows an area of alopecia on the lateral
face of the thigh. (B) Adult crossbred Dorper female sheep with areas of alopecia in the
lateral region of the thorax (arrow). (C) Adult Dorper crossbred female sheep positive for
Scrapie with the placenta and uterine secretions in contact with other sheep.
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Figure 2. Scrapie outbreak in sheep: One-year and three-month-old crossbred Dorper
female sheep. Rectal mucosal biopsy with moderate immunostaining in lymphoid
follicles for PrPSC. Obj. 10.
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Figure 3. Scrapie outbreak in sheep: Brain stem (obex) of one-year and three-month-old
crossbred Dorper female sheep. (A) discrete multifocal vacuolization of the neuropil (arrow).

HE Obj. 40. (B) moderate immunostaining for PrP> in the cytoplasm of neurons and neuropil.
Obj. 40.
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Table 1. Scrapie outbreak in sheep in the state of Santa Catarina. Distribution and
classification of PRNP gene genotypes according to the National Scrapie Surveillance Plan

(USDA), 2010.

Associed Scrapie

R1 R2 R3 R4 RS Total
risk
Genotype - ARR/ARQ ARQ/ARQ ARQ/VRR ARQ/VRQ -
Number of animals 7 9 1 2 19
(%) _ (36.8%) (47.4%) (5.3%) (10.5%)  (100%)
0-11m - 2 3 - ; 5
12-23 m - 1 1 - - 2
Age 24-35m - 2 2 - 1 5
36-47 m - 2 1 1 1 5
> 47 m - - 2 - - 2
Total 0 7 9 1 2 19
m = months
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5 ARTIGO 2
Neste item € apresentado o artigo intitulado “Atypical clinical Scrapie in a

Dorper ram mimicking spinal cord injury.”
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ABSTRACT

Herein, we report an atypical case of scrapie in sheep. A 3-year-old, Dorper ram,
presented with kyphosis and difficulty standing still, fasciculations and proprioceptive
deficits of the pelvic limbs, and a positive scratch test. In the lymphoid tissue biopsy from
the third eyelid and rectal mucosa, enzyme-linked immunosorbent assay was positive for
the scrapie isoform of the prion protein (PrPsc). In the medulla at the obex level, there
were multiple well-delimited approximately round vacuoles of varying sizes in the

perikarya of neurons and their neuronal processes. Immunohistochemical and western
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immunoblot analyses were positive, and the genotype of the ram was naturally susceptible
(ARQ/ARQ).

KEYWORDS: Nervous system, transmissible spongiform encephalopathies, prion

diseases, genotypin small ruminants, sheep
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INTRODUCTION

Scrapie is an infectious disease of sheep and goats characterized by paresis, pruritus, and
locomotor disorders [1]. The disease belongs to a group of diseases called transmissible
spongiform encephalopathies [2]. It is estimated that in the United States alone, the
disease represents losses of between $10 and $ 20 million per year due to the suspension
of exports of products derived from sheep, matrices, semen, and embryos, in addition to
expenses related to carcass disposal and increased production costs [3].

Unaltered cellular prion protein (PrP®) modulates nervous and immune system functions,
such as cell proliferation, differentiation, and sensitivity to apoptosis [4]. When the PrP®
changes its conformation, it accumulates inside neurons, called scrapie isoform of the
prion protein (PrP*%), and disseminates into the central nervous system [4,5]. This study
aimed to report the clinicopathological aspects and genotypic characteristics of an

isolated case of scrapie in a ram with atypical clinical signs in Brazil.

CASE PRESENTATION

A 3-year-old Dorper sheep developed clinical signs of muscle tremors, difficulty in
locomotion, a dog-sitting posture, and difficulty standing for 30 days. The sheep were
acquired approximately 40 days prior and remained in a paddock with some bulls, but no
conflict was observed between them. Sheep ingested food and water normally, and their
diet was based on feed composed of corn grain, soybean hulls, Tifton hay, and gigs. The
animals remained on the Tangola pasture during the day and were kept on a sheepfold at
night.

Physical examination showed a body condition of 2.5 (1-5), a rectal temperature of 38.6
°C, a respiratory rate of 96 movements per minute, 36 beats per minute, normokinetic
pulse, and four ruminal movements every 5 min (rumen hypomotility). Kyphosis attracted
the most attention in the neurological examination (Figure 4A), in addition to preferential
sternal recumbency and difficulty in standing. The animal presented the dog sitting
posture and fell in an attempt to remain in the standing position (Figure 4B).
Proprioceptive deficit, reduction of deep pain, and absence of superficial pain, spasticity,
and muscle fasciculations were observed in the pelvic limbs. The scratch test showed a
positive pruritus reflex, characterized by licking the lips satisfactorily. The “scratch” test
consists of manually scratching the animal’s back, which will respond with a “nibble”
reflex [1]. Radiographic and myelographic examinations revealed no significant

abnormalities. There were no changes in the blood count, total plasma protein, or plasma
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fibrinogen levels. Creatine phosphokinase enzymatic activity was increased.

A lymphoid tissue biopsy from the third eyelid and rectal mucosa was performed and
referred for PrP* screening using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), with
both samples being positive. The ram was euthanized due to an unfavorable prognosis.
All organs were collected and fixed in 10% buffered formalin for routine
histopathological processing and hematoxylin and eosin. The spinal cord, medulla at the
obex, pharyngeal tonsils, mesenteric lymph nodes, ileum, and spleen were positive for
anti-PrP*® on immunohistochemical evaluation. Moreover, medulla at the obex and spinal
cord samples were considered characteristic of classic scrapie using western immunoblot
analysis. Prion protein (PRNP) genotyping was performed using genomic DNA extracted
from frozen brains, and polymorphisms in codons 136, 154, and 171 of the PRNP were
examined using real-time polymerase chain reaction.

A necropsy revealed no macroscopic changes. Histopathological examination revealed
multiple well-delimited moderately round vacuoles of varying sizes in the pericaries of
the neurons and neuropils (Figure 5). Multifocal vacuolization was observed in the frontal
lobe at the corpus callosum and basal ganglia level, ranging from moderate to mild in the
neuropil. The diencephalon, encompassing the parietal cortex, hippocampus, and
thalamus, showed moderate multifocal vacuolization of the neuropil, discrete
vacuolization of the gray matter, and rare neurons with cytoplasmic vacuolization. The
midbrain at the level of the rostral colliculi showed moderate multifocal vacuolization in
the white matter, discrete vacuolization in the neuropil, and rare neurons with cytoplasmic
vacuolization. The occipital cortex was the only region of the central nervous system that
showed no alterations. The pons showed discrete multifocal vacuolization in the white
matter neuropil and rare neurons with cytoplasmic vacuolization. The cerebellum showed
moderate multifocal vacuolization in the white matter and mild vacuolization in the
Purkinje neurons with cytoplasmic vacuolization. The spinal cord in the region of thoracic
and lumbar swelling showed discrete multifocal vacuolization in the white and gray
matter neuropils. Neurons of the trigeminal ganglion were also evaluated, and discrete
multifocal vacuolization of the cytoplasm was observed.

The genotype was classified as naturally susceptible (ARQ/ARQ) to disease development
and group 3 of light resistance according to the National scrapie Surveillance Plan.
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DISCUSSION

Purebred, white Dorper sand and their crossbreeds are considered more predisposed to
the development of scrapie [6]. The breed of the ram in this study is an essential
epidemiological factor in scrapie cases, as well as age, because in sheep that develop
neurological clinical signs are between 2 and 5 years of age [7]. This is the second
diagnosis in an animal of the Dorper breed in Brazil and the first in Santa Catarina.

The clinical diagnosis of the ram was initially attributed to thoracolumbar spinal cord
trauma between T3 and L3 due to the dog’s sitting posture, but it was discarded when
evaluated by radiography and myelography. Despite this, scrapie had not yet been
considered owing to neurological clinical signs not specific to the disease, characterized
by wool loss and head tremors [6]. The only neurological signs that could lead to
suspicion of scrapie are limb weakness and sternal recumbency, as animals usually
develop ataxia and fasciculations of the pelvic limbs [7]. A positive scratch test and
unfavorable diagnosis justified euthanasia, allowing complementary examinations and
confirming the diagnosis of scrapie [1,6]. Cases of atypical scrapie, stiff gait, ataxia,
hypermetria (dysmetria), abnormal pelvic limb posture, generalized tremors, and lip
tremors have been reported. [8]. In an experimental study, animals with greater
accumulation of PrP*¢ in the cerebellum with the ARQ/ARR genotype developed severe
dysmetria [8].

At necropsy, no alterations are observed in the cases of scrapie, as observed in the ram in
this report. However, some indications may help in the suspicion and diagnosis of the
disease, such as poor body condition and extensive hairless areas [1].

On microscopic evaluation, lesions in the medulla are commonly reported and are
characterized by well-delimited round vacuoles of different diameters in the perikaryon
of neurons and distributed throughout the neuropil, mainly in the medulla at obex
level[1,9]. In this case, the lesion was also observed in this region at moderate intensity
in the white matter and discrete gray matter in the parietal cortex, hippocampus, and
thalamus. However, it can also occur to a lesser extent in classic cases in the
mesencephalon, pons, medulla oblongata, lateral and ventral horns of the medulla, dorsal
motor nucleus of the vagus nerve, cerebellum, and cortex [1,9]. In the present case, these
same regions had a lower intensity of vacuolization, similar to those described in other
cases. However, the lesions were of moderate intensity in the white matter and discrete
in the Purkinje neuron cerebellum, commonly described in cases of atypical scrapie [8].

The definitive diagnosis in this sheep was obtained through histopathology and
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immunohistochemistry of samples of the spinal cord, medulla, mesenteric lymph nodes,
spleen, and tonsils [6]. ELISA is usually performed for screening when there is a clinical
suspicion of Scrapie [10], as in this case. scrapie should be considered a differential
diagnosis when sheep develop atypical signs, such as kyphosis, or acquire a dog-sitting
position.

Genotyping is important in sheep flocks for selecting genetically resistant animals, as in
Europe, where selection programs are performed to eliminate sheep with high
susceptibility [11]. In Brazil, the ARQ/ARQ genotype, the same as that observed in the
animal in this study, is the most common in sheep [6] and is classified as moderate risk
(R3) for the development of scrapie according to the United States Department of
Agriculture [12,13]. In Brazil, the occurrence of scrapie has been considered recently,
and genotyping, considered one of the methods for describing and correctly controlling
the disease, is rarely performed [14,15].

This report describes a case of scrapie in a sheep with atypical clinical signs of the disease,
indicating that when animals show neurological signs, such as kyphosis and
proprioceptive deficits of the pelvic limbs, scrapie should always be considered a
differential diagnosis. This genotype was classified as naturally susceptible (ARQ/ARQ)
to disease development, demonstrating the importance of early diagnosis.
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FIGURE LEGEND

Fig. 4. A 3-year-old male Dorper ram with an atypical case of Scrapie
A: Dog sitting posture and kyphosis. B: Dorsal recumbency after a fall in an attempt to

remain in a standing position.

Fig. 5. Atypical case of scrapie 3-year-old Dorper ram A: Medulla at the obex level:
multiple neurons with well-delimited round vacuoles of varying sizes (arrows); H&E
stain; bar = 20 um. B: Higher magnification of A; H&E stain; bar = 2 um. .H&E,

hematoxylin and eosin.
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6 ARTIGO 3
Neste item é apresentado o artigo intitulado “Scrapie em ovinos:
associacdo do grau de vacuolizacdo encefalica com os sinais clinicos

neurologicos.”
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6 SCRAPIE EM OVINOS: ASSOCIACAO DO GRAU DE VACUOLIZACAO
ENCEFALICA COM OS SINAIS CLINICOS NEUROLOGICOS

RESUMO

Scrapie € uma doenca de ovinos que cursa com quadro neuroldgico, possui
carater infeccioso e ao entrar em contato com a forma normal da proteina prion
(PrP), realiza a conversdo em proteina que possui isoforma anormal (PrPs°)
levando a deposi¢éo no sistema nervoso central. Este estudo tem como objetivo
associar o quadro clinico com a mensuracdo das alteracbes vacuolares
observadas em diferentes regides do encéfalo de ovinos diagnosticados com
scrapie. Foram avaliados um caso isolado (caso 1) de um carneiro e dois ovinos
(casos 2 e 3) de outro rebanho. O carneiro (caso 1) apresentou decubito esternal
com postura de céo sentado, fasciculagdes dos membros pélvicos, cifose, déficit
proprioceptivos dos membros pélvicos, reducdo da dor profunda e superficial e
foi positivo no “teste de Scratch”. O carneiro (caso 2) apresentou prurido, perda
de 1& no lado direito nas regifes toracica e lombar dorsal, escapular e umeral,
além da cervical, tremores discretos de cabeca e o teste de Scratch foi negativo.
Na ovelha (caso 3) observou-se apenas prurido na face e alopecia na regiao dos
0ssos nasal, frontal e parietal. Os trés ovinos foram positivos na imuno-
histoquimica ou ELISA anti- PrPS¢ na biépsia de tecido linfoide da terceira
palpebra e/ou mucosa retal e foram submetidos a eutanasia. Na genotipagem do
gene PRNP, o ovino 1 foi classificado como de baixa resisténcia (R3), o ovino 2
de alta suscetibilidade (R5) e o ovino 3 resistente (R2). Os locais em que houve
maior média de vacuolos em neurépilo foram nos ovinos 1 e 3 no tdlamo e no
ovino 2 na medula espinhal. Ja em neurdnios a maior média foi observada em
talamo, coliculos rostrais e coértex frontal nos ovinos 1, 2 e 3, respectivamente.
Os achados histolégicos observados neste estudo demonstram que o grau de
vacuolizacdo pode influenciar na gravidade quadro neurolégico dos ovinos,
entretanto nem sempre o animal desenvolve sinais clinicos. Provavelmente o
desenvolvimento dos sinais clinicos dos animais infectados pelo prion, ira
depender do gendtipo do ovino, quantidade de prion e local de deposi¢cao no
sistema nervoso central.

Palavras-chave: vacuolizagcdo neuronal, encefalopatia espongiforme, ovino
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6.1 INTRODUCAO

Scrapie é uma enfermidade que acomete 0s ovinos e pertence ao grupo
das encefalopatias espongiformes transmissiveis (EET). Possui como
caracteristica a deposicédo de uma forma alterada da proteina priénica (PrPS¢) no
tecido encefélico que evolui para doenca neuroldégica e morte (PRUSINER,
1998). Os prions sao proteinas que possuem carater infeccioso que ao entrar
em contato com a forma normal da proteina prion (PrP°¢), realizam a converséo
em uma isoforma anormal (PrPS¢) (PRUSINER, 1998).

Apds o ovino entrar em contato com prion seja por ingestao, inalacdo ou
contato direto pelas membranas mucosas ou conjuntivas, ocorre a adesédo as
superficies apicais das células epiteliais da mucosa, das Células M, além de
células dendriticas das mucosas das tonsilas, do trato digestivo e respiratorio
(LINDEN et al. 2008). Posteriormente, a PrPS¢ é fagocitada por células
apresentadoras de antigenos como macréfagos e células dendriticas. Estas
células fazem a entrega do prion nos centros germinativos das placas de Peyer
e em outros tecidos linfoides (COBB & SUREWICZ, 2009). No sistema nervoso
periférico (SNP) o prion consegue sair dos tecidos linfoides e ganhar o sistema
nervoso central (SNC), além disso o baco ainda pode atuar como reservatorio
do prion (GLATZEL et al., 2001). Suspeita-se que o agente também possa se
disseminar por via hematogénica (DONALDSON et al., 2012; GONZALEZ et al.,
2014).

Ao identificar quais células e moléculas estdo envolvidas no transporte
transepitelial do prion é possivel estabelecer processos que influenciam na
suscetibilidade a enfermidade, a partir disso, métodos de intervencfes podem
ser desenvolvidos (DONALDSON et al.,, 2012). VariacBes nas alteracdes
encefélicas, como envolvimento de substancia cinzenta ou substancia cinzenta
e branca, acumulos intracelulares ou extracelulares, maior ou menor
envolvimento de células gliais, podem ser observadas. Estes acimulos que déao
origem a esta diversidade de fenétipos neuropatolégicos (GONZALEZ et al.,
2014). Sugere-se que estes padrdoes de lesbes sejam alterados devido ao
polimorfismo do gene PrP¢ do hospedeiro ou pela cepa do prion, ou seja, a
interacdo entre o prion e o hospedeiro (BECK et al., 2010; GONZALEZ et al.,
2010).
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Macroscopicamente ndo sado observadas alteracfes, entretanto, alguns
indicios podem auxiliar na suspeita e no diagnostico da doenca, como estado
corporal ruim e extensas areas deslanadas (MARTINS et al.,, 2012). Na
avaliacao histopatoldgica as lesbes sao caracterizadas por vacuolos redondos,
bem delimitados e de diferentes didmetros no pericario de neurdnios e
distribuidos pelo neurdpilo principalmente na regido de medula na altura de 6bex,
entretanto, também podem ocorrer no mesencéfalo, ponte, medula oblonga,
cornos laterais e ventrais da medula, nacleo motor dorsal do nervo vago, ja no
cerebelo e cértex pode ser observada alteragdo espongiforme leve (MARTINS et
al., 2012; GREENLEE et al., 2019).

Uma forma atipica Nor98 é descrita, na qual as lesdes também séo
vacuolares principalmente no neurépilo, e alguns vacuolos intraneurais. A
principal diferencga é alteracdo espongiforme das camadas molecular e granular
em cerebelo (GREENLEE et al., 2019). A vacuolizagdo do neurépilo geralmente
ocorre na camada molecular do cerebelo e no cortex cerebral, em menor grau
pode observar-se no tronco cerebral, entretanto, ndo ha alteracdes vacuolares
na medula na altura de 6bex (BENESTAD et al., 2003). Os quadros de scrapie
levam a morte neuronal sucessiva, cronica e nao ha processo inflamatorio
envolvido (KIMBERLIN, 1990).

O presente trabalho tem como objetivo associar o quadro clinico
neurolégico com a mensuracdo das alteracbes vacuolares observadas em

diferentes regides do encéfalo de ovinos diagnosticados com scrapie.

6.2 MATERIAL E METODOS

Caso 1

Um ovino macho de trés anos da raga Dorper (ovino 1) foi encaminhado
ao Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC). O carneiro era proveniente de uma propriedade localizada
no municipio de Pouso Redondo, Santa Catarina e havia sido adquirido ha
aproximadamente quatro meses antes do inicio dos sinais clinicos. O animal foi
encaminhado para o atendimento devido ao quadro neurolégico com evolugéo

de aproximadamente 40 dias.
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No HCV do CAV/UDESC o animal passou por exame fisico, neuroldgico,
radiografia e mielograma. Em decorréncia ao quadro neuroldgico observado
havia suspeita de lesédo traumatica entre segunda e terceira vértebras toracicas.

O ovino foi submetido a bidpsia de tecido linfoide, as quais foram
remetidas ao Laboratério Federal de Defesa de Pernambuco (LFDA-PE) para
realizacdo de imuno-histoquimica. Foi optado pela eutanasia devido o
prognoéstico desfavoravel e a piora dos sinais neurolégicos. Fragmentos de
medula espinhal, 6bex, tonsila, linfonodo mesentérico, ileo e baco foram
remetidos refrigerados para Canadian Food Inspection Agency localizado no
Canada para exame de imuno-histoquimica e Western Immunobilot.

A genotipagem do gene PRNP foi obtida por meio do DNA gendmico que
foi extraido do cérebro congelado e os polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171

do gene da proteina prion (PRPN) foram examinados por PCR em tempo real.

Caso 2

Em julho de 2021 a CIDASC, contactou o Laboratorio de Patologia Animal
da UDESC devido a suspeita clinica de scrapie. Primeiramente foi realizado
inquérito epidemiolégico e exame ante mortem de um ovino macho mestico,
Dorper, de dois anos (ovino 2), com sinal neurolégico. O ovino havia sido
adquirido ha aproximadamente um ano.

O animal passou por coleta de sangue total para analise molecular e
genotipagem, e em seguida foi submetido a eutanasia devido ao progndstico
clinico desfavoravel. As amostras de o6bex, ileo, tecido linfoide de terceira
palpebra e mucosa retal foram colhidas e mantidas resfriadas para confirmacao
do diagnostico de scrapie junto ao LFDA-PE pelas técnicas de imuno-
histoquimica ou ensaio de imunomarcagdo enzimatica anti-PrPS¢, Neste mesmo
dia outros trés animais na propriedade (ovinos 3, 4 e 5) foram submetidos a
biépsia de terceira palpebra e mucosa retal para envio das amostras juntamente

com a amostras do ovino 2.

Bidpsias de tecido linfoide e de terceira palpebra e mucosa retal
Para colheita das bi6psias foi realizada a contencgéo fisica dos animais.
Na colheita da terceira palpebra foi aplicado colirio oftalmoldgico (Colirio

anestésico, cloridrato de tetracaina 1% e cloridrato de fenilefrina 0,1%,
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Laboratorio Allergan, Brasil) no olho esquerdo. A mucosa palpebral foi pincada
e levemente tracionada para afastamento do conjuntivo adjacente, com a
tesoura de Metzenbaum e um corte para coleta da amostra do tecido linfoide da
terceira palpebra. Para a colheita da mucosa retal foi utilizado um conjunto de
pinga e tesoura curva, esta amostra que foi retirada a 2 cm cranial da linha da
juncdo da mucosa reto-anal, na regiao ventral. Para realizar este procedimento
foi realizada a aplicacdo de 0,5 mL de cloridrato de lidocaina 2% sem
vasoconstritor (Xylestesin®, Laboratorio Cristalia, Brasil) na mucosa retal, este
procedimento teve auxilio de um espéculo ginecoldgico de tamanho médio
humano vagispec® introduzido no reto do animal. Apds o procedimento foi
aplicado repelente, cicatrizantea aerossol (Bactrovet Prata AM®, Laboratoério
Konig do Brasil) (LEAL et al., 2012).

Imuno-histoquimica ou ensaio de imunoabsorgéo enzimatica anti-PrPs¢

Os tecidos linfoides foram acondicionados em formalina a 10% para
realizacdo da imuno-histoquimica (IHQ) anti-PrPS¢ ou congelados para
realizacdo de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) anti-PrPS¢ (LEAL et
al., 2012; MELONI et al., 2012). O material colhido foi remetido ao LFDA-PE
(BRASIL, 2018).

Andélise molecular e genotipagem

Foi colhido sangue total dos ovinos do presente estudo, para a realizagao
da analise molecular por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para classificar
0s ovinos quanto ao grau de suscetibilidade e resisténcia a scrapie de acordo
com National Scrapie Surveillance Plan (USDA), 2010. O sangue de trés ovinos
(casos 1, 2 e 3) foi colhido por meio de puncédo da veia jugular com a utilizacao
de tubos Vacutainer® contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
mantidas a -20°C até a realizacdo das andalises moleculares. A extracdo de DNA
foi executada individualmente através do kit GeneElute™ Blood Genomix DNA
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) de acordo com as
orientacdes do fabricante. As amostras foram mensuradas em espectrofotometro
Nano Drop 2000 (Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados Unidos).

A PCR foi conduzida utilizando o par de primers 136 (5-
ATGAAGCATGTGGCAGGAGC-3) e 171 (5-
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GGTGACTGTGTGTTGCTTGACTG-3’) que abrange as regides dos trés codons
principais descritos para resisténcia ou suscetibilidade ao prion, 136, 154 e 171
(ANDRADE et al., 2011), amplificando um fragmento de 245 pares de base. A
reacao de 25uL foi composta por 1uL de DNA, 15pmol de cada primer, 1.5mM
de MgCI2, 200uM de dNTPs, 1X de tampé&o de reacdo e 1U de Taq DNA
Polimerase (Kit GoTaq G2 Hot Start Polymerase — Promega Corporation®,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos), além de agua ultrapura autoclavada para
completar o volume. A reacéo foi conduzida em um termociclador ABI Veriti
(Applied Biosystems®, Foster City, California, Estados Unidos) utilizando as
seguintes condic¢des: 95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95°C a 30
segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com extensao final
de 72°C por 10 minutos. As amostras amplificadas foram purificadas
manualmente utilizando 2,5uL de acetato de s6dio 3M e 100uL de etanol 100%.
As reag0Oes purificadas foram novamente quantificadas em espectrofotdmetro
Nano Drop 2000 (Thermo Scientific®, Wilmington, Delaware, Estados Unidos).

As sequéncias de cada amostra foram obtidas através de
sequenciamento Sanger, utilizando o kit BigDye Terminatior 3.1 Cycle
Sequencing em um ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®,
Foster City, California, Estados Unidos). Cada amostra foi sequenciada uma vez
nos sentidos forward e reverse. As sequéncias foram avaliadas através do
BioEdit 7.2 Software (HALL, 1999), editadas e concatenadas. Em seguida, foram
alinhadas através do método ClustalW (Thompson et al., 1994) no software
MEGA11l (TAMURA et al., 2021). As sequéncias deste estudo foram alinhadas
com uma sequéncia completa para referéncia depositada na plataforma BLAST,
GenBank “Ovis aries PrP mRNA for prion protein ARQ complete cds” (numero
de acesso AB621927) para obtencdo dos aminoacidos presentes nas posi¢cdes
136, 154 e 171 do gene. Para a genotipagem e classificacao da susceptibilidade
destes ovinos a scrapie, foi averiguada a frequéncia alélica dos codons 136, 154
e 171 para posterior tabulacdo e classificacdo dos genoétipos de acordo com
Roels et al. (2004).

Mensuracdo da vacuolizagcdo no sistema nervoso central de ovinos com

scrapie
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Apos a fixacdo do encéfalo em formalina tamponada a 10% foram realizados
sete cortes seriados transversais do cérebro e um longitudinal do cerebelo
(Ovinos 1, 2 e 3) com diagnostico positivo para PrPs¢ por IHQ e/ou ELISA de
bidpsia de tecido linfoide de terceira palpebra e/ou mucosa retal. Em seguida, os
cortes de ambos os hemisférios foram emblocados em parafina e corados com
eosina e hematoxilina (HE).

Os oito cortes foram: 1. Lobo frontal na altura do joelho do corpo caloso -
cortex frontal e dos nucleos da base. 2: Diencéfalo através da aderéncia
intertalamica - coOrtex parietal, hipocampo e talamo. 3: Cortex occipital. 4:
Cerebelo. 5: Mesencéfalo - coliculos rostrais. 6: Ponte com peddnculos
cerebelares. 7: Bulbo na altura do 6bex. 8: Medula espinhal cervical, conforme

estdo representados na Figura 6.
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Figura 6: Cortes transversais e longitudinal de encéfalo fixados em formalina a
10% de ovinos com scrapie. Os pontos representam as areas microscopicas
avaliadas para mensuracao de vacuolos. A — Corte transversal do lobo frontal:
cortex frontal em amarelo substancia cinzenta, em vermelho a sustancia banca.
Nucleos da base em preto. B — Corte transversal de diencéfalo: lobo parietal em
amarelo substancia cinzenta, em vermelho a sustancia banca. Hipocampo: azul.
Talamo: preto. C - Corte transversal de cortex occipital em amarelo substancia
cinzenta, em vermelho a sustancia branca. D - Corte longitudinal de cerebelo em
amarelo camada granular, em vermelho camada molecular, em azul, células de
Purkinge e em preto substancia branca. E — Corte transversal de coliculos
rostrais foram avaliados area 1 em vermelho, 2 em amarelo, 3 em azul e 4 em
preto. F — Corte transversal de ponte com pedunculos cerebelares area 1 em
vermelho, 2 em amarelo e 3 em azul-. G - Corte transversal de bulbo a altura
do Obex, area 1 em vermelho, 2 em amarelo, 3 em azul e 4 em preto foram
avaliadas. H - Corte transversal de medula espinhal, vermelho e amarelo sao os
cornos dorsais e azul e preto cornos ventrais e substancia branca lilas, rosa,
laranja e verde.

Andlise dos vacuolizacao
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Foi realizado a mensuracao histoldégica do numero de vacuolos em cada
regido. Os vacuolos foram contados em microscopio Zeiss Axio
Scope.Al (AxioCam ICc, software AxioVision 4.8.1 11-2009) em objetiva de 40
contando 3-4 regides de forma aleatéria e assim, obtendo-se a média. Quando
a vacuolizacéo foi observada no neurénio o mesmo era marcado com um X da
cor vermelha e quando observada em neurépilo foram sinalizados em X preto na
coloracdo de eosina e hematoxilina. O grau de vacuolizacdo foi avaliado de
forma descritiva de 0 a 3, quando ndo houve vacuolizacdo foi atribuido grau 0,
grau 1 (discreta) de 1 a 5 vacuolos, grau 2 (moderada) de 6 a 10, grau 3
(acentuada) mais que 11 vacuolos na objetiva de 40 e apés a realizagdo das
meédias de cada regido contada.

Uma segunda classificacdo foi realizada conforme o nimero de regides
afetadas. Quando observado vacuolizacdo em 1 a 2 regides era considerada do
tipo 1, tipo Il de 3 a 5, tipo Il acima de 5 regides. Nesta classificacdo separou-se
vacuolizacdo em neurbnios e vacuolizacdo em neurépilo. Todas essas
avaliacdes de grau de vacuolizacdo foram realizadas a partir de adaptacdes de
Mould et al. (1967).

6.3 RESULTADOS
Caso 1

O carneiro (ovino 1), estava decubito lateral (Figura 7) e esternal com
postura de cdo sentado, fasciculagbes dos membros pélvicos, cifose, déficit
proprioceptivos dos membros pélvicos, reducédo da dor profunda e superficial e

foi positivo no teste de “scratch”.
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Figura 7: Ovino, macho, Dorper, trés anos com Scrapie em dectibito lateral
direito.

Caso 2

Na propriedade havia quatro ovinos, um macho e uma fémea e suas crias,
dois machos com menos de um ano em 2021 (nascido em épocas diferentes). O
local de paricdo da ovelha era no mesmo local onde encontrava-se os demais
animais, ndo havia destinacdo dos restos placentarios.

O animal que desenvolveu sinais clinicos era um ovino macho mestico
Dorper de 2 anos de idade (Figura 8A). Ao chegar ao local o proprietério relatou
gue o carneiro iniciou com coceira em cercas, objetos e arvores ha dois meses
antes do acompanhamento e evoluiu para tremor no més anterior ao
atendimento.

Na avaliacdo neuroldgica constatou-se tremores discretos de cabeca,
perda de la moderada na regido das escapulas e no teste de Scratch foi negativo.
Na necropsia observou-se que o ovino estava em bom estado corporal, com
multiplas areas de perda de la no lado direito nas regifes toracica e lombar
dorsal, escapular e umeral, além da cervical.

Em fevereiro de 2022 retornou-se a propriedade apos a confirmacao do
diagndstico de Scrapie (bidpsias de tecido linfoide de mucosa retal e de terceira

palpebra no teste de ELISA e IHQ anti-PrPS¢— primeira visita), para a realizacéo
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da eutanasia e necropsia da ovelha (ovino 3), os ovinos 4 e 5 foram negativos
no mesmo teste.

O ovino 3 era uma fémea, mestico Dorper com Santa Inés, 3 anos e seis
meses em estado corporal regular. O animal apresentou prurido com alopecia e

deposicao de crostosas na regido dos 0ssos nasal, frontal e parietal (Figura 8B).

- v
X .
> X AN

i . Bop s A 7 :

Figura 8: A — Ovino, macho, mestico Dorper, 2 anos com Scrapie. Nas setas
indicam multiplas areas de perda de |a devido o prurido intenso nas regifes
toracica e lombar dorsal, escapular e umeral, além da cervical. B - Ovino, fémea,
mestico Dorper com Santa Inés, 3 anos e seis meses com Scrapie: pele da
regiao periocular abrangendo os 0ssos regido dos 0ssos nasal, frontal e parietal
com alopecia e deposicao de crostas focalmente extensa.

Os ovinos que tiveram sinais clinicos mais graves foram 0s que tiveram
alteracBes vacuolar principalmente em medula espinhal, coliculos rostrais e 6bex
conforme pode ser observado na Tabela 2 e demostrado na Figura 9. Na Tabela
3 estdo demonstrados os sinais clinicos e 0s gendtipos com grau de
suscetibilidade. Todos os animais tiveram vacuolizagdo em mais de cinco

regides sendo classificados como tipo Il (Figura 10).
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Graduacao das vacuolizagdes
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Figura 9 — Escore de graduacdo das médias de vacuolizacdo por regido de
ovinos com Scrapie. 0 = sem vacuolizacdo, escore 1 (discreta vacuolizacao),
escore 2 (moderada vacuolizacéo) e escore 3 (acentuada vacuolizacao).
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Tabela 2- Média de vacuolizacdo em neurépilo e neurdnios das regides avaliadas nas sec¢fes de encéfalo de ovinos com scrapie

68

Local Ovino 1 Ovino 3
Cortex parietal Neuropilo Neurénios G Neurdpilo Neurdnios G Neuropilo Neuronios G
Substancia branca 4 0 1 0 6 0
Substancia cinzenta 4 0 0 0 0 0
Média 4 0 2 0,5 0 1 3 0 2
Hipocampo esquerdo 1 0 1 0 8 0
Hipocampo direito 2 0 1 0 6 0
Média 1,5 0 1 1 0 1 7 0 3
Talamo esquerdo 8 0 5 0 8 0
Talamo direito 8 2 4 0 11 0
Média 8 1 3 4,5 0 2 9,5 0 3
Cértex frontal Neurdpilo Neurdnios Neurdépilo Neurbnios Neurdpilo Neurbnios
Substancia branca 7 0 2 0 4 0
Substéancia cinzenta 2 0 0 0 1 1
Média 4,5 0 2 1 0 1 25 05 2
Nucleos da base esquerdo 1 0 4 0 2 0
Nucleos da base direito 3 0 2 0 1 0
Média 2 0 1 3 0 2 1,5 0 1
Coliculos Neurdpilo Neurdnios Neurdépilo Neurbnios Neurdpilo Neurbnios
1 - Dorsal esquerda 7 0 11 0 2 0
2- Dorsal direita 9 0 13 0 2
3 - Ventral esquerda 3 2 6 2 7
4 - Ventral direita 3 0 17 2 3 0
Média 55 05 3 11,75 1 3 35 0 3
Cortex occipital Neurdpilo Neurdnios Neurépilo Neurdnios Neurdpilo Neurbnios
1 - Substancia branca 6 0 2 0 0
2 - Substéancia branca 0 0 0 0 0
3 - Substancia cinzenta 0 0 0 0 3
4 - Substancia cinzenta 0 0 0 0 0 0
Média 1,5 0 1 05 0 1 0,75 0 1
Medula oblonga a altura
do 6bex Neurdpilo Neurdnios Neurépilo Neurdnios Neurdpilo Neurbnios
1 - dorsal 5 1 13 0 2
2 — ventral 4 0 5 1 1
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3 —direita 10 0 1 0 1

4 — esquerda 6 0 12 0 2 0
Média 6,25 0,25 3 7,75 0,25 3 1,5 0,25
Ponte Neurépilo Neurénios Neuropilo Neurbnios Neurdpilo Neurbnios
1 - centro 2 0 8 1 1
2 - direita 3 0 0 1 1 0
3 —esquerda 2 0 11 0 8 0
Média 2,3 0 2 6,3 0,7 3 3,3 0
Cerebelo
Camada da granulosa
1 0 - 7 - 0 -
2 0 - 3 - 0 -
3 1 - 2 - 0 -
Média 0,3 - 1 4 - 3 0
Camada de Purkinge
1 - 0 - 2 - 0
2 - 0 - 1 - 0
3 - 0 - 1 - 0
Média - 0 0 - 1,3 1 - 0
Substancia branca — preto
1 4 - 12 - 2 -
2 3 - 2 - 2 -
3 4 - 7 - 2 -
Média 3,7 - 2 7 - 3 2 -
Camada molecular -
1 2 - 5 - 0 -
2 1 - 5 - 0 -
3 0 - 1 - 0 -
Média 1 - 1 37 - 2 0 -
Medula espinhal Neurdpilo Neurbnios Neuropilo Neurbnios Neurdpilo Neurénios
1 - corno dorsal 3 0 36 0 0
2 - corno dorsal 5 0 43 0 0
3 - corno ventral 2 0 2 1 0
4 - corno ventral 0 0 0 1 0 0
Média 25 0 2 20,2 0,5 3 0 0

*G = classificagdo do grau de vacuolizagao por localizagéo avaliada (neurdnio e neuropilo): 0 sem vacuolizagdo, 1 discreta, 2 moderada e 3 acentuada.
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Tabela 3 — Sinais clinicos de ovinos com scrapie no estado de Santa Catarina. Distribuicéo e classificagdo dos genoétipos do gene PRNP
de acordo com National Scrapie Surveillance Plan (USDA), 2010.

Ovino 1 Ovino 2 Ovino 3
Gendtipo ARQ/ARQ ARQ/VRQ ARR/AHQ
Grau de suscetibilidade R3 Baixa resisténcia R5 Alta suscetibilidade R2 Resistente
Sinal clinico - - -

Prurido/ Alopecia Sim Sim Sim
Tremor Nao Sim Nao
Cifose Sim Nao Nao
Decubito esternal Sim Nao Nao
Postura de céo sentado Sim Nao Nao
Déficit proprioceptivo Sim N&o N&o
Reducéo da dor profunda Sim N&o Nao
Auséncia de dor superficial Sim N&o N&o
Espasticidade Sim N&o N&o
Fasciculagbes musculares Sim Sim Nao

Teste positivo de Scratch Sim N&o Nao
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Figura 10: Marcacdes das vacuolizacdes em encéfalo de ovinos com scrapie.
Em vermelho vacuolizacdo neuronal e em preto vacuolizacdo em neurdépilo. A —
Ovino 2: Talamo. B — Ovino 3: Hipocampo. C — Ovino 2: Cerebelo. D — Ovino 2:
Coliculos rostrais. E — Ovino 2: Ponte. F — Ovino 1: Medula oblonga a altura do
Obex.

6.4 DISCUSSAO

Todos os ovinos deste estudo eram Dorper e mesti¢cos da raga, a qual tem
sido associada aos casos de scrapie no Brasil (ANDRADE et al. 2015). A raca
Dorper é a que apresenta maior prevaléncia de gendétipos classificados com o
grau 5 de suscetibilidade a desenvolver scrapie no Brasil, seguida das racas lle
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de France, Santa Inés Pantanal Crioulo e Morada Nova (IANELLA et al., 2012).
Os polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171 do gene PRPN irdo modular a
suscetibilidade dos ovinos, sendo que a predisposi¢cdo ao desenvolvimento a
scrapie aumenta em racas que podem expressar valina no cédon 136, quando
h& estes polimorfismos (HUNTER et al., 1994; GONZALEZ et al., 2012). A raca
Suffolk dificilmente possui o polimorfismo deste cdédon, portanto, a doenca ocorre
principalmente nos animais QQ171 (HUNTER et al., 1997). Na Europa os
animais mais susceptiveis sdo os da Raca Suffolk, Shetland, Scottish Halfbred e
Bleu du Maine (HUNTER et al., 1994; HUNTER et al., 1997).

A evolucéo clinica geralmente é de 10 dias a meses dependendo da
quantidade de deposicdo de PRPS¢ até a morte do animal (CANTILE &
YOUSSEF, 2015; CASSMANN et al., 2019), nos casos avaliados todos os
animais foram eutanasiados, portanto ndo se pode estimar o tempo de evolucéo.
O ovino 1 foi eutanasiado aproximadamente 40 apGs a apresentacéo clinica e o
ovino 2 60 dias apos.

Dois animais do segundo relato (ovinos 4 e 5) eram resultado do
cruzamento dos ovinos 2 e 3, que apresentarem positividade para a detec¢éo do
prion, no entanto as progénies foram negativas, porém, esses animais até o
momento deste estudo eram jovens. Possivelmente ap6s o periodo de
incubacéo, que é de aproximadamente dois anos, 0s ovinos podem desenvolver
a doenca, pois a principal caracteristica da enfermidade é a cronicidade (LEZMI
et al., 2011). Os quatro ovinos eram criados no mesmo local e alocados no
mesmo aprisco, portanto, a transmisséo horizontal do macho para a fémea pode
ter ocorrido em algum momento e possivelmente os dois animais que
inicialmente n&o foram positivos para o scrapie futuramente podem desenvolver
a doenca e caso isso se confirme a transmissdo pode ser tanto de forma
horizontal quanto vertical. A transmissdo pode ocorrer por consumo de leite de
fémeas que estao eliminando o prion pelo leite ou até mesmo por placenta a qual
possui alta concentracdo da proteina, portanto a transmissao vertical e horizontal
sdo importantes fatores epidemiolégicos nos casos scrapie que devem ser
considerados neste caso (PATTISON et al., 1972; SIMMONS et al., 2007;
KONOLD etal., 2013; KONOLD et al., 2016; MADSEN-BOUTERSE et al., 2018).

A enfermidade tem como caracteristicas o teste de cocar manualmente o

dorso do animal que ira responder com reflexo de “mordiscar”, além de perda de
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peso e da la (MARTINS et al.,, 2012). Apenas o0 ovino 1 desenvolveu estes
quadros além de cifose, e todos estavam com lesfes crostosas e prurido. A
ovelha (ovino 3) no momento da coleta apresentava, apenas sinais inespecificos
como alopecia na face, pois este animal encontrava-se em fase pré-clinica,
sendo positivo na IHQ e com lesdes histopatologicas em hipocampo. Acredita-
se que com a evolucéo e progresséao das lesdes esse animal possivelmente iria
desenvolver quadro neurolégico da doenca.

Animais que sao clinicamente saudaveis geralmente ndo desenvolvem
alteracdes vacuolares mesmo sendo positivos na imuno-histoquimica, animais
gue possuem vacuolizagdo em intensidade acentuada geralmente desenvolvem
quadros neuroldgicos (WOOD et al., 1997). Portanto, podemos considerar que o
ovino 3 provavelmente seja um animal com certa resisténcia ao desenvolvimento
a doenca. Entretanto a ocorréncia de vacuolizacdo do sistema nervoso central
ndo € pré-requisito para a o desenvolvimento dos sinais clinicos neurologicos
(RYDER et al., 2009).

Macroscopicamente comumente ndo sdo observadas lesdes, entretanto,
alguns indicios podem auxiliar na suspeita e no diagnostico da doenca, como
estado corporal ruim e extensas areas deslanadas devido ao ato de cocar
(MARTINS et al., 2012; MELING et al. 2012). Sendo assim, o diagndstico pré-
clinico com a utilizacdo de bidpsias de tecido linfoide da terceira palpebra e da
mucosa retal sdo fundamentais para evitar a propagacao do prion em casos
suspeitos, porém cabe ressaltar que € importante realizar a bidpsia tanto da
mucosa de terceira palpebra quanto de mucosa retal, pois como descrito por Leal
etal. (2012), nem sempre pode ocorrer imunomarcacéao nos dois locais avaliados
(BRASIL, 2009; LEAL et al., 2012), também pode ndo haver imunomarcacdo em
determinados casos, pois nem sempre ha envolvimento do tecido linfoide na
patogénese da doenca (MVONLEON et al., 2011).

As lesBes histolégicas causadas por prions sdo caracterizadas por
vacuolizacdo tanto em neurodpilo quanto em neurdnios sem infiltracdo de células
inflamatérias (MARIN-MORENO et al., 2021). Essas vacuolizagbes s&o
consideradas de maior intensidade na regidao do 6bex, apesar de também ser
observadas em outras regides (MARTINS et al., 2012; GREENLEE et al., 2019).
Este padrdo histolégico também é observado quando ha manipulagdo do

neurépilo produzindo artefatos, edema de mielina, mielopatias espongiformes,
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alteracdes neuronais causadas por virus, ou toxinas, disturbios metabdlicos e
doenca do deposito lisossomal (WOHLSEIN et al, 2013). Nos casos deste estudo
além da observacdo dos vacuolos, o quadro clinico e 0s exames
complementares foram importantes para excluir as alteracdes supracitadas de
artefatos ou outras condi¢cdes que cursam com quadros clinicos neurologicos
(WOHLSEIN et al, 2013; PRINS et al, 2023).

Considerou-se leséo vacuolar apenas os vacuolos bem circunscritos, pois
a manipulacao do tecido neuronal pode causar artefatos induzindo ao avaliador
erros de interpretacfes (WOHLSEIN et al, 2012).

Diferentemente do que é usualmente descrito nessa doenca, o local que
mais foi observado vacuolos no sistema nervoso central foi a medula espinhal
da regido cervical do ovino 1, os coliculos rostrais do ovino 2 e o ovino 3 na
regido do hipocampo. Sendo assim, o quadro de cifose observado no ovino 1
compativel com o grau de comprometimento da regido da medula, embora outras
estruturas responsaveis por coordenacdo como coliculos rostrais, medula
oblonga a altura de Obex e ponte tenham sido afetadas (grau de
comprometimento nesta ordem de vacuolizacédo). No ovino 2, que desenvolveu
um quadro com alteracdo comportamental a ordem de comprometimento foi
primeiro em coliculos rostrais, seguida da medula oblonga a altura de 6bex e
ponte, semelhante ao que foi observado no ovino 1. As lesGes observadas no
coliculos rostrais (mesencéfalo), 6bex e ponte sdo mais frequentes nos casos de
Scrapie (SALVESEN et al. 2020), assim como foi observado nos ovinos 1 e 2.

O talamo e o hipocampo da ovelha 3, foram as estruturas que mais foram
afetadas, assim como observado por Sofianidis et al (2006), que observou maior
grau de vacuolizacdo no talamo de cabras, porém nédo houve alteracéo clinica
neurolégica do ovino 3, apesar da severidade da lesdo morfol6gica observada.
Possivelmente este animal passaria a desenvolver alteragbes comportamentais
se o periodo de incubacao fosse alcancado, pois se optou pela eutanasia devido
ao risco de transmissao aos demais animais (Ovinos 4 e 5) que foram negativos
na IHQ. As cabras do estudo deste mesmo autor também nao desenvolveram
sinais clinicos, entretanto, ndo houve relacéo entre grau de lesao, local de leséo
e sinais clinicos (SOFIANIDIS et al 2006).

Cabe ressaltar que o animal que havia maior grau de comprometimento

em neurbnios de Purkinge e demais estruturas do cerebelo foi 0 que desenvolveu
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tremores musculares, este ultimo sinal também foi observado no ovino 1, além
de teste de “scratch” positivo (apenas ovino 1) estes sinais clinicos que séo
considerados comuns nos casos de scrapie (MARTINS et al., 2012; KONOLD et
al, 2013). O sinal clinico neuroldgico que foi considerado incomum foi a cifose no
animal 1, apesar disso as altera¢des vacuolares foram similares as observadas
nos casos descritos de scrapie (SOFIANIDIS et al 2006).

O que pode explicar a ndo ocorréncia de um quadro clinico com alteracdes
neuroldgicas de scrapie no ovino 3, pode ser a classificagdo quanto ao grau de
suscetibilidade, pois 0 animal foi classificado como resistente (R2), ao contrario
dos outros dois ovinos que desenvolveram quadros caracteristicos de alteracao
neurologica sendo o ovino 2 o mais suscetivel (R5) e o ovino 1 de baixa
resisténcia (R3). Sugere-se que quanto mais resistentes ao desenvolvimento da
doenca, mais longo serd o periodo de desenvolvimento de sinais clinicos
especificos. De acordo com Mcintyre et al. (2006), o desenvolvimento do quadro
clinico vai depender da carga infecciosa, idade em que o animal foi exposto e a
susceptibilidade vai depender da idade do animal e o periodo de incubacdo. No
surto avaliado por estes autores contatou-se que a ocorréncia de Scrapie nos
ovinos com gendtipo VRQ/VRQ iniciou antes quando comparado com animais
VRQ/ARQ seguidos por animais do genétipo VRQ/ARR. Esta comparagdo com
0os animais deste estudo nao foi possivel de ser realizada, pois 0s casos
estudados eram de animais infectados naturalmente, ndo sendo possivel
estabelecer o periodo de incubacdo. Um surto ocorrido no Rio Grande do Sul,
apenas animais classificados como de baixa resisténcia (R3) desenvolveram
prurido, dificuldade de locomocéao e distlrbios de movimento (ANDRADE et al.
2013), mesma classificacdo do ovino 1, que desenvolveu o quadro mais grave.

O presente estudo foi baseado em metodologias similares que também
estabeleceram escores para graduacao das lesdes neurolégicas, portanto foi
realizada uma adaptacao da graduacéo e dos escores (FRASER & DICKINSON
1973; SALVESEN et al.,, 2020). Assim, observou-se escore maior em todos
coliculos rostrais, na medula oblonga a altura de ébex dos animais 1 e 2, tAlamo
dos ovinos 1 e 3. Dados semelhantes aos encontrados em um estudo realizado
em caprinos na regido do tdlamo que obteve maior escore em objetiva de 40x,
porém em medula oblonga a altura de Obex esses escores cairam

consideravelmente nos caprinos se compararmos com 0S escores obtidos no
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presente estudo (SALVESEN et al., 2020). O hipocampo do ovino 3 foi a regiao
mais afetada juntamente com o talamo e coliculos rostrais neste estudo, quando
comparado com o estudo de Salvesen et al., (2020), que foi considerado com
escore médio de vacuolizacdo desta mesma regido. Neste estudo envolvendo
cabras o autor citou que todos 0s animais positivos para scrapie desenvolveram
alopecia moderada em diferentes regides como barriga, regido pélvica e de
pescoco, ranger de dentes, hiper-reatividade nos testes “scratch” e
comportamento agressivo de morder a cauda e a area perianal e de chifre,
poucas desenvolveram depressao. Diferentemente destes casos o ovino 3 do
presente estudo desenvolveu lesdo crostosa apenas na cabeca e 0 0S ovinos 1
e 2, alopecia em dorso e membros respectivamente. O teste de “scratch” foi
positivo apenas no animal 1 que também adquiria posi¢cdo de cdo sentando e
cifose, este ultimo considerado incomum nos quadros classicos de scrapie.

A maior média de vacuolizacdo dos cérebros avaliados no presente
estudo foi observada em neurépilo de medula espinhal do ovino 2, e nos ovinos
1 e 3 a regido com maior numero de vacuolos foi o tAlamo. Em um estudo
realizado com caprinos onde graduou-se de 0 a 5, observou-se maior grau de
vacuolizacdo em talamo (grau 4), seguido da substancia cinzenta do coliculo
rostral, nucleos septais e hipocampo (grau 3). Neste estudo mencionado foi
atribuido a classificagdo com grau 3 quando havia moderado numero de
vacuolos (10 a 20) e grau 4 era atribuido para regiées com mais de 20 vacuolos
com tendéncia a coalescer (SALVESEN et al., 2020). Assim como observado por
Salvesen et al., (2020), o tAlamo foi a regido com maior numero de vacuolos na
maioria dos casos.

A medula espinhal mostrou-se importante para a identificacao de lesdes
vacuolares, entretanto, ndo foi realizado a avaliacdo de todas as por¢cdes como
intumescéncia cervical e lombar, apenas a porcao inicial que fica proxima a
medula oblonga na altura do 6bex. A avaliacdo dessas porcfes € considerada
importante, pois a deposicao da proteina pribnica ocorre frequentemente neste
orgao, e possivelmente a porta de entrada do prion seja através de neurdnios
motores parassimpaticos no nervo vago que inervam o trato gastrointestinal
(RYDER et al., 2001). A IHQ do sistema nervoso central € um otimo método para
realizacdo do diagnostico definitivo (RYDER et al., 2001; SOFIANIDIS et al.,

2006; DUSTAN et al., 2008). Porém, neste estudo o sistema nervoso central dos
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animais nao passaram por IHQ, todos foram diagnosticados por meio de IHQ de
biopsia de terceira pélpebra, este método tem demonstrado alto valor no
diagndstico de animais que ainda ndo desenvolveram sinais clinicos (ANDRADE
et al., 2015). Porém, de acordo com Monledn et al., (2011), a utilizacdo desse
método demonstrou niveis ndo detectaveis em animais positivos de PrPs¢ em
tecido linfoide biopsiado.

Embora o grau de vacuolizagdo em sistema nervoso central de ovinos
seja estudado nos casos de scrapie, a associa¢ao da vacuolizagdo em diferentes
regides do encéfalo com as alteracdes clinicas em ovinos ainda néo foi realizada,
sendo assim, este trabalho pode ser considerado pioneiro e servir como base
para estudos futuros (MOULD et al.,, 1967, FRASER & DICKINSON, 1973;
SCOTT & FRASER, 1984; SALVESEN @, et al. 2020).

6.5 CONCLUSAO

A associacdo de vacuolizacdo do sistema nervoso central com o
desenvolvimento do quadro clinico ndo foi possivel de ser estabelecido devido
ao baixo numero de ovinos avaliados. Porém, é possivel afirmar que o grau de
vacuolizacdo pode influenciar na gravidade do quadro neurolégico. A regido da
medula espinhal, coliculos rostrais e medula oblonga na altura do ébex foram as
mais acometidas e podem ser associados a altera¢cdes comportamentais com o

desenvolvimento de prurido, quedas, cifose e fasciculacdes.
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7 CONCLUSAO

No estudo retrospectivo foram descritos entre 2017 a 2020 um surto e um
caso isolado de scrapie em Santa Catarina, na regido do Vale do lItajai.

No estudo prospectivo foi realizado o diagnéstico de um surto no
municipio de Blumenau.

Com a genotipagem foi possivel identificar os animais susceptiveis. O
elevado numero de ovinos positivos para scrapie € reflexo do alto nimero de
animais classificados nos grupos susceptiveis resultando em um quadro clinico
caracteristico e avaliagdo de IHQ anti-PrPs¢ de biopsias de tecidos linfoides
positiva.

Apesar da tentativa de associacdo de vacuolizacdo do sistema nervoso
central com o desenvolvimento do quadro clinico ndo foi possivel de ser
estabelecido devido ao baixo niumero de animais avaliados. Porém, assim como
ja observado em outros estudos acredita-se que o acometimento do sistema
nervoso central ird depender da quantidade de prions no organismo, local de

acometimento do sistema nervoso central e geno6tipo do animal.
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