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RESUMO

O Scrapie é uma doenga neurodegenerativa progressiva de ovinos e
caprinos adultos, foi descoberta ha mais de 200 anos e faz parte das
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis. E caracterizado por um
acumulo anormal da proteina pridénica (PrP), derivada de um hospedeiro,
nao possui tratamento, levando a morte. Os polimorfismos nos codons
136, 154 e 171 possuem associagdo com a suscetibilidade ou resisténcia
ao Scrapie classico. A combinagao dos polimorfismos nesses cddons
sugerem que VRQ e ARR s&o antagonistas na determinacdo da
suscetibilidade a doenca, O haplétipo 136A/154R/171R (ARR) confere
resisténcia, sendo os individuos homozigotos os mais resistentes, ja o
haplétipo VRQ confere suscetibilidade. Esse trabalho teve como obijetivo
categorizar e padronizar os gendtipos obtidos em animais resistentes
susceptiveis, utilizando o método Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (g-PCR). Observou-se apods a analise dos resultados que das
125 amostras coletadas, apenas 94 apresentaram resultados apods a
reagdo. Foram encontrados 4 alelos (ARQ, ARR, AHQ e VRQ) e 6
genotipos, sendo ARR/ARR, ARR/ARQ, ARQ/ARQ, ARQ/AHQ, AHQ/AHQ
e ARQ/VRQ. Utilizando a classificagdo de risco de Dawson (1998), 6
animais se enquadram na categorizagdo R1 (extremamente resistente),
15 animais sdo R2 (resistentes), a maioria dos animais se enquadram em
R3 (65) apresentando leve resisténcia, nenhum (0) em R4 (suscetivel) e 8
animais sendo R5 (altamente suscetivel). O método de genotipagem Q-
PCR ¢é eficiente para o gene PRNP, sendo uma técnica rapida, com custo
relativamente baixo para um numero alto de amostras, e com muita
especificidade na reagdo, mostrando assim, que no rebanho testado, a
grande maioria dos animais apresentam maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da doenca, e poucos sao resistentes.

Palavras chave: Ovinos, Scrapie, Encefalopatia Espongiforme
Transmissivel, PCR em Tempo Real



ABSTRACT

The Scrapie is a progressive neurodegenerative disease of sheep and goats
adults. It was discovered over 200 years and it is part of Transmissible
Spongiform Encephalopathies. Scrapie is characterized by abnormal
accumulation of prion protein (PrP) derived from a host. Since it has no
treatment, lead the animal to death. Polymorphisms at codons 136, 154 and
171 have association with susceptibility or resistance to classical Scrapie. The
combination of polymorphisms in these codons suggests that VRQ and ARR
are antagonists in determining susceptibility to disease, the haplotype 136A /
154R / 171R (ARR) conferring resistance, and the homozygous the toughest
since the VRQ haplotype confers susceptibility. This study aimed to
categorize and standardize the genotypes obtained in susceptible resistant
animals using the method Reaction Polymerase Chain Realtime (g-PCR). It
was observed, after analyzing the results of the 125 samples collected, that
only 94 had results after the reaction. It was found 4 alleles (ARQ, ARR, AHQ
and VRQ) and 6 genotypes, being ARR / ARR ARR / ARQ, ARQ / ARQ, ARQ
/ AHQ, AHQ / AHQ and ARQ / VRQ. Using Dawson risk classification (1998),
6 animals fall in the categorization R 1 (extremely tough), 15 animals are R2
(resistance), the majority of animals fall into R3 (65) exhibiting light resistance,
no (0) in R4 (susceptible) and 8 animals being R5 (highly susceptible). The
genotyping method qPCR is effective for the PRNP gene, and a rapid
technique with relatively low cost for a high number of samples and with great
specificity in the reaction, thus showing that the flock tested, the vast majority
of animals exhibit greater susceptibility to disease development, and few are
resistant.

Key words: Sheep Scrapie, Transmissible Spongiform Encephalopathy, Real-
Time PCR



1. INTRODUGAO

O Scrapie é uma doenga neurodegenerativa, progressiva e fatal que
acomete ovinos e caprinos, pertencente ao grupo das Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (EETs). Ha relatos na literatura desde o
século XVIII, sendo a mais antiga das EETs. E originada a partir de um
agente infeccioso denominado prion (proteinaceus infectious particle), que
possui a proteina pridnica (PrP®) na sua isoforma anormal (PrP*¢) e se
acumulam no sistema nervoso central do hospedeiro causando uma lesao

degenerativa que evolui até a morte.

A doenca ¢ influenciada por polimorfismos no gene da proteina pridnica,
e animais podem ser categorizados em susceptiveis (s) ou resistentes (r), de
acordo com as sequéncias observadas no gene que codifica esta proteina
em ovinos. O estudo de Polimorfismos do gene da proteina pribnica em
ovinos € um exemplo de avanco na compressdao molecular do
desenvolvimento de Scrapie, tendo sido realizado em diversos paises, com

intuito de selegdo e melhoramento genético para resisténcia a doenga.

Estudos sobre o perfil de susceptibilidade da doenca se fazem
necessarios, pois que podem auxiliar o desenvolvimento de selegdo e
melhoramento animal, com vistas a resisténcia ao desenvolvimento da
doenga. Lembrando que o Brasil obteve um efetivo de 16,789 milhdes de
cabecas de ovinos no ano de 2012, segundo dados do IBGE' o que indica
forte mercado de producdo de carne e |la e aumento do interesse nos
cuidados com o desenvolvimento de doencgas que podem levar a uma queda

da producéo.

Técnicas como a reagdao em cadeia da polimerase convencional e
sequenciamento genbémico ja foram descritas como ferramentas de
genotipagem destes polimorfismos. A genotipagem utilizando o PCR em
Tempo Real tem sido utilizada com sucesso para determinar gendétipos PrP

em ovelhas e apresenta mais um avango na Biologia Molecular.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Gerais

e Desenvolvimento de métodos para avaliagdo do gene da proteina priénica
em ovinos.

e (Categorizacdo e padronizagdo dos genotipos obtidos em animais

resistentes e animais susceptiveis.

1.1.2 Especificos

e Estabelecimento do método Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (g-PCR).

e Identificacdo de genotipos de resisténcia (R) e susceptibilidade (S) ao
desenvolvimento do Scrapie.

e Comparar a técnica de g-PCR com outras ja descritas e publicadas.

16



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 As Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETs)

Doencas pribnicas sdo desordens fatais que afetam o Sistema
Nervoso em diversas espécies, conhecidas como Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis, caracterizadas por perda progressiva de
neurdnios, falta de inflamacéo classica, aparicdo de vacuolizagdo no tecido
nervoso, deposicao de conformagdes anormais de proteina pribnica e que
pode ser transmitida de varias formas 2. Pode apresentar um periodo de

incubagdo de muitos meses a anos apos a exposicao °.

Durante muitos anos as Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis
(EETs) permaneceram entre as doencas mais intrigantes e enigmaticas®.
Elas compdem uma classe de doengas neurodegenerativas fatais de
mamiferos que englobam a Doenca de Kuru, Creutzfeldt-dakob (CJD),
sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheiker e Insbénia Familiar Fatal em
humanos, Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) em bovinos, Scrapie em

ovinos e caprinos, e a Doenga Emaciante Crénica (CWD) em cervideos 2*°.

As formas de transmissao, longo tempo de incubacéo, e existéncia de
fendtipos distintos de EETs fizeram muitos acreditarem em se tratar de um
tipo de virus lento”, mais tarde foi proposto que sua natureza era protéica, por
sua incomum resisténcia a radiacdo e nucleases. O termo Prion
(Proteinaceous Infectious Particle) foi dado por Stanley Prusiner para

descrever um patégeno Unico °.

Essa caracteristica particular dos prions de resisténcia a inativagao por
processos fisicos ou quimicos faz com que resistam ao congelamento,
dessecacao, ultravioletas (UV), enterro, degradagéo por enzimas proteoliticas
e aos métodos usuais para a desinfecgdo quimica e de calor’. O Scrapie, a
Doenga de Kuru e a CJD causam a morte sem nenhum sinal de resposta

imunoldgica °.
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Em humanos ja foram descritas variadas formas de transmiss&o, em
rituais de canibalismo (doenga de Kuru), transplantes de cérnea, uso de
horménios do crescimento (GH) e gonadotrofinas derivadas de cadaveres, e
procedimentos de neurocirurgia geraram casos de CJD. Ha relatos de mais
de noventa jovens contaminados por CJD apdés o uso de hormdnios
cadavéricos, e mais de 60 casos de CJD pds enxerto de dura mater °.
Existem indicios de que uma variante da CJD (vCJD) tenha sido transmitida
por prions da BSE de bovinos, através da ingestdo de carne contaminada.

N&o ha relatos de transmissdo de prions de ovinos para seres humanos *2.

A Gréa Bretanha apresentou um surto de BSE em bovinos, com uma
estimativa de um milhdo de animais contaminados, tendo como suposta fonte
de contaminagado um preparado nutricional de carne e ossos feito a partir de
miudezas de ovinos, bovinos, suinos e aves oferecido aos animais. A doenca
em bovinos tem periodo de incubacao de 5 anos, sendo que muitos desses
animais contaminados foram abatidos entre 2 e 3 anos e n&o apresentaram
sintomas da BSE. Em 1988 a oferta dessa farinha de carne e osso para
ruminantes foi proibida, reduzindo o numero de casos de BSE em bovinos e

Scrapie em ovinos °.

2.1.1 Caracteristicas do PrPc

Existem varias formas de PrP, reconhece-las é essencial para melhor
entender o fendtipo, variabilidade e patogenia das doengas pridnicas. A
fisiologica, chamada de forma celular de PrP (PrPc) € uma glicoproteina,
formada por aproximadamente 250 aminoacidos, detectada no cérebro
saudavel, possui uma estrutura em alfa-hélice e € soluvel em detergentes e
sensivel ao tratamento com proteinase K. E expressa no inicio da
embriogénese, e no adulto estda presente em maiores quantidades nos
neurdnio do cérebro e medula espinhal, pode ser encontrada também em

menor quantidade nas células gliais do sistema nervoso central °.
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E sintetizada no reticulo endoplasmatico e processada no Complexo
de Golgi. Suas possiveis fungdes fisiologicas compreendem papéis na
neurogénese, sinaptogénese e neuritogénese, fungdes citoprotetoras
especialmente anti ou pré apoptéticas, manutencido dos niveis de cobre,
inibicdo do estresse oxidativo, metabolismo e transporte de zinco e na

manutencdo da homeostase %°°.

O grau de semelhanga na sequéncia de aminoacidos do PrP entre as
espécies muitas vezes pode ter consequéncias para a transmissibilidade das
EETs entre elas. Observagdes sobre a variagdo genética do PrP em espécies
relacionadas sao, portanto, importantes na tentativa de compreender a
susceptibilidade e o controle dessas doencas (GOLDMANN, 2008)

2.1.2 Caracteristicas do PRPsc

A principal diferenga entre o PrP° e forma patolégica PrP* é a
mudanga conformacional. Predomina a estrutura beta-folha, enquanto no
PrP® é a alfa-hélice (PRUSINER, 1998). E insoluvel a detergentes e
resistentes ao tratamento com proteases, é hidrofébica e possui meia vida
com eficacia de dias ou até meses (PRUSINER, 1998). A proteina priénica &
codificada no genoma do proprio hospedeiro, ndo havendo diferengas nos
genes de animais sadios e doentes, assim sendo, as alteracbes de
conformacgao encontradas na PrPsc aconteceram apds a tradugcdo da mesma
(BASLER et al, 1986).

Dois tipos de polimorfismos sdo encontrados na proteina PrP de
ruminantes. O primeiro sdo os SNPs (Single Nu) no DNA que muitas vezes
provocam alteragées em um unico aminoacido. Eles representam a grande
maioria de todas as variantes. O segundo sdo precisas insergdes ou

delecdes de repeticdes nas caracteristicas do PrP °.
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2.1.3 Classificacao das Doencgas Pridnicas

Doencgas pridnicas sao classificadas de acordo com sua etiologia,
apresentacao clinico-patologica, fenoétipo e conformagao do gene PrP, e por

eventos esporadicos n&o identificados que geram o PrPsc 2,

Ha relatos de exposigdes vindas de rituais de canibalismo (doenga de
Kuru), iatrogénica (CJD) e através da dieta (BSE). (WILL, 2003). Casos
esporadicos como a CJD esporadica (sCJD) e a esporadica insbnia fatal (sFl)

ainda n&o tiveram a forma de infecgao elucidadas 2.

As formas genéticas ou hereditarias estdo associadas a mutagdes no
PRNP, e podem ser observadas na CJD genética (gCJD), Embora muitos
casos apresentem-se como uma doencga autossémica dominante, a auséncia

de historico familiar € frequentemente encontrada 2,

2.1.4 Patogenia e Sinais Clinicos

As alteragdes histologicas caracteristicas no Sistema Nervoso Central
podem ser observadas na vacuolizagdo neurénios, propagagao de astrocitos
e degeneragdo neuronal. Em ovinos essas mudangas tem predilegdo por
certos nucleos neuroanatomicos, particularmente no tronco cerebral, e no
Obex, e sao geralmente bilateral e simétrica. O perfil dessa leséo
caracteristica em ovinos é a base para a triagem de rotina histolégica para o
Scrapie. O acumulo de PrPSc pode ser demonstrado no interior dessas

lesdes 3.

Os agregados de PrPSc podem bloquear o transporte axonal,
interferindo com a fung¢ao sinaptica, ou desencadeando mecanismos normais
de apoptose. A perda da atividade anti apoptotica do PrPc pode levar a morte
neuronal. Existe também a possibilidade da interagdo da PrPsc com a PrPc

converter os sinais neuroprotetores em sinais neurotéxicos °.
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Ap6s um prolongado periodo de incubagao, os humanos afetados por
essa doencga apresentam sintomas neurocomportamentais e psiquiatricos,
como disfungdo motora progressiva, declinio cognitivo e ataxia cerebral. O
cérebro dos individuos afetados s&o altamente anormais, mostrando
caracteristicas de degeneragao espongiforme, astrogliose, e depdsitos de
proteinas *'*.

Em ovinos, os primeiros sinais da doenga sdo a intolerancia ao
exercicio, seguido por incoordenagdo motora, desenvolvendo uma marcha
instavel, hiperexcitabilidade e prurido intenso. Apds cerca de dois meses,
comegam a perder condi¢ao corporal, o equilibrio e tornarem-se rapidamente
cansados, também observa-se alopecia. Depois de trés ou quatro meses
apods os primeiros sinais, apresentam caquexia com severa perda de massa
muscular, paralisia, tremores, e até estado convulsivo, e nas préximas duas a

quatro semanas nao resistem mais e morrem 3.

2.2 Scrapie

O Scrapie € uma doenga neurodegenerativa progressiva de ovinos e
caprinos adultos, foi descoberta ha mais de 200 anos e faz parte das EETs °.
Também é conhecido por Tremor Epizodtico Ovino ou Paraplexia Epizodtica
Ovina. Esta incluso na lista de doengas de caprinos e ovinos notificaveis pela
OIE ( World Organization for Animal Health), sendo obrigatoria a notificacéo
em 24 horas apds a confirmacéo > *2.

E caracterizado por um acumulo anormal da proteina pridnica (PrP),
derivada de um hospedeiro. Em ovelhas mais de 40 polimorfismos de PrP ja

foram descritos '°.
A incidéncia de Scrapie em caprinos € muito mais baixa do que em

ovinos. O primeiro relato de Scrapie em caprinos ocorreu na Franga, com um

animal sintomatico em um rebanho ovino com varios casos da doenca, desde
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entdo, varios casos foram registrados na Europa e outras regiées do mundo.
Entre os anos de 2002 e 2009 paises da Unido Européia reportaram 3.292
casos de Scrapie em caprinos e 15.034 casos em ovinos, a maioria dos

casos em caprinos ocorreu no Chipre onde o Scrapie classico € endémico ®.

Os polimorfismos nos cédons 136, 154 e 171 possuem associagao com a
suscetibilidade ou resisténcia ao Scrapie classico '®'°. O coédon 136 possui
dois aminoacidos possiveis Alanina (A) e Valina (V), o codon 154 também
possui dois, Arginina (R) e Histidina (H) e o cédon 171 possui trés
possibilidades de aminoacidos, Glutamina (Q), Arginina (R) e Histidina (H).
Esses polimorfismos se combinam e formam cinco alelos (ARQ, VRQ, AHQ,
ARR e ARH), e esses podem se dispor em quinze diferentes gendétipos, como
por exemplo, ARR/ARR, VRQ/ARQ ou ARH/AHQ °.

Os alelos do gene PRNP codificadores para ARR sido formados pelos
aminoacidos Alanina (A) no codon 136, Arginina (R) no cédon 154 e Arginina
no cédon 171. Os alelos do gene PRNP codificadores para AHQ sao
formados pelos aminoacidos Alanina (A) no codon 136, Histidina (H) no
codon 154 e Glutamina (Q) no cédon 171. Os alelos do gene PRNP
codificadores para ARQ possui os aminoacidos Alanina (A) no codon 136,
Arginina (R) no cédon 154 e Glutamina no cédon 171. Os alelos do gene
PRNP codificadores para os aminoacidos Valina (V) no cédon 136, Arginina
(R) no cédon 154 e Glutamina (Q) no cédon 171 é denominado VRQ. Os
alelos do gene PRNP codificadores para ARH possui os aminoacidos Alanina

(A) no codon 136, Arginina (R) no cédon 154 e Histidina (H) no cédon 171
17,18

A combinacgdo dos polimorfismos nesses codons sugerem que VRQ e
ARR sdo antagonistas na determinagdo da suscetibilidade a doenga, O
haplotipo 136A/154R/171R (ARR) confere resisténcia, sendo os individuos
homozigotos os mais resistentes. Os alelos ARQ, AHQ, ARH e VRQ estéo

associado a um aumento da suscetibilidade em desenvolver o scrapie "%,
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Dawson et al %°, elaboraram uma classificagdo de risco de acordo com a
suscetibilidade ao scrapie, utilizando 5 grupos (R1 a RS5), que podem ser
observados no quadro 1. Mas lembram que para o desenvolvimento da

doenca, deve-se ter o contato com o agente infeccioso.

Categorizagao Grau de Genétipos
Susceptibilidade
R1 Extremamente ARR/ARR
Resistente
R2 Resistente ARR/AHQ ARR/ARH
ARR/ARQ
R3 Leve Resisténcia ARQ/ARQ ARQ/ARH

ARQ/AHQ AHQ/AHQ,
ARH/ARH AHQ/ARH

R4 Susceptivel ARR/VRQ

R5 Altamente Susceptivel VRQ/VRQ ARQ/VRQ
ARH/VRQ AHQ/VRQ

Quadro 1 — Classificagao de risco ao Scrapie (R1 A R5)
Fonte: adaptado de DAWSON et al (1998)

O NSP (Plano Nacional de Scrapie) da Gré Bretanha utiliza
classificagdo semelhante ao Dawson et al (1998), adicionando restrigdes a
criacdo e reprodugédo de animais de acordo com sua classificagdo. Sendo os
animais classificados no grupo R1 liberados para a reprodu¢do, os animais
R2 devem ser utilizados com cuidado em programas de melhoramento
genético, em R3 devem ser utilizados com cuidado na reproducdo, R4 n&o
devem ser utilizados na reproducdo, a menos que em um contexto de
programa de melhoramento genético aprovado e controlado, e por fim, os
animais em R5 ndo devem ser usados para reproducéao, e se possivel, serem

abatidos ou castrados 2" %2,

2.2.1 Distribuicao

O Scrapie esta presente em varios paises da Unido Européia,
especialmente no Reino Unido, também ja foi relatado no Canada, Estados
Unidos, Islandia, india, Japdo e Brasil. Israel também relatou surtos de
scrapie, com o mais recente em 2007. Também ha relatos de casos em que a

doenca foi confinada a ovinos importados e foi erradicada através da
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destruicdo do grupo afetado em uma série de paises, incluindo a Australia
(1952), Nova Zelandia (1954) e a Republica da Africa do Sul (1972) ™.

No Brasil o primeiro caso de Scrapie foi relatado no Rio Grande do
Sul, em 1978, em um ovino importado. A primeira notificacdo oficial a
Organizagdo Mundial de Saude (OIE) foi em 1985 de um surto também no
Rio Grande do Sul, foram relatados casos em 2000, 2001, 2003, 2005 e
2006. Os ultimos casos relatados foram entre os anos de 2005 e 2010, todos
em animais importados, nos Estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul,

Mato Grosso, Parana e Minas Gerais 23172425,

2.2.2 Formas Classica e Atipica

De acordo com a apresentacao clinica, o scrapie pode ser classificado
na forma classica ou atipica. No scrapie classico pode ser observado
mudanga de comportamento, ataxia, incoordenacdo e prurido, afetando
ovelhas jovens (2 a 4 anos de idade). Ja a forma atipica tende a ocorrer em

alguns casos sem prurido e afetando ovelhas mais velhas °.

O termo “atipico” foi dado a uma variagao do Scrapie classico, apos a
confirmacdo de da morte de uma ovelha na Noruega em 1998, sendo
denominado também como “Nor98”. No Scrapie Atipico os codons 141 e 154
sdo de grande importancia para a suscetibilidade a doenca 8. A maioria dos
casos sao encontrados em animais classificados como R1-R3, sendo os
grupos que apresentam baixa suscetibilidade ao desenvolvimento do Scrapie

classico '°.

2.2.3 Tratamento e Programas de Selegao
Ndo ha tratamento para o scrapie, € uma doenga sempre fatal '°. A

genotipagem em ovelhas para determinar a suscetibilidade ao Scrapie é uma

técnica utilizada em praticas de reproducao seletiva %°.
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Alguns programas de selecdo de ovinos com genotipos resistentes ao
Scrapie foram utilizados durante varios anos na tentativa de erradicar a
doenga, no Canada a selegdo de ragas e genotipos tem demonstrado bons
resultados no controle do scrapie. O programa de genotipagem na Gra-
Bretanha (Plano Nacional de Scrapie — NSP), com uma sele¢do negativa
para o gendtipo VRQ e positiva para ARR, demonstrou um aumento
significante no haplétipo ARR e no grupo R1, com redugdo do outros
hapldtipos e ovelhas suscetiveis (R3 a R5) 2"'®?2. No Brasil ndo ha programa

de selecao relacionado a doenca'®.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Foram coletadas 125 amostras de sangue de diferentes animais,
colhidas pela veia jugular. Este procedimento foi realizado com tubos
Vacutanier contendo EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid). As amostras
de sangue foram aliquotadas em trés partes iguais de 1,5 ml cada, apds
identificadas foram conservadas a -20°C até a extragdo do DNA. Das 125
amostras coletadas, 94 apresentaram resultados apds a reacdo. Os animais
doadores das amostras pertencem a propriedades localizadas na cidade de
Avaré (SP).

Todos os animais doadores sdo da espécie Ovina (Ovis aries), das
racas Santa Inés, Dorper, Texel, Suffolk, lle de France e Hampshire, todos
com mais de 8 meses de vida, sendo o animal mais velho com 5 anos e
meio. O sistema de criagdo utilizado na propriedades é semi-intensivo.
Ambos os sexos foram utilizados, porém o numero de fémeas € maior que o
numero de machos. A relacdo dos animais doadores pode ser observada no

Anexo A.

3.2 Extracao do Material Genético

As extracdes de DNA foram realizadas a partir de sangue total. Para o
procedimento de extracdo foi adotado como método de extragcdo o kit

comercial illustra™ blood genomic GE Healthcare®.

Foi adicionado 20 microlitros de proteinase K no tubo Ependorf com
200mL de sangue total e 400 microlitros de Lysis buffer (tamp&o), e
misturado no vértex durante 15 segundos. Aguardou-se 10 minutos com
algumas agitagées no vortex para auxiliar na quebra. O conteudo foi

transferido para um tubo com mini-coluna com o auxilio de uma pipeta, em
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seguida foi para a microcentrifuga durante 1 minuto e descartado o liquido
residual. Na etapa de lavagem, foi adicionado o tampéo lise e centrifugado
por um minuto, em seguida o tampéo de lavagem e centrifugado por mais
trés minutos, sendo descartado o liquido residual e o tubo. A coluna foi
transferida para um novo tubo Ependorf e foi adicionado 200 microlitros de
buffer aquecido a 70 °C, incubado durante um minuto e centrifugado por um

minuto.

Apoés a extragdo, o DNA obtido foi aliquotado em trés partes iguais e

armazenados em freezer -80°C.

3.3 Quantificacao

As quantificacdes foram aferidas em aparelho de espectrofotémetro,
foi avaliado a concentragdo (nanogramas por microlitro), conforme observado

na Anexo B em relagdo aos resultados obtidos na quantificagao.

3.4 Integridade dos DNAs

A integridade dos DNAs obtidos foram analisadas através do método
de eletroforese em gel de agarose, os géis foram revelados por Brometo de

Etideo e analisados através de luz ultravioleta (UV).

3.5 Primers e Sondas

Foram utilizados 3 pares de primers relacionados aos 3 cdédons de
interesse (136, 154 e 171) os mesmos foram obtidos através do ensaio

proposto por Andrade et al '°

e adaptado pelo software Primer Express
(Applied Biosystems®). Os primers foram sintetizados pela Invitrogen®,
sendo utilizados os primers diretos e os primers reversos para cada cédon.
Como pode ser visto no Quadro 2, onde observa-se a relagdo com os alvos e

0s respectivos primers.
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Cédon 136 - Foward
5-GGGCCTTGGTGGCTACATG-3'
Cdédon 136 - Reverse
5-TCCTCATAGTCATTGCCAAAATGTAT-3'

Codon 154 - Foward
5'-GGCCTCTTATACATTTTGGCAATG-3'
Codon 154 - Reverse
5'-ATCCACTGGTCTGTAGTACACTTGGT-3'

Coédon 171 - Foward
5'-GTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGA-3'
Codon 171 — Reverse
5-TGTTGACACAGTCATGCACAAAG-3'

Quadro 2: Relagao dos alvos e respectivos primers (Primer direto e
primer reverso)
Fonte: Andrade et al (2013)

As sondas foram desenhadas de acordo com os alelos selvagens de
cada SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) estudado, no Quadro 3 estao
relacionadas as sequencias das sondas. Para todas as sondas foi utilizado

como Quencher a quimica MGB.

Cbédon 136 — SNP A
5'-6FAM-TGGGAAGTGCCATGAG-3'
Cédon 136 - SNP V
5-VIC-TGGGAAGTGTCATGAG-3'

Cédon 154 - SNP R
5'-6FAM-ACCGTTACTATCGTGAAA-3'
Cédon 154 - SNP H
5-VIC-ACCGTTACTATCATGAAA-3'

Cédon 171 - SNP Q
5'-6FAM-CAGTGGATCAGTATAGTAA-3'
Cédon 171 - SNP R
5-VIC-CAGTGGATCGGTATAG-3'
Cédon 171 - SNP H
5'-NED-CAGTGGATCATTATAG-3'

Quadro 3: Relagao entre os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
utilizados e as sondas utilizadas
Fonte: Andrade et al (2013)

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (q-PCR)

As analises de g-PCR foram realizadas no equipamento StepOnePlus
(Applied Biosystems®).), e as reagbes preparadas om reagentes
padronizados para g-PCR (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied

Biosystems®). As reac¢des foram submetidas a 1 ciclo inicial de 2 minutos a
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50 °C, seguido de 1 ciclo de 10 minutos a 95 °C e 40 repeticdes de 95 °C por
15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Foi utilizada agua deionizada no lugar do

DNA para o controle negativo. O volume final de cada reagéao foi de 20 pl.

Foram utilizados na reagdo, 10 microlitros do reagente TagMan
Universal PCR Master Mix, 5 20 pyl M/120 pl. de Primer Foward, 5 20 ul.M/120
Ml de Primer Reverse, 100ng de sonda, 1 ng de DNA e 9,5mL de H20

ultrapura.

3.7 Analise dos Dados

Os resultados foram analisados e tabulados, utilizando a analise descritiva
quantitativa no programa GrafPhpad Prism (GrafPad Software Inc.).
Classificando os animais quanto ao grau de resisténcia e susceptibilidade
ao desenvolvimento de Scrapie de acordo com os critérios estabelecidos
pelo gendtipo apresentado. A classificagdo foi baseada na frequéncia
alélica dos cdédons 136, 154 e 171, obtidas na genotipagem do gene
PRNP, usando critérios estabelecidos por Dawson et al (1998), as
possiveis combinagdes alélicas sdo dividas em cinco grupos (R1 / mais

resistente — R5 / mais suscetivel).
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4. RESULTADOS

Apos a analise dos dados obtidos através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real, observou-se que das 125 amostras coletadas,

apenas 94 apresentaram resultados apds a reagéo.

Foram encontrados 4 alelos (ARQ, ARR, AHQ e VRQ) e 6 gendtipos,
sendo ARR/ARR, ARR/ARQ, ARQ/ARQ, ARQ/AHQ, AHQ/AHQ e ARQ/VRAQ.

Dessas amostras, 48 animais (51%) apresentaram o genotipo ARQ/ARQ,
15 o gendtipo ARR/ARQ (15,9%), 11 animais ARQ/AHQ (11,7%), 8
ARQ/VRQ (8,5%), 6 animais com genétipo AHQ/AHQ (6,3%) e outros 6 com
ARR/ARR (6,3%).

Utilizando a classificagdo de risco de Dawson et al (1998), pode-se
considerar que das amostras analisadas, 6 animais se enquadram na
categorizagdo R1 (extremamente resistente), 15 animais sdo R2
(resistentes), a maioria dos animais se enquadram em R3 (65) apresentando
leve resisténcia, nenhum (0) em R4 (suscetivel) e 8 animais sendo R5

(altamente suscetivel), como pode ser observado na Tabela 1.

O gréfico (1) abaixo destaca o percentual das amostras categorizadas

de acordo com a classificacdo proposta por Dawson et al %°.
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Tabela 1: Categorizagao dos genétipos quanto ao grau de

susceptibilidade

Numero de
animais por

Grau de

Percentual do

Categorizagdo categoria Susceptibilidade Genétipos genétipo
(% da amostra)
R1 6 (6,3%) Exéremame”te ARR/ARR 6.3%
esistente
ARR/AHQ 0,0%
R2 15 (15,9%) Resistente ARR/ARH 0,0%
ARR/ARQ 15,9%%
ARQ/ARQ 51,0%
ARQ/ARH 0,0%
ARQ/AHQ 11,7%
R3 65 (69,0%) Leve Resisténcia
AHQ/AHQ, 6,3%
ARH/ARH 0,0%
AHQ/ARH 0,0%
R4 0 (0,0%) Susceptivel ARR/VRQ 0,0%
VRQ/VRQ 0,0%
ARQ/VRQ 8,5%
R5 8 (8,5%) Sutamente ’
usceptivel ARH/VRQ 0,0%
AHQ/VRQ 0,0%

Fonte: dados da pesquisa (n=94).

Grafico 1: Percentual de categorizagdao encontrado nas amostras

= Sériel; R2;

= Série1; R1;
6,30%

15,90%

Série1; R3;
69,00%

Série1; R5;

8,50%

L Série1; R4;
0,00%

Fonte: dados da pesquisa (n=94).
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As figuras 1, 2 e 3 representam as curvas de amplificagdo dos codons
136, 154 e 171 em uma das amostras testadas, demonstrando que houve

reacao entre o DNA e as sondas utilizadas.

Figura 1: Curva de amplificagao do cédon 136
Fonte: dados da pesquisa

Figura 2: Curva de amplificagao do cédon 154
Fonte: dados da pesquisa
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Figura 3: Curva de amplificagao do cédon 171
Fonte: dados da pesquisa

Analisando as figuras 4 e 5 observa-se que as reagdes revelam alelos
homozigotos. Na reacdo do cdédon 136 (figura 4) apenas FAM reagiu,
indicando a presenga unica do aminoacido Alanina (A), sendo essa amostra
AA. Ja na reagédo do codon 154 (figura 5) a reacdo foi para o aminoacido

Arginina (R), manifestando homozigose no alelo RR.

Figura 4: reacao homozigética do cédon 136 para o aminoacido Alanina
(AA)
Fonte: dados da pesquisa
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Figura 5: reagao homozigética do céodon 136 para o aminoacido
Arginina (RR)
Fonte: dados da pesquisa

A reagdo no codon 171 ocorreu em FAM e VIC, demonstrando um
alelo heterozigoto, tendo nessa amostra a presengca dos aminoacidos
Glutamina e Arginina, formando o alelo QR, como pode ser observado na

figura 6.

Figura 6: reagao heterozigoética do cédon 171 para Glutamina e Arginina
(QR)
Fonte: dados da pesquisa
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ApOs a analise dos graficos obtidos pelo programa do g-PCR pode-se
concluir que a amostra analisada possui 0 genotipo A13sR154R171/A136R154Q171,
sendo classificada como R2 — Resistente, utilizando a classificacdo de
Dawson et al (1998), representando um exemplo de como foram analisadas

as amostras desse trabalho.
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5. DISCUSSAO

5.1 Genotipagem

5.1.1 Estudos Brasileiros

5.1.1.1 Quantidade de Alelos e Gendtipos

No estudo feito por Lima et al *°

, utilizando a técnica de RT-PCR em
amostras de sangue de 29 ovelhas da raga Santa Inés, foram encontrados 19
diferentes gendtipos PrP formados por 13 alelos diferentes. No trabalho
publicado por Santos et al ' utilizando PCR Convencional em 118 amostras
de ovinos da raga Santa Inés foi observado 6 diferentes alelos, formando 11
gendtipos. lanella et al ?® genotiparam 1400 ovinos de variadas ragas e
encontraram em seu trabalho 4 alelos, ARR, ARQ, AHQ e VRQ, e 9
gendtipos. Sotomaior et al ?* avaliou 325 ovinos de variadas ragas e
encontrou 6 diferentes genotipos. No presente trabalho foram encontrados 4
alelos e 6 diferentes gendtipos. Essa variagado ocorre pois o gene PrNP de

ovinos é altamente polimérfico .

5.1.1.2 Grupo R1 — Gendtipos Extremamente Resistentes

Foram encontradas nesse trabalho 6,5% de amostras com o gendtipo
ARR/ARR, considerado como R1 - Extremamente Resistente ao
desenvolvimento da doencga. J4 em Santos et al !, Lima et al '° e Sotomaior
et al ?" utilizando apenas animais da raca Santa Inés, foram encontradas

0,84%, 0% e 0% respectivamente. lanella et al %

encontraram 2,9% de
ovinos da raga Santa Inés com o gendtipo ARR/ARR, e frequéncias maiores
como nas ragas lle de France e Hampshire (41,7% e 20,8%,

l22

respectivamente). Em Sotomaior et al ““, observaram 14,4% de animais do

grupo R1, dispensando qualquer restricdo para a reproducéo.

36



5.1.1.3 Grupo R2 e R3- Gendtipos Resistentes e com leve resisténcia

Os genotipos considerados como resistentes (R2) e levemente
resistentes (R3) apresentaram 15,9% e 69,0% respectivamente, nas
amostras aqui analisadas, predominando o genotipo ARQ/ARQ (51%).
Santos et al 7/, Lima et a "° e Sotomaior et al ?” confirmaram em seus estudos
a predominancia desse genotipo nas amostras analisadas, com 56,7%,

37,9% e 43%, respectivamente. lanella et al %

agruparam os animais R1 e
R2 e observaram frequéncias superiores a 60% para resisténcia ao Scrapie
nas variadas racas testadas, como por exemplo, 70,8% em Hampshire e
62,5% em lle de France. Ja no grupo R3 encontraram 48,3% de ovinos Santa
Inés, com leve resisténcia ao desenvolvimento da doenga. Sotomaior et al %>
observaram em suas amostras 29,5% de animais pertencentes ao grupo R2

e 47,8% R3.

5.1.1.4 Grupo R4 — Gendtipos Susceptiveis

Em Lima et al "® foram encontrados 3,4% de animais com gendtipo
VRQ/ARR, em Sotomaior et al ?’ 2%, sendo considerados susceptiveis (R4)
ao desenvolvimento da doencga. Os resultados apresentados nesse trabalho
nao encontraram o genotipo do grupo R4, assim como em Santos et al 7 Ja
lanella et al 28, obtiveram frequéncias entre 1% (Crioulo Pantaneiro), 3,1%
(Santa Inés) e 20% (Corriedale) para esse gendtipo. Sotomaior et al %

obtiveram 1,6% de animais do grupo R4 em suas amostras.

5.1.1.5 Grupo RS — Gendtipos Altamente Susceptiveis

As amostras contendo o genodtipo ARQ/VRQ totalizaram 8,5% no
presente trabalho, sendo observado fato semelhante em Santos et al 7" com
8,7% de ARQ/VRQ em suas amostras.
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/15 /27

Nos estudos de Lima et a e Sotomaior et a nao foram
encontrados o genotipo VRQ/VRQ, assim como no presente trabalho. Ja em
Santos et al (2012) esse gendtipo estava presente em 0,84% das amostras.
O grupo R5 (altamente susceptivel) de Santos et al ' totalizou 9,3% ,
das amostras. Nesse estudo 8,5% fazem parte desse grupo, ja em Lima et al
' nao foram encontrados animais desse grupo. lanella e colaboradores 22
nao encontraram o genaotipo VRQ/VRQ, considerado o mais susceptivel para
o desenvolvimento da doenga, mas estavam presentes outros gendétipos do
grupo R5, variando entre as ragas testadas, com 4,6% em ovinos Santa Inés
e 20% em Dorper. Sotomaior et al ?*> encontraram 6,7% de animais

pertencentes ao grupo R5.

Apesar de serem potencialmente suscetiveis geneticamente ao
Scrapie, os surtos da doenga em 2001 e 2003 nao afetou a raga Santa Inés.
Ambos os casos relatados foram em ovelhas Hampshire Down. Mas é
importante conhecer o perfil genotipico da raga pois 0os cruzamentos com

outras racas sdo cada vez mais frequentes *°.

5.1.1.6 Genotipos de Diferentes Regides do Brasil

lanella et al %

, analisou 56 ovinos de ragas variadas na regido
Sudeste, e obteve como resultado, 28% de animais do grupo R1, 37,8%
grupo R2, 14,6% R3, 16% R4 e 3,6% R5. Santos et al '’ genotipou ovinos da
raca Santa Inés no Estado de Sao Paulo, encontrando 13,49% de animais
considerados potencialmente resistentes ao Scrapie, e 86,51% de animais
susceptiveis ou fracamente resistentes a doencga. Lima et al ' encontrou em
animais do Estado do Ceara (Regido Nordeste) 41,3% de gendtipos

susceptiveis ao Scrapie e 10,3% de extremamente resistentes.

No Rio Grande do Sul houve um caso confirmado de Scrapie, todo o
rebanho (90 ovinos) foi avaliado por imunohistoquimica e genotipagem, e
como resultado encontram 10 animais positivos para a doencga, desses, 2
tinham o gendétipo ARR/ARR (R1), 2 ARR/ARQ (R2), 1 ARH/ARH (R3), 4
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ARQ/ARQ (R4), e 1 ARQ/VRQ (R5). O diagnoéstico de Scrapie nesses dois
homozigotos ARR/ARR indicou que a resisténcia desse gendtipo para a
forma classica da doenga é discutivel, embora seja rara a manifestagcado da
doenga nesse grupo, o que indica que sua ocorréncia depende de uma
combinagdo de fatores como agentes infecciosos, incluindo diferengas
biolégicas e propriedades bioquimicas nos hospedeiros naturais para esse

prion %°.

5.1.2 Estudos Internacionais

No Canada, a genotipagem de 3343 ovelhas entre os anos de 2005 a
2012 demonstrou que a selegdo de gendtipos resistentes na provincia de
Ontario, apresentou resultados no aumento de resisténcia desde 2005,
aumentando a frequéncia do haplétipo ARR (R1) entre 2005 e 2012. No
mesmo periodo, houve uma diminuigdo no grupo R3, reduzindo os haplatipos
AHQ e ARH. Ja o haplétipo VRQ permaneceu estavel durante o periodo do
estudo. Observaram também que nas provincias do Canada o gendtipo mais
frequente entre 2008 e 2012 foi o ARR e o segundo mais frequente o ARQ,
os dois juntos representaram 92% dos gendtipos analisados. Quase 80% dos
animais testados em Ontario e Nova Scotia apresentaram os genotipos
resistentes (R1 ou R2) ao Scrapie. °.

| " avaliou através de PCR

Um estudo feito por Gambetti, et a
convencional amostras de 11 humanos com suspeita de doencgas priénicas e
observaram que todos os pacientes eram homozigoticos para a Valina no
cédon 129 do gene PrP, trés individuos tinham polimorfismos silenciosos no
codon 117 e 122 e nenhuma mutagéo no gene PrP ORF, sugerindo que uma
mutacdo fora desse gene também pode gerar uma doenga pridnica. A
presenga da Valina no gendtipo das ovelhas avaliadas no presente estudo
confirma uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas

pridnicas.
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Mckay et al 2

, testaram 3.672 amostras provenientes de varias
regides dos Estados Unidos, todas genotipadas no cédon 171, e observaram
que 88,9% dos animais continham uma Arginina (R) combinada com Histidina
(H) ou glutamina (Q) nesse coédon, o que confere suscetibilidade a esses
animais, ja 38,75% apresentavam RR171, conferindo resisténcia.

| 30 avaliaram

Em um trabalho realizado na India, Choudhary et a
utilizando o PCR Convencional 200 amostras de ovinos saudaveis, sem
nenhum sinal da doencga, e encontraram 100% de ARQ em duas das ragas
avaliadas (Garole e Malpura) e 77,75% no rebanho em geral, os alelos de
risco elevado e de alta resisténcia estavam presentes apenas em ovinos da
raca Karnah, e concluem que apesar de existirem animais com os alelos de
susceptibilidade, nenhum apresentou sintomas do Scrapie, o que sugere que
existem fatores adicionais que podem estar envolvidos no controle da doeca,

como por exemplo, interagdes gendtipo-ambiente.

A selegdo para individuos resistentes e, em particular, carneiros
resistentes tem sido associado com uma reducdo na incidéncia de tremor
epizodtico em rebanhos de ovinos. Este tipo de selegdo, também
demonstrado n&o ter efeito significativo sobre a producdo de Ileite,
caracteristicas de reproducao, crescimento, ou carcaca. Estas sdo as razbes
para a adogdo de programas, como o Plano Nacional de Scrapie Gra-
Bretanha, na qual a selegdo negativa para VRQ e selegcdo positiva para

alelos ARR entre carneiros ¢ incentivada 6.

Um cuidado deve ser tomado ao adotar programas de selegéo, pois
todo o esforco realizado para se reproduzir resisténcia ao Scrapie classico
poderia levar a um aumento do risco para o desenvolvimento do Scrapie
Atipico, visto que os genotipos que conferem resisténcia ao classico, séo
susceptiveis ao atipico, langando o desafio de encontrar uma explicacédo para
a susceptibilidade de ambas as formas de Scrapie e o ponto ideal de selecao

para as futuras pesquisas '°.
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5.2 Comparacao entre as Técnicas de PCR

O desenvolvimento da técnica de PCR (Reacg&o de Cadeia da Polimerase)
foi considerado o grande avango da Biologia Molecular, possibilitando novas
analises do DNA e diagnostico de doengas infecciosas. Segundo Fraga et al
¥ surgiu em 1992, e desde entdo houve um rapido aumento na sua

utilizagdo, mudando a natureza de como a pesquisa biomédica é conduzida.

A PCR em Tempo Real apresenta vantagens em relagdo a técnica
convencional, como a maior velocidade da reacgao, reprodutibilidade do
processo e capacidade de quantificagdo, além de eliminar a etapa de pés
amplificacdo com o gel de eletroforese *2. Permite a quantificagdo precisa de
acidos nucléicos especificos em uma mistura complexa, mesmo que com
concentragdo de material muito baixa. Isto € possivel através da
monitorizacdo da amplificacao de uma sequéncia alvo em tempo real
utilizando uma tecnologia fluorescente, sendo que a velocidade com que o
alvo amplificado atinge um nivel de detecg&o de limiar se correlaciona com a

quantidade de material de partida presente >'.

A técnica de PCR Quantitativa em Tempo Real promove a quantificagcao
acurada e o monitoramento do produto amplificado em tempo real, tendo
varias possibilidades de aplicacdes, como identificagcdo de alelos em DNA
gendmico, analise de sequéncias virais, bacterianas ou de protozoarios,
patégenos em alimentos, produtos transgénicos e diagndsticos *2. As reagdes
utilizando a g-PCR possuem menos etapas quando comparadas ao
sequenciamento gendmico, reduzindo o tempo de realizagado do experimento
e também a quantidade de amostras e enzimas. Mas apesar dessas
vantagens, ela necessita de grande quantidade de componentes, como as
sondas que emitem a fluorescéncia, tornando o custo relativamente mais alto,

quando comparado ao sequenciamento genémico 17

O estudo de genotipagem realizado por Andrade et al '* demonstrou
eficiéncia em seus resultados utilizando a técnica de Q-PCR, com uma boa

precisdo, rapidez e especificidade nos resultados, além de ndo necessitar de
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pos manipulacdes do PCR.

A genotipagem utilizando TagMan tem sido utilizada com sucesso para
determinar geno6tipos PrP em ovelhas, sdo as mais utilizadas para o PCR em
Tempo Real (QPCR). Um cuidado na concepgédo das sondas utilizadas devem

evitar reac¢des cruzadas, detectando sequéncias alvo sem ambiguidades 19,

No estudo de McKay et al % foi realizada a genotipagem de 3.672 ovinos
utilizando o Real Time PCR, mas com a técnica Syber Melting, apresentando
as vantagens de ter um baixo custo quando comparado ao g-PCR, e ser
eficiente na identificagcdo dos gendtipos do codon 171, porém necessitando
de uma intensa padronizagdo por n&do haver especificidade, ja que qualquer
ligacdo com DNA emite a fluorescéncia, diferentemente do que ocorre no g-
PCR.

Apesar desses avangos tecnologicos, os métodos de amplificacdo da
molécula de DNA podem apresentar limitagdes que incluem resultados falso-
positivos, decorrentes de contaminacdo com DNA, provenientes de reacdes
anteriores (em tubos, reagentes, pipetas e bancadas) e resultados falso-
negativos relacionados com a presenca de inibidores da PCR ou volume
amostral relativamente baixo para o processamento *'. Esses fatores podem
auxiliar a compreensdo dos motivos pelos quais 31 amostras desse estudo

nao reagiram ao processo da PCR.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi observado nesse trabalho que o método de genotipagem g-PCR é
eficiente para o gene PRNP, sendo uma técnica rapida, com custo
relativamente baixo para um numero alto de amostras, e com muita
especificidade na reacdo. Apresentando vantagens em relacdo a outras

técnicas ja descritas e testadas.

Em relacédo aos gendtipos de resisténcia e susceptibilidade, obteve-se
como resultado a grande maioria das amostras categorizadas como Grupo
R3 (69%) sendo levemente resistente ao desenvolvimento do Scrapie,
seguido pelo grupo R2 (15,90%) com resisténcia, sendo o grupo R5 (8,5%)
altamente susceptivel ao desenvolvimento da doenga e por ultimo o grupo R1
(6,3%) de amostras altamente resistentes ao desenvolvimento da doenca.
Mostrando assim, que no rebanho testado, a grande maioria dos animais
apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doencga, e poucos

s&o resistentes.
Mais estudos sdo sugeridos testando os métodos de genotipagem e a

relagdo entre os gendtipos e os graus de resisténcia ou susceptibilidade para

o desenvolvimento de Scrapie em ovinos.
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Anexo A: Relagao de animais participantes do projeto

ANEXOS

N° N°
AMOSTRA ANIMAL ESPECIE RACA IDADE SEXO
1 59 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
2 104 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
3 109 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
4 118 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
5 179 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
6 163 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
7 5250 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
8 117 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
9 151 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
10 6 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
11 46 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
12 SIN Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS M
13 33 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
14 21 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
15 81 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
16 9 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
17 125 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
18 136 Ovis aries ILE DE FRANCE 3-4 ANOS F
19 13 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
20 50 Ovis aries SUFFOLK PO 3-4 ANOS M
21 UNICO  Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS M
22 77 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
23 4 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
24 23 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
25 2 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
26 141 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
27 56 Ovis aries TEXEL / SUFFOLK 1 ANO F
28 13 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
29 60 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
30 61 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
31 159 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
32 165 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
33 129 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
34 80 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
35 157 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
36 115 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
37 52 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
38 X Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
39 16 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
40 162 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
41 133 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
42 116 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
43 112 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
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N° N°
AMOSTRA ANIMAL ESPECIE RACA IDADE SEXO
44 26 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
45 33 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
46 148 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
47 105 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
48 173 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
49 17 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
50 31 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
51 106 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
52 47 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
53 144 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
54 12 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
55 9 Ovis aries 1/2 SUFFOLK 3-4 ANOS F
56 27 Ovis aries ~DORPER / SANTA INES 3-4 ANOS F
57 177 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
58 SIN Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
59 127 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
60 119 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
61 68 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
62 113 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
63 135 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
64 169 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
65 31 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
66 147 Ovis aries ~ SUFFOLK /SANTA INES 3-4 ANOS F
67 172 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
68 177 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
SANTA INES / WHITE

69 22 Ovis aries DOPPER 3-4 ANOS F
70 176 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
71 140 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
72 158 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
73 51 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
74 98 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
75 125 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
76 76 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
77 102 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
78 160 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
79 86 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
80 29 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
81 175 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
82 154 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
83 5 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
84 149 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
85 108 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
86 156 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
87 168 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
88 119 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
89 65 Ovis aries SANTA INES 3-4 ANOS F
90 49 Ovis aries  SANTA INES / SUFFOLK  3-4 ANOS F
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N° N°
AMOSTRA ANIMAL ESPECIE RACA IDADE SEXO
91 S/N Ovis aries SANTA INE§ 3-4 ANOS F
1/2 SANTA INES /

92 72 Ovis aries DORPER 3-4 ANOS F
93 128 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
94 182 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
95 95 Ovis aries 1/2 TEXEL 3-4 ANOS F
96 92 Ovis aries TEXEL 3-4 ANOS F
97 3 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
98 121 Ovis aries SUFFOLK 8 ANOS F
99 129 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
100 80 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
101 189 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
102 138 Ovis aries  SUFFOLK / HAMPSHIRE 3-4 ANOS F
103 43 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
104 192 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
105 111 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
106 83 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
107 27 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
108 59 Ovis aries SUFFOLK 3-4 ANOS F
109 SIN Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES M
110 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
111 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
112 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
113 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
114 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
115 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
116 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
117 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
118 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
119 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
120 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
121 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
122 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
123 S/N Ovis aries SANTA INES 6-8 MESES F
124 178 Ovis aries SANTA INES 3 ANOS F
125 86 Ovis aries SANTA INES 5 ANOS F

Fonte: dados da pesquisa.
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Anexo B: Resultados das quantificagoes realizadas nas amostras,
verificacao do grau de pureza das amostras.

Animal A260/280 A260/230 [1ng/ul

1 1,55 0,74 193
2 1,61 0,94 349
3 0,8 0,14 40
4 5,91 0,14 288
5 1,12 0,34 166
6 1,16 0,26 70
7 1,21 0,45 185
8 0,62 0,15 50
9 1,33 0,58 286
10 0,99 0,33 70
11 1,37 0,53 358
12 1,11 0,36 175
13 1,03 0,31 97
14 1,08 0,34 109
15 0,99 0,31 80
16 0,98 0,22 185
17 1,15 0,37 254
18 1,25 0,48 215
19 1,33 0,46 170
20 0,99 0,3 109
21 1,14 0,33 135
22 1,54 0,75 473
23 1,23 0,42 151
24 1,48 0,72 355
25 1,24 0,46 267
26 1,28 0,47 144
27 1,37 0,62 282
28 1,37 0,55 188
29 1,21 0,4 115
30 1,43 0,53 296
31 1,19 0,33 155
32 1,15 0,29 274
33 1,36 0,48 343
34 1,36 0,47 248
35 1,44 0,63 351
36 1,46 0,8 382
37 1,38 0,52 164
38 1,33 0,46 190
39 1,34 0,4 180
40 1,49 0,53 255

Animal A260/280 A260/230 [1 ng/ul
41 1,52 0,75 398




42 1,33 0,43 139
43 1,52 0,67 265
44 1,51 0,69 287
45 1,48 0,55 170
46 1,21 0,43 176
47 1,33 0,68 235
48 1,4 0,71 282
49 1,36 0,6 250
50 1,53 0,86 499
51 1,43 0,67 386
52 1,27 0,46 233
53 1,42 0,65 300
54 1,44 0,7 271
55 1,27 0,48 217
56 1,29 0,44 207
57 1,5 0,31 156
58 1,29 0,28 164
59 1,18 0,29 187
60 1,34 0,41 237
61 1,14 0,32 205
62 1,22 0,37 210
63 1,18 0,29 170
64 1,09 0,27 153
65 1,14 0,28 161
66 1,29 0,38 256
67 1,14 0,29 269
68 1,31 0,45 294
69 0,85 0,16 231
70 1,14 0,32 255
7 1,05 0,27 420
72 1,07 0,25 223
73 0,92 0,23 379
74 0,92 0,23 269
75 0,96 0,24 224
76 0,88 0,2 375
77 0,8 0,14 124
78 0,82 0,18 249
79 1,02 0,21 275
80 1,15 0,35 164
81 1,03 0,14 116
82 1,2 0,35 323
83 0,94 0,17 133
84 0,88 0,22 365
85 0,96 0,23 213
Animal A260/280 A260/230 [1ng/ul
86 1,18 0,32 450
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87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

1,36
1,37
1,3
1,48
1,41
1,37
1,53
1,24
1,08
1,48
1,7
1,04
1,4
1,58
1,4
1,48
1,5
23
1,51
1,4
1,45
1,53
1,61
1,52
1,45
1,24
1,57
1,55
1,47
1,34
1,55
1,57
1,49
1,62
1,58
1,59
1,88
1,74
1,64

0,26
0,6
0,34
0,68
0,71
0,81
0,77
0,23
0,48
0,45
0,7
0,28
0,63
0,83
0,62
0,78
0,95
0,36
0,87
0,83
0,75
0,8
0,62
0,7
0,49
0,44
0,71
0,66
0,41
0,41
0,62
0,74
0,48
0,95
0,69
0,65
1,07
0,98
0,71

137
233
182
319
377
355
581
137
158
164
275
219
380
419
242
370
523
70
358
500
420
434
301
377
221
230
187
269
148
88
214
231
90
205
306
145
206
196
141

Fonte: dados da pesquisa (Sao Paulo, 2015)
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