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Resumo

A scrapie, enfermidade que acomete ovinos, faz parte do grupo de do-
encas pridnicas denominadas como encefalopatias espongiformes trans-
missiveis (EETs), na qual estdo incluidas a encefalopatia espongiforme
bovina (EEB) e, em humanos, a kuru, doenca de Gerstmann-Straussle-
Scheinker (GSS), e doenca de Cretzfeldt-Jakob (CJD). Estas enfer-
midades sdo fatais, caracterizadas por sintomas neurodegenerativos
incluindo deméncia e mudanca de comportamento, ataxia, incoordena-
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cdo muscular, prurido, entre outros. As doencas pridnicas sdo causadas
pelo acimulo indiscriminado da proteina PrPC que por alteracdo em

seu sitio de codificacédo, sofre modificagdes quimicas, transformando
sua estrutura inicialmente primaria (PrP°¢), em estrutura terciaria, deno-
minada PrP®¢, forma protease-resistente de dificil metabolizacdo. Até o
momento, foram descritas origens esporadicas, genéticas e infecciosas
da doenca, que pode ser transmitida verticalmente durante o parto ou
por via oral, caracterizada por ingestdo de placenta de animais acometi-
dos. A enfermidade ndo possui tratamento sendo que animais acometi-
dos devem ser eutanasiados bem como os rebanhos a que fazem parte.
O diagndstico clinico-diferencial € muito importante na determinacado da
doenca e exames laboratoriais post-mortem como histopatologia e imu-
nohistoquimica sdo utilizados para confirmacao da presenca do agen-
te. Em ovinos varios estudos indicam a associagcdo de determinados
gendtipos a suscetibilidade a scrapie em que mutacdes do gene prnp ja
estudadas, podem interferir na traducédo dos cédons 136, 154 e 171 e
estdo associadas a ocorréncia da doenca. O conhecimento da frequén-
cia de alelos resistentes e suscetiveis a scrapie podera ser a primeira
etapa de um trabalho direcionado a erradicacao, uma vez que permitira
a elaboracao de estratégias de selecdo assistida para cada raca com a
utilizacdo destes potenciais marcadores.

Palavras-chave: prion, polimorfismo, resisténcia, suscetibilidade.
Abstract

The scrapie, a disease that affects sheep, is part of the group of prion
diseases referred to as transmissible spongiform encephalopathies
(TSEs), which included the bovine spongiform encephalopathy (BSE)
and, in humans, kuru, Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), and Cret-
zfeldt-Jakob disease (CJD). These diseases are fatal neurodegenerative
disorders characterized by symptoms including dementia and behavioral
changes, ataxia, muscular incoordination, itching, among others. The
prion diseases are caused by the indiscriminate accumulation of PrP
protein to its site by changing the coding, chemically changed, making
his first primary structure (PrP°) in tertiary structure, termed PrPs°,
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protease-resistant form of metabolism difficult. To date, origins were
described sporadic, genetic and infectious disease, which can be trans-
mitted vertically during childbirth or orally, characterized by eating the
placenta of affected animals. The disease has no treatment and that
affected animals should be euthanized and the herds to which they be-
long. The clinical differential diagnosis is very important in determining
the disease and laboratory tests as a post-mortem histopathology and
immunohistochemistry are used to confirm the presence of the agent.
In sheep various studies indicate the association of particular genotypes
to susceptibility to scrapie in prnp gene mutations already studied, can
interfere in translating codons 136, 154 and 171 and are associated
with disease occurrence. Knowledge of the frequency of resistant alle-
les and susceptible to scrapie could be the first stage of work aimed at
the eradication, since it will allow the development of assisted selection
strategies for each race with the potential use of these markers.

Keywords: prion, sheep, polymorphism, resistance, susceptibility.
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Introducao

Atualmente se produz mundialmente cerca de 8,4 milhdes de to-
neladas de carne ovina, sendo Austrdlia e Europa os principais pro-
dutores, detendo cerca de 40% deste total. Com um efetivo ovino
representado por aproximadamente 13,85 milhdes de cabecas, o
Brasil tem aumentado gradativamente a sua producédo de carne ovina
ao longo dos ultimos anos, apresentando uma projecdo para 2008 da
ordem de 123 mil toneladas, segundo estimativas da Organizacao das
Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentacédo (FAO, 2008).

O Estado de Mato Grosso do Sul detém o segundo maior rebanho ovino
do Brasil e o primeiro do Centro-Oeste com 485 mil cabecas (ANUAL-
PEC, 2010)

Em busca da melhora da produtividade dos rebanhos, alguns sistemas
de producéo utilizados podem contribuir para o surgimento de diversas
enfermidades que antes ndo causavam prejuizo sanitario ou econémi-
co. Programas intensivos de melhoramento genético, principalmente
0s que visam a precocidade e aumento da massa muscular em ovinos
podem estar associados as altas taxas de prevaléncia de varias doen-
cas, entre elas, a scrapie (LEANES, 2008).

A scrapie, enfermidade que faz parte do grupo das Encefalopatias Es-
pongiformes Transmissiveis (EETs) teve seu primeiro relato por volta de
1730 na Europa e representa ainda hoje, um grave problema econémico.

Em ovinos, véarios estudos indicam a associacdo de determinados ge-
noétipos a suscetibilidade a scrapie. Existem mutacdes bem conhecidas
no gene prnp, que modificam a traducédo dos cédons 136 (Alanina/
Valina), 154 (Histidina/Arginina) e 171 (Glutamina/Arginina/Histidina/
Lisina) e, que estdo associadas a ocorréncia da doenca (VACCARI et
al., 2004).

O conhecimento da frequéncia de alelos que conferem resisténcia e
suscetibilidade a scrapie contribui de forma acelerada para a iden-
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tificacao de animais geneticamente resistentes, o que pode auxiliar
em programas de melhoramento genético, que por meio de direcio-
namento de acasalamentos, poderdo aumentar a frequéncia de alelos
favoraveis a erradicacdo da doenca (MORENO et al., 2006).

Breve historico

De acordo com levantamentos epidemiolégicos descritos na literatura,
a primeira referéncia as Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis
(EETs) ou doencas pridnicas ocorreu por volta do ano de 1730, quan-
do foram detectados casos de Tremor Enzodtico dos Ovinos (Scrapie)
em alguns paises do Reino Unido (MACGOWAN, et al. 1922) e na
Alemanha (LEOPOLDT; NUTZLICHE, 1959).

Nas décadas de 1950 e 1960, o surto de uma doenca neurodegene-
rativa, até entdo desconhecida, foi relatada em integrantes da tribo
Fore da Nova Guiné, onde mais tarde foi descoberto que a causa
mais provavel era a pratica de ritual de canibalismo. Este canibalismo
foi apontado como o mecanismo de transmissdo de prions, na doenca
que ficou conhecida como Kuru (GAJDUSEK; ZIGAS, 1957).

Neste mesmo periodo, estudos em chimpanzés demonstraram como
ocorre a forma de transmissdo do agente por meio de inoculacao
intracerebral. A partir dai, outras trés enfermidades que acometem
humanos como a doenca de Creutzfeldt-Jakob familiar (fCDJ), Sindro-
me de Gerstmann Staussler-Scheinker (GSS), Ins6nia Fatal Familiar e
uma enfermidade que acomente bovinos, a Encefalopatia Espongifor-
me Bovina (EEB), passaram a ser relatadas de forma mais detalhada
(KUBLER et al., 2003).

A disseminacao da doenca fora da Europa foi relacionada a exporta-
cdo de animais infectados, sendo considerada a principal causa na
ocorréncia do primeiro caso nos EUA em 1947, na Austréalia e Nova
Zelandia, em 1952 (LEANES, 2008).

A doenca foi introduzida no Brasil pela importacao de ovinos Hampshi-
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re Down de rebanhos ingleses (FERNANDES et al., 1978). O primeiro
caso foi identificado em 1978 no Rio Grande do Sul (FERNANDES et
al., 1978), seguindo-se de um segundo episédio em 1985, no Para-
na (RIBEIRO, 1993). Diante dos fatos, o governo brasileiro proibiu a
importacdo de animais do Reino Unido, mas manteve aberta as fron-
teiras para a introducao de ovinos de outros paises, EUA e Canada
em particular, onde a doenca é endémica. Segundo Ojeda e Oliveira
(1998), de 1991 a 1996 foram importados 2.267 ovinos, a maioria
dos EUA.

Os dados da Tabela 1 demonstram que a doenga ocorre em rebanhos
onde foram importados animais de paises da América do Norte. O
governo brasileiro ndo permite mais a importacado de ovinos em pé
desses paises, mas, mesmo assim, novos casos tém sido diagnosti-
cados. Provavelmente, em virtude da heranca genética dos animais
anteriormente introduzidos no Brasil.

Ano Raca Procedéncia Estado
1978 Hampshire Down Reino Unido RS
1985 Wiltshire Horn Reino Unido PR
1995 Suffolk EUA RS
1997 Suffolk EUA PR
2001 Hampshire Down Canada PR
2003 Hampshire Down Brasil PR
2006 Hampshire Down Brasil MS
2006 Suffolk Brasil RS

Fonte: Adaptado de Rodrigues; Ribeiro (2001).

A scrapie e a EEB estao distribuida mundialmente, ambas compdem o
quadro de enfermidades pridbnicas de maior repercussao mundial, em
particular, por constituirem um grupo de doencas que acarretam gran-
des perdas econOmicas, além de apresentarem grande risco a saude
humana (WOOLHOUSE et al., 2004).

11
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A proteina Celular (PrP°)

O primeiro relato da deteccdo da proteina priénica celular (PrP¢) foi des-
crita por Prusiner (1998) em experimentos realizados com o objetivo de
isolar e identificar o possivel agente exdgeno, responsavel pelo desen-

volvimento de doencas caracterizadas por neurodegeneracao, as EETs.

Porém, o termo prion ou particula proteinacea infecciosa, foi criado
muito antes, também por Prusiner, em 1982, para denominar o agente
causador das EETs (PRUSINER et al., 1990).

Em ovinos, o gene prnp que codifica a proteina pridnica, esta localiza-
do no cromossomo 13 e possui uma regido de aproximadamente 31
kb, constituida por dois exons curtos ndo codificantes e um exon que
contém a ORF (open reading frame), constituida por 236 cédons (LEE
et al., 1998).

A proteina pridnica normal ou proteina prion celular (PrP®) é considerada
uma glicoproteina que quando estd associada a complexos moleculares
na membrana, medeia diversas funcdes em diferentes compartimentos

celulares, dependendo de sua localizacdo (Figura 1) (LEE et AL., 2003).

O fato de a proteina ser expressa em grandes quantidades, em neuro-
nios, sugere sua importancia nestas células podendo estar relacionada
com propagacdo do impulso nervoso por meio dos axdnios, tanto em

impulsos pré como pdés-sindpticos (HERMS et al., 1999).

A proteina priénica normal pode apresentar importante funcdo quando
ligada a proteina STI-1(stress inducible protein 1), que desempenha pa-
pel de uma co-chaperona. Juntas, elas sdo responsaveis por neuropro-
tecdo em neurbnios da retina, além da STI-1 potencialmente controlar
o funcionamento da prion (ZANATA et al., 2002; GOLDGABER 1989).
Solforosi et al., (2004), comprovaram que este complexo é essencial
para constituicdo de prolongamentos neuronais do hipocampo e cere-
belo, podendo protegé-los e controlar sua morte celular programada,
apoptose.
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Figura 1. Estrutura do dominio globular da PrP de ovinos mostrando seus ele-
mentos estruturais secundarios (Haire et al. 2004).

Atualmente, estd comprovado que a proteina pridnica é também respon-
savel por modular a resposta do sistema imunoldgico as inflamacdes, ora
aumentando, ora reduzindo a atividade das células de defesa, estimu-
lando a acdo dos neutréfilos, as células de defesa mais abundantes no
organismo. Experimentos com camundongos geneticamente alterados
para nao produzir a prion celular, demonstraram que esses animais apre-
sentam um numero menor de neutréfilos, além de se apresentarem mais
lentos do que os roedores normais (ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).

O metabolismo detalhado da atividade cerebral da prion celular ainda nao
esta totalmente esclarecido, porém, é conhecido que a proteina se en-
contra ancorada em regides mais espessas da superficie celular, por uma
longa molécula de acucar e lipidios em forma de barbante por onde a prion
pode deslizar para areas mais delgadas da membrana dos neurdnios. Neste
momento, esta é transportada no interior de vesiculas contendo &cidos,
onde se conecta a outras proteinas e envia comandos para o ntcleo ou

13
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outras regioes. Este deslocamento nao ocorre ao acaso, pois a prion celu-
lar s6 se move na superficie dos neurdnios depois que proteinas especifi-
cas se acoplam a ela, ativando-a (ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).

Como um receptor, a prion saudavel conduz outras proteinas para

o interior dos neurdénios. Uma vez no interior da célula, o complexo
formado pela prion e sua proteina ativadora, envia sinais quimicos que
ordenam a emissdo de prolongamentos ou a producdo de compostos
que protegem o neurdnio da morte. Sem essa penetracdo no interior
da célula, a comunicacdao mediada pela prion celular fica incompleta
(ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).

Doencas pridnicas

As doencas pridnicas sdo enfermidades neurodegenerativas, também
conhecidas como Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EETs),
e acometem o Sistema Nervoso Central (SNC), podendo ser divididas
de acordo com sua origem genética em infecciosas ou esporadicas
(PRUSINER, 1996).

Dentre as EETs em animais estdo a scrapie em pequenos ruminantes, a
encefalopatia espongiforme bovina (EEB), que também é conhecida po-
pularmente como Doenca da Vaca Louca, a doenca emaciante cronica
dos cervideos e alces (CWD), a Encefalopatia Transmissivel das Martas
(ETM), a Encefalopatia Espongiforme Felina (EEF), além das Encefalo-
patias Espongiformes Transmissiveis encontradas em ungulados nao
domeésticos, criados em cativeiro e avestruzes (SIMMONS et al., 2007).

Scrapie

Scrapie é uma doenca neurodegenerativa crénica e fatal que acomete
ovinos domésticos (Ovis aries) e caprinos (Capra hircus) (VICARIVENTO
et al., 2008).

Existem duas formas de manifestacdes clinicas da doenca: a forma
pruriginosa e a forma nervosa, de acordo com a predominancia de si-
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nais sensitivos ou motores. Dentre os principais sintomas, destacam-se
prurido, hiperexcitabilidade, ranger de dentes, incoordenagcdo motora e

morte. A evolucdo da doenca é demorada, podendo ser observada ca-

quexia, paralisia, movimento excessivo ou estresse ao manejo (VICARI-
VENTO et al., 2008).

A scrapie, bem como todas as EETs, sdo enfermidades que merecem
atencdo especial da comunidade cientifica integrada a 6rgaos do gover-
no, principalmente, por se tratarem de enfermidades que oferecem risco
a salde publica, além de constituirem fortes barreiras sanitdrias.

Origem genética

A origem genética da scrapie em ovinos foi comprovada héa alguns
anos e foi estabelecido a relacdo de polimorfismos do gene prnp com o
desenvolvimento da doenca. Casos clinicos e rebanhos de animais que
apresentaram a doenca foram registrados e genotipados, sendo deter-
minada a resisténcia/suscetibilidade genética a doenca baseada nos
gendtipos que constituiam o gene prnp (DETWEILER; BAYLIS, 2003).

Existe uma estreita associacdo entre a existéncia de alteracbes polimér-
ficas no gene responséavel pela codificacdo de aminoacidos essenciais
que constituem a proteina pridénica e a suscetibilidade ao tremor epi-
zo6tico ovino, sendo que polimorfismos nos cédons (136, 154 e 171)
foram observados em animais positivos e foram associados a diferentes
focos da scrapie em ovinos (LUHKEN et al., 2007).

Os cédons 136 (Alanina, A), 154 (Arginina, R) e 171 (Arginina, R),
foram classificados como os mais importantes na suscetibilidade a
scrapie (SWEENEY; HANRAHAN, 2008), ja que estéo localizados em
uma regido do gene importante na producdo da molécula proteica. Esta
regiao quando sofre alteraces polimérficas pode interferir na composi-
cdo da proteina PrP¢ (proteina naturalmente produzida pelo organismo)
e podendo assim produzir a PrPS¢ (proteina alterada, responséavel pelo
desenvolvimento da doenca) (BOSSERS et al., 2000).

15
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O gene prnp ovino caracteriza-se por apresentar cdpia Unica localiza-

do na regido 15 do cromossomo 13 (13g15). Apds o sequenciamento
completo do gene e comparacdo do gene entre animais saudaveis e ovi-
nos da raca Sulffolk que desenvolveram a doenca, foi possivel localizar
regioes polimérficas do gene, possivelmente associadas a resisténcia/
suscetibilidade a doenca (IANNUZZI et al., 1998).

Seu sequenciamento também permitiu visualizar a constituicdo do gene
que, em ovinos é descontinuo e possui trés exons intercalados. A ORF
(open reading frame) do gene prnp de ovinos, estd localizada completamen-
te no exon lll, sem interrupcao de introns (LIEMANN, 1998; GOLDMANN,
2008). Outros mamiferos, também apresentam constituicdo parecida do
gene, possuindo um ou dois exons ndo codificantes (LEE et al., 1998).

Em ovinos, os alelos polimérficos do gene prnp considerados importan-
tes por estarem relacionados a casos de scrapie, sao os localizados nos
cédons 136 (alteracdo do aminodacido Alanina para Valina), 154 (altera-
cao do aminodacido Arginina para Histidina), e 171 (alteracdo do amino-
acido Glutamina para Arginina, Glutamina para Histidina ou Glutamina
para Lisina) (GOLDMANN, 2008; SWEENEY; HANRAHAN 2008). Estes
cédons polimérficos combinados formam cinco alelos (ARQ, VRQ, AHQ,
ARR, ARH) que podem ser organizados em 15 gendtipos (Tabela 2).

Baseado nos 15 diferentes gendtipos, uma forma de classificacdo contendo
grupos de risco foi desenvolvida na Gra-Bretanha, por meio do Plano Nacional
de Controle e Erradicacao da scrapie (PNS) (DEFRA, 2003). Esta classifica-
cao foi criada para auxiliar os programas de melhoramento genético e outros
planos similares foram desenvolvidos nos Estados Unidos e por membros da
Uniao Europeia (DAWSON et al., 1998; DETWEILER; BAYLIS, 2003).

O grupo de risco R5 esta relacionado com animais que apresentam
maior risco de desenvolver a doenca (BOSSERS et al., 1996; BAYLIS
et al., 2004). No Reino Unido e em muitos outros focos registrados,
tais como na Franca, Irlanda e Noruega, os animais que apresentaram
os genétipos VRQ/VRQ foram incluidos neste grupo (HERMANN et al.,
2002; O'DOHERTY et al., 2002; TRANULIS et al., 1999).
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Gendtipo Classificacdo do PNS Risco associado a scrapie
ARR/ARR R1 Muito baixo
ARR/AHQ R2 Baixo
ARR/ARH

ARR/ARQ

AHQ/AHQ R3 Moderado, especialmente
AHQ/ARH em ARQ/ARQ
AHQ/ARQ

ARH/ARH

ARH/ARQ

ARQ/ARQ

ARR/VRQ R4 Moderado
VRQ/AHQ R5 Alto, especialmente
VRQ/ARH em VRQ/ARQ e VRQ/VRQ
VRQ/ARQ

VRQ/VRQ

Fonte: DAWSON et al., 2008.

O risco do grupo R5 é tdo elevado que, por algum tempo, a scrapie foi
considerada uma doenca estritamente genética. Porém, varios estudos tém
demonstrado, de modo conclusivo, que ovinos com o genétipo VRQ/VRQ
podem sobreviver até a velhice quando mantidos em ambientes livres da
doenca (HUNTER et al., 1997). Os outros trés genétipos incluidos no gru-
po Rb sdo VRQ/ARQ, VRQ/ARH e VRQ/AHQ (HOFFMANN et al., 2007).

O gendtipo incluso no grupo R4 é constituido por animais que apre-
sentam menores riscos de serem afetados pela scrapie em relacao

aos classificados no grupo R5, mas que o risco disseminado aos seus
descendentes ainda é significativo, sobretudo, porque a prole gerada e
que se enquadra no grupo R5 pode ser produzida a partir de reproduto-
res que sdo enquadrados no grupo R4. O gendétipo ARR/VRQ representa
esse grupo (DAWSON et al., 2008).
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A presenca do alelo ARH indica uma reducéo significativa da susce-
tibilidade, sendo que animais e descendentes que apresentam este
gendtipo, acompanhados de alelos que conferem suscetibilidade, estdo
inclusos no grupo R3 (DAWSON et al., 2008). Em comparacéo aos gru-
pos R4 e R5, o grupo R3 é representado por gendétipos que conferem
aos animais uma reducdo de risco de cerca de trés vezes (resisténcia
parcial) em desenvolver a doenca, neste estao incluidos animais com os
gendtipos AHQ/ARQ (BILLINIS et al., 2004; DAWSON et al., 2008).

O grupo R2 é constituido por animais que apresentam os gendtipos
ARR/AHQ, ARR/ARH e ARR/ARQ, sendo considerados resistentes, po-
rém, ocasionalmente seus descendentes podem desenvolver a doenca e
apresentar gendétipos que estdo incluidos em grupos de classificacao de
risco mais elevado (BOSSERS et al., 1996; DAWSON et al., 2008).

Animais que constituem o grupo R1, apresentam o gendtipo ARR/ARR e
sdo considerados como resistentes a scrapie (HOUSTON et al., 2008).

Origem infecciosa

Entre mamiferos acometidos pelas doencas pridnicas, os ovinos consti-
tuem o grupo mais estudado na tentativa de elucidar o comportamento
das EETs, incluindo, principalmente, a transmissado da doenca. Analises
de dados obtidos por varios anos, desde os primeiros dados experimen-
tais, indicam evidéncias epidemioldgicas para explicar a origem infec-
ciosa da doenca que envolve, principalmente, a transmissao vertical
(DIAZ et al. 2005). Por meio dessas analises, foi possivel verificar que
o numero de casos foi maior em ovinos recém-nascidos que foram
mantidos junto com a mae, logo apés o parto, e diminuicdo no nimero
de casos quando comparados a animais que foram separados da mae
precocemente. A transmissdo desta maneira pode acontecer via colos-
tro (TOUZEAU et al., 2006).

A scrapie também foi constatada em casos de transferéncia de em-
brido. Casos de transmissédo lateral também foram constatados ao
longo dos anos, quando o ambiente contaminado pode influenciar na
disseminacdo da doenca; tecidos como sistema linfo-reticular do intes-
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tino, secrecdo de glandulas salivares e placenta, podem estar envolvi-
dos na liberacdo do agente infeccioso no ambiente (TUO et al., 2001;
WELLS et al., 20086).

A transmissao da proteina infecciosa de uma espécie para outra pode
acontecer (LIEMANN; GLOCKSHUBER, 1998), sendo que entre individuos
de uma mesma espécie pode acontecer a transmissao de proteinas de
conformacéo estrutural diferentes (PrP¢ ou PrPs¢) (PRUSINER et al.,1990).

Vérias espécies expressam a PrP® com sutis diferencas, principalmente,
relacionadas com a quantidade de aminoacidos produzidos. Por exem-
plo, 16 aminoéacidos sdo responsdveis pela diferenca entre a PrP¢ de
Ramsters e ratos, logo, dificilmente a PrP® que acomete um ird infectar o
outro. Porém, a diferenca do niUmero de aminoacidos entre as proteinas
de bovinos e ovinos é de apenas sete aminoéacidos, o que possibilita a
transmissdo do agente entre estas duas espécies. Em humanos, a PrP°¢
difere em mais de 30 aminoacidos entre a proteina de bovinos, e apesar
da tranmissdo ser extremamente dificil, pode ocorrer (OWEN, 1998).

Origem esporadica

A forma esporadica da doenca caracteriza-se pela ocorréncia sem que o
animal apresente formas potencialmente genéticas (ou herdaveis) ou in-
fecciosas, ou seja, pode se manifestar em animais sem que eles tenham
predisposicdo genética ou tenham entrado em contato com a proteina
infecciosa (BROWN et al., 2000).

Alto nivel de metais na forma de céations, principalmente o manganés,

no Sistema Nervoso Central, pode desempenhar um papel importante

da patogénese da forma esporadica das encefalopatias espongiformes
(PURDEY, 1994; PURDEY, 1996). Os cations divalentes de manganés e
de niquel podem interferir na producao de Metaloproteinas que requerem
metais especificos para constituir o dobramento da proteina. Logo, a con-
centracdo destes metais pode influenciar na recombinacéo da PrP¢ com a
PrPS¢ e na producdo da forma normal da proteina. Propde-se que formas
de cétion tri-valente de Mn estéo relacionadas com o desenvolvimento
das mais importantes EETs (SMITH et al, 1997; KARLIN et al., 1997).
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O agente

Em 1982, Stanley Prusiner, descreveu a “Hip6tese da Proteina”, em
que o agente infeccioso relacionado ao desenvolvimento das EETs era
constituido por uma proteina prion anormal, a PrPS¢, considerada uma
isoforma protéica modificada da proteina celular normal, a PrP¢, que é
abundantemente expressa em células de mamiferos (PRUSINER, 1997).

A primeira estrutura 3D do dominio C-terminal da proteina PrP foi deter-
minada por ressonancia nuclear magnética (RMN) em um laboratério em
Woithrich, na Suica e foi quando se compreendeu o dominio globular
da PrP presente em murinos. Dai em diante varias proteinas pridnicas
de diferentes espécies foram analisadas (LOPEZ-GARCIA et al., 2000),
principalmente, em murino (RIEK et al., 1996). Todas as proteinas ana-
lisadas demonstraram forma globular consistindo de grande presenca
de folhas B-pregueadas e, em menor quantidades, estruturas a-hélice,
ambas ligadas por uma Unica ponte dissulfeto.

A constutuicao estrutural cristalografica da PrP em ovinos foi descrita,
estabelecendo diferenca entre a proteina de ovinos e de outras espécies
(EGHIAIAN et al., 2004; HAIRE et al., 2004). Elas apresentaram o mes-
mo dominio globular como a de outras espécies de mamiferos, no entan-
to, essas estruturas quando visualizadas em alta resolucdo, mostraram
diferenca nas bases moleculares dos dobramentos da proteina (HAIRE et
al., 2004; REZAEI et al., 2002).

O mecanismo de conversdo da proteina em estado normal para a forma
anormal é um processo importante do desenvolvimento e transmissao
da doenca (Figura 2). A proteina normal, PrP®, em é processada e envia-
da por meio do complexo de Golgi a superficie celular para que se ligue
a ancora da glicofosfatidilinositol. Neste momento, a PrP® pode desem-
penhar normalmente seu papel ou ser convertida em PrPS¢(ZOMOSA-
SIGNORET et al., 2008).

Logo apds o primeiro contato, a molécula, tanto normal quanto anor-
mal, da proteina, pode sair através da célula por meio de invaginacdes
da membrana plasmatica (ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).
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A conversio propriamente dita de PrP® em PrPS¢ ocorre por meio de
um ciclo, em que a PrPS¢ se encontra em equilibrio como um segundo
estado, chamada de PrP*, um estado molecular intermediario que in-
tervém na formacdo da PrP¢ em PrPS¢ ou mesmo PrP® (COHEN, 1999;
PRUSINER, 1998).

Em circunstancias normais, a PrP® domina o equilibrio conformacional,
mas nas doencas infecciosas, a PrPS¢ é fornecida a partir do exterior e
pode ligar-se a PrP* para originar um heteromultimero (PrPS¢/PrP*), que
pode ser convertido depois num homomultimero de PrPs¢ (PrPS¢/PrPSc).
Neste evento, um fator auxiliar intervém diretamente nesta converséao,
chamada de proteina X; esta liga-se a PrPS¢ e apds a converséo do
PrP* em PrPsc ¢ liberada e reciclada, juntando-se a outro novo com-
plexo heteromultimérico (TELLING et al., 1995; KANEKO et al., 1997;
ZOMOSA-SIGNORET et al., 2008).
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O complexo heteromultimero pode se dissociar originando a formacao
de dois moldes capazes de novas replicacoes, caracterizando, assim, o
crescimento exponencial de PrPs¢ (CORREIA; CORREIA, 2001).

Na forma infecciosa, a prion exégena (PrPS°) inicia sua replicacdo ao
ligar-se a um complexo constituido pela proteina X, no momento em
que esta condiciona o enrolamento da proteina priénica celular normal
(PrP€), a qual se encontra ligada, e que por influéncia da PrPs¢, passa
a ter uma conformacdo em inicio de modificacdo, denominada PrP*,
que com a continuacdo da sua biossintese, passa a PrPS¢ enddgena.
Desta forma, a PrPS¢ exégena, molda, ajudada pela proteina X, a PrP*,
convertendo-a em PrPs¢ endégena (CORREIA; CORREIA, 2001).

Na forma hereditaria, a concentracao de PrP*, conformacéao interme-
diaria, aumenta quer devido ao efeito desestabilizador da mutacéo
sobre a estrutura da PrP¢, quer por aumento de estabilidade da PrP°
ou do dimero ou multimero de PrP*. A presenca do complexo PrP*/
PrP* pode dar origem a PrPS¢/PrPSC e iniciar um ciclo de replicacao.
Nas doencas pridnicas hereditarias, e talvez nas doencas pridnicas
espontaneas que ocorrem devido a uma mutacdo celular somatica,
a proteina PrP® mutada pode ligar-se a proteina X e dar origem ao
complexo PrP*/Proteina X/PrP*/Proteina X, a partir do qual podera
originar a PrPSc endégena na auséncia de uma PrPsS¢ exdgena que
funcione como molde. Este papel seria adquirido pela proteina PrP¢
mutada. Apds esta formacao inicial da PrPS¢ enddgena, a replicacao
pridénica seguiria o curso de crescimento exponencial (CORREIA;
CORREIA, 2001).

Na forma esporadica, existe um acontecimento molecular que é a for-
macao do complexo PrP*/PrP* ou ocorre uma mutacao celular somati-
ca. Nas formas espontaneas das doencas priénicas, a formacao rara do
complexo PrP*/Proteina X/PrP*/Proteina X podera originar a formacao
de PrPs¢ enddgena, que depois seguird um ciclo replicativo (CORREIA;
CORREIA, 2001).
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Patogénese

A infeccdo de ovinos pelo agente ocorre por via oral, embora escarifica-
cOes na pele e mucosas/conjuntiva danificadas sdo consideradas como
vias alternativas de infeccdao (MOHAN, 2004). O agente infeccioso da
scrapie esta presente em pastagens, sendo ingeridos durante o pastejo
nestes locais contaminados (DICKINSON, 1976). No caso de bovinos,
na EEB, a infeccdo ocorre por meio da alimentacdo a partir de concen-
trados contendo farinha de carne e ossos derivados de bovinos infecta-
dos pela doenca (WILESMITH, 1991).

A forma como o agente atravessa a barreira da mucosa apés ser inge-
rido ainda é obscura, porém sao postuladas trés formas possiveis de
ocorrer (Figura 3). A primeira é a forma mediada pelas células M, um
tipo de célula presente nos foliculos do epitélio que constitui o intesti-
no delgado e amigdala, especializada no transporte de macromoléculas
e particulas por todo o segmento do epitélio (HEPPNER, 2001). Estas
células M podem ser utilizadas por agentes patogénicos para atravessar
a barreira das mucosas e ganhar acesso aos tecidos subjacentes (NEU-
TRA et al., 1996).

Apds a ingestdo e possivel absorcdo pela células M ou células dendri-
ticas, a PrPSC é transportada para os foliculos linféides (LF) e placas

de Peyer subjacentes ao foliculos associados ao epitélio. Dentro dos
foliculos linféides, a PrPS¢ acumula-se nas células dendriticas foliculares
e logo é absorvida por macréfagos. Esse aciumulo de PrPS¢ pode facilitar
a infeccdo por meiopor meio do plexo submucoso do sistema nervoso.
Alternativamente, PrPS¢ é carregada por meio da formacdo de um com-
plexo com a ferritina. Depois que o epitélio é atravessado, a mucosa do
plexo submucoso é infectada, podendo ser carreada por meio de fibras
nervosas até o tecido cerebral (COHEN, 2008).

No entanto, o transporte da prion em todo o epitélio intestinal poderia
ocorrer independente da célula M. Enzimas digestivas podem quebrar as
moléculas infecciosas em moléculas menores, inclusive o ndcleo da
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Figura 3. Representacdo esquematica das possiveis formas de passagem por
meio do epitélio intestinal e posterior invasdo do sistema nervoso (COHEN,
2008).

EFA — Epitélio Folicular Associado
CDF - Células Dendriticas Foliculares
SNE - Sistema Nervoso Entérico

CD - Células Dendriticas

proteina resistente a proteinase K. Esses pequenos fragmentos, em se-
guida, podem formar complexos com outras proteinas como a ferritina
(COHEN, 2008).

No entanto, o transporte da prion em todo o epitélio intestinal poderia
ocorrer independente da célula M. Enzimas digestivas podem quebrar
as moléculas infecciosas em moléculas menores, inclusive o nlcleo da
proteina resistente a proteinase K. Esses pequenos fragmentos, em se-
guida, podem formar complexos com outras proteinas como a ferritina
(COHEN, 2008).
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Um terceiro percurso provavel acontece por meio de captacao direta
pelas células dendriticas, que podem percorrer as estreitas juncdées que
separam as células epiteliais em busca de antigenos (MISHRA et al.,
2004).

Depois de atravessar a barreira das mucosas, a forma PrPS¢ acumula-

se no tubo digestivo, nos tecidos associados aos nddulos linféide da
amigdala e placas de Peyer (VAN KEULEN et al., 2002). Esse acumulo
inicial no sistema digestivo favorece fortemente a hip6tese de transporte
do agente por meio das células M, ja que, antigenos envolvidos pelas
células M sao ativamente carreados as células dendriticas e macréfagos.
A primeira evidéncia imunohistoquimica da presenca da PrPSC¢ nos teci-
dos linféides associados ao tubo digestivo (GALT), consiste no acimulo
intracelular de fragmentos da proteina no plasmalema de macréfagos e
em foliculos linféides das células B (JEFFREY; GONZALEZ, 2007).

A replicacado da prion GALT era até bem pouco tempo considerada cru-
cial no mecanismo de neuroinvasao, porém quando a doenca é repro-
duzida em modelos experimentais, a funcdo das células dendriticas no
mecanismo é prejudicada (MABBOTT, 2000). No entanto, a auséncia
deste mecanismo de replicacdo ndo impede totalmente a neuroinvasao.
Por exemplo, em ovinos que possuem em seu gene prnp gendtipos com
os alelos VRQ e ARR (tanto os que transportam o alelo VRQ, associa-
do a alta suscetibilidade a scrapie, como o alelo ARR, associado a alta
resisténcia a scrapie), ha pouco ou nenhum envolvimento deste meca-
nismo na replicacdo do agente (VAN KEULEN et al., 1996). No entanto,
estes animais podem desenvolver a scrapie normalmente, embora a uma
idade mais avancada. Em bovinos, a replicacdo do agente da EEB por
meio dos tecidos linfoides € minima ou ausente (BOSSERS et al., 1996).

Apds o primeiro contato com a mucosa, o agente pridbnico é drenado
por meio da linfa para os linfonodos mais préximos, isto significa que
no caso das amigdalas o agente é drenado para os linfonodos retrofa-
ringeos e no caso das placas de Peyer para os linfonodos mesentéricos
(VAN KEULEN et al., 2002). Nesta fase, a PrPS¢ pode ser detectada
imunohistoquimicamente, indicando um transporte por meio de drena-
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gem linfatica a partir dos GALT. Além disso, as PrPS¢ podem ser vistas
ao se acumularem nos foliculos das células dendriticas e nos foliculos
linféides e cértex dos ganglios linfaticos dos linfonodos associados ao
GALT (COHEN, 2008).

Surpreendentemente, a PrPS¢ ndo tem sido descrita em células nos
seios medulares, embora as prions sejam mais difundidas fora dos
tecidos linfoides do GALT. Ainda ndo se sabe como ocorre a propaga-
cao das prions por meio de sangue e linfa. Acredita-se que aconteca
por meio de um transporte ativo celular ou por meio de um estado livre,
possivelmente ligado, a algum componente da linfa ou plasma sangui-
neo (COHEN, 2008).

A possibilidade do agente infeccioso responsavel pela scrapie estar pre-
sente no sangue tem sido, desde muito tempo, fonte de vérios debates.
Muitos estudos tem falhado em demonstrar sua ocorréncia na corrente
sanguinea ou em fracoes de sangue (HERMANN et al., 2002), mas,
com o auxilio de técnicas mais sensiveis, a PrP¢ tem sido detectada no
sangue de ovinos provenientes de surtos (JACKMAN et al., 2006).

O sistema nervoso entérico é o primeiro tecido neural que entra em
contato com a prion. Este tecido é constituido por duas grandes redes
onde se localizam os corpos neuronais (FURNESS; COSTA, 1987). O
agente infeccioso pode tanto entrar em contato direto com as fibras
nervosas do plexo submucoso como ser transportado por meio das pla-
cas de Peyer. Porém, como visto anteriormente, esta forma de neuroin-
vasdo nao é requisito Unico para o desenvolvimento da enfermidade.
Em estudos com ovinos infectados naturalmente com a prion infeccio-
sa, o duodeno e o ileo foram identificados como potenciais sitios de
invasdo (VAN KEULEN et al., 2000).

Apds o primeiro contato com o sistema nervoso entérico, o agente
ascende até a medula espinhal (medula oblonga, 6bex e segmentos
toracicos) e a partir destes locais, a infeccdo se desenvolve tanto de
forma ascendente como descendente, envolvendo todo o neuro-eixo
(HOFFMANN et al., 2007).
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Com o estabelecimento da doenca, individuos infectados apresentam
neurodegeneracdo com aparecimento de areas contendo vacuolizagcao
cerebral, degeneracdo neuronal, astrogliose e morte, o que confere ao
tecido aspecto esponjoso além de acimulo de placas amiloides cons-
tituidas pela PrPC alterada. Estas mudancas podem ser observadas
utilizando-se procedimentos histolégicos padrdo, e os depdsitos da
PrPS¢ podem ser visualizados apds tratamento prévio com &cido férmico
(HARITANI et al., 1994).

A scrapie acomete, em maioria animais mais velhos, com idade entre
dois a quatro anos de idade, isso porque o periodo de incubacéo do pri-
on geralmente é longo. Porém, pode variar de acordo com as diferentes
linhagens da proteina e gendtipo do animal. Atualmente, cerca de 30
diferentes linhagens de prions estao relacionadas com a doenca (JACK-
SON; COLLINGE, 2000; GOLDMANN et al., 1990).

Diagnéstico e tratamento

Nao existe tratamento eficaz para a enfermidade. Experimentalmente, o
uso de fatores de crescimento tem diminuido a perda neuronal, porém,
sem melhora significativa das lesdes causadas aos neurdnios (VICARI-

VENTO; PUZZI; 2008).

Nos casos de suspeita de scrapie, o diagnéstico diferencial é muito
importante na determinacdo da doenca. Considera-se como suspeita
clinica fundamentada de scrapie, aquela que persiste apds investigacao
clinica, epidemiolégica e diferencial para outras doencas, tais como
sarna e outros ectoparasitos, cenurose, raiva, pseudo-raiva, pneumonia
ovina progressiva (maedivisna), listeriose encefalica, polioencefaloma-
lacia, toxemia da prenhez, fotossensibilizacdo, hipomagnesemia, intoxi-
cacdo por substancias quimicas ou por plantas, entre outras (BRASIL,
20009).

Um dos maiores problemas enfrentados quando se trata de doencas
pribnicas, sdo os testes diagndsticos. Atualmente, testes diagndsticos
eficientes sdo realizados post-mortem, ou seja, apds o aparecimento
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da doenca em animais com sintomatologia clinica evidente. Portanto,
um dos maiores desafios para a ciéncia é o desenvolvimento de testes
diagnoésticos ante-mortem capazes de diferenciar com eficiéncia a PrPs¢
da PrP® (O’'ROURKE et al., 2000).

O primeiro método utilizado para confirmar o diagnéstico de uma EET
foi o exame neuropatoldgico de tecidos do cérebro de animais ou hu-
manos, sendo este ainda considerado como o método padrao (WHO,
1998). Neste método, o tecido é coletado, preservado em formalina,
seccionado, corado, e entdo examinado em microscépio 6ptico, no qual
sdo observadas as anormalidades patolégicas no exame histolégico.
Este procedimento é, geralmente, complementado com revelacdo imu-
nohistoquimica do tecido, a qual usa um anticorpo anti-PrPS¢, marcado
com uma enzima, que se ligara a PrPS¢. A microscopia eletrénica pode,
também, ser utilizada para detectar, em tecidos frescos post-mortem,
fibrilas associadas a scrapie (as PrPS¢ aparecem como estruturas em
forma de bastonetes denominadas SAFs — scrapie associated fibrils)
(PARK et al., 2000).

Em busca de novos marcadores que possam auxiliar em testes diag-
nésticos ante-mortem, neuromarcadores protéicos tém sido estudados.
Entre eles, uma proteina enolase neurdnio-especifica, a S100B, e a
proteina glial fibrilar denominada Tau (GRASSI et al. 2000; GREEN et
al., 2002; OTTO et al., 2002). Marcadores metabdlicos como acidos
graxos, interferon-y, prostaglandinas e interleucinas também tem sido
estudadas (PARVEEN et al., 2005). Alguns grupos de pesquisa tém de-
senvolvido andlises de soro por espectroscopia infravermelha combinada
com processamento de dados da rede neural, esta abordagem tem mos-
trado alta sensibilidade e especificidade quando testadas em bovinos,
porém, ainda nao se sabe se podera ser utilizada em testes rapidos para
diagnodsticos das EETs (LASCH et al., 2007; THOMZIG et al.; 2004).

A partir do ano de 2003, a Comissdo Europeia (CE) aprovou cinco
testes padrdo de selecdo comercial para uso na deteccdo direta e rapida
da PrPS¢. Um destes é o Western blot, em que a PrPSC purificada de
material cerebral é detectada por meio do anticorpo monoclonal 6H4
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derivado de camundongo. Outro é o teste Enfer que envolve a extra-
cdo rapida das proteinas, acoplada a técnica ELISA, na qual a PrPsC¢ é
detectada por meio de anticorpos policlonais e um anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (KUBLER et al., 2003). Segue ainda o teste de
LIA (Prionics-Check Luminescence Immunoassay) (BIFFIGGER et al.,
2002), CEA -Bio-Rad (Bennion & Daggett, 2002). e o InPro aCDI (InPro
Automated Conformationally Dependent Immunoassay), que detectam
a presenca da proteina por meio de dois anticorpos monoclonais (SA-
FAR et al., 2002).

Até o momento, ndo existe terapia eficiente e que seja aceitavel con-
tra as doencas priénicas. Entretanto, diversos grupos tém procurado
desenvolver formas e substancias capazes de interromper ou reverter a
producdo de PrPS¢ causadora da doenca (PERRIER et al., 2000; SOTO
et al., 2000). Mallucci et al. (2003) conseguiram parar a conversao

da proteina saudavel para a mutante em cobaias geneticamente mo-
dificadas. As cobaias recuperaram-se e viveram tanto quanto animais
ndo infectados, a despeito da continua presenca da prion anormal nos
cérebros das mesmas.

O processo de conversao, e ndo o acumulo da proteina, parece ser a
chave da doenca, levando a suspeita de que a substituicao da protei-
na normal pela mutante pode produzir um produto téxico, uma forma
intermediéaria, ou pode esgotar um fator que seja crucial para a sobrevi-
véncia das células cerebrais (MALLUCCI et al., 2003).

Consideracodes finais

Por ser a scrapie uma doenca de grande preocupacao internacional,
necessitando de maiores desenvolvimentos sobre seu comportamento,
erradicacao e principalmente no &mbito da prevencao, o Laboratério de
Engenharia Genética da Embrapa Gado de Corte vem desenvolvendo
pesquisas no sentido de identificar racas presentes no Estado de MS e
no Brasil com maior predisposicao genética a scrapie, bem como, racas
geneticamente resistentes.
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Para isto diversas racas, dentre elas, ovinos Suffolk, Hampshire Down,
Texel e Santa Inés sdo submetidas a genotipagem, ja que existem
mutacdes bem conhecidas no gene prnp, que modificam a traducéo dos
coédons 136 (Alanina/Valina), 154 (Histidina/Arginina) e 171 (Glutami-
na/Arginina/Histidina/Lisina) e, que estdo associadas a ocorréncia da
doenca (VACCARI et al., 2004). O conhecimento da frequéncia de ale-
los que conferem resisténcia e suscetibilidade a scrapie contribui para a
identificacdo de animais geneticamente resistentes.

No futuro, estas informacdes poderdo ser Uteis para auxiliar programas
de melhoramento genético, por meio do uso de matrizes que tenham
fendtipos favoraveis a erradicacado da a scrapie, contribuindo para dimi-
nuir a ocorréncia da doenca no Brasil e evitando que ela possa preju-
dicar o crescimento do Estado nesta area, o que pode afetar negativa-
mente sua economia.
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