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RESUMO

Prion celular é uma proteina constituinte da membrana celular de varias
espécies de mamiferos que estd presente em diversos tecidos,
predominantemente no tecido nervoso. Esta proteina pode se converter em
uma isoforma a partir de modificagdes na sua estrutura secundaria e terciaria,
tornando-se insoluvel em detergentes, resistente a proteases e com tendéncia
a formar agregados (amiléides). A presenca desta isoforma modificada ou prion
scrapie (PrPsc) nos tecidos induz outras proteinas normais a adquirirem esta
nova conformacédo desencadeando-se uma reacdo em cascata que leva ao
desenvolvimento das encefalopatias  espongiformes, uma doenca
invariavelmente fatal na qual ocorre gliose e vacuolizagdo neuronal. A
identificacdo da presenca e localizagdo do PrPc nos diversos tecidos &
importante para auxiliar no esclarecimento de suas fungdes e da fisiopatologia
das encefalopatias espongiformes. No presente trabalho foram verificados
através dos meétodos de imunohistoquimica e western blot, a presenca e
localizacao da proteina prion celular na retina humana e no nervo 6ptico. Trinta
olhos de vinte e trés doadores foram analisados por imunohistoquimica € um
olho pelo método de Wester blot utilizando-se trés anticorpos diferentes (8G8,
3F4 e policlonal). Nove recuperacdes antigénicas foram testadas para se obter
a melhor marcacado possivel nos tecidos estudados. Na imunohistoquimica
houve marcagéo em todas as camadas da retina e no nervo Optico com os trés
anticorpos testados, mas esta foi mais intensa nas camadas nuclear interna e
externa e na camada de células ganglionares. Evidenciou-se uma linha com
marcagdo muito intensa em toda a extensdo da camada plexiforme externa,

adjacente a camada nuclear interna, onde ocorrem as sinapses entre 0s



fotorreceptores e os neurbnios de primeira ordem. O método de Western Blot
confirmou a presenga da proteina na retina. Foi demonstrado que a proteina
prion celular esté presente na retina humana e no nervo éptico. Apesar de estar
presente em todas as camadas dos tecidos analisados, o predominio da
proteina na regiao sinaptica da retina, corrobora a hipétese de que a proteina

desempenhe um papel importante nas sinapses.

Descritores: prion, PrP°®, PrP*, retina, encefalopatias espongiformes,

imunohistoquimica, western blot.



ABSTRACT

Prion cellular protein (PrP°) is a sialoglycoprotein anchored to the cell
surface, highly expressed in the brain. The PrP°® scrapie isoform (PrP*), a
protease-resistant and detergent insoluble protein, arrives from conformational
changes of PrP° induced by the presence of this misfolded protein. The
accumulation of PrP*¢ in the central nervous system can cause transmissible
spongiform encephalopathies (TSE). Although it is well known that the
transmission of TSE is possible through ocular pathways, the literature is
lacking in information about the expression of PrP° in normal human eye
tissues. The purpose of this study was to verify the presence and localization of
PrP° in normal human retina. In the present study thirty eyes from twenty-three
cornea donors were analyzed by immunohistochemistry and one eye by
Western blotting using three different antibodies anti- PrP° (8G8, 3F4 and a
non- commercial polyclonal mouse antibody). Seven pre-treatment to antigen
retrieval were tested to find the best immunostaining. PrP° was detected in all
retinal layers and in the optic nerve, with intense labeling in the inner nuclear
layer, outer nuclear layer and ganglion cell layer. There was a stronger staining
in the synaptic region of the outer plexiform layer. Western blot analysis
assessed the presence of PrP° in the retina. The presence of cellular prion
protein in human retina an optic nerve adds information about the transmission
of TSE through ocular pathways. Although the protein is present in all retinal
layers in diverse cell types, its accumulation in synaptic regions suggests that it

may have a role in synaptic function.

Keywords: prion, PrP°,  PrP% retina, transmissible spongiform

encephalopathies, immunohistochemistry, western blot.



LISTA DE ABREVIATURAS

APS -
BCIP -

BSE -
bovina)

CCG -
CF -
CFN -
CJD -
CNE -
CNI -
CPE -
CPI-
CWD -
EDTA -
EET -
EPR -
Gly -

GSS -

Ammonium persulphate (persulfato de aménio)
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

Bovine spongiform encephalopathy (encefalopatia espongiforme

camada de células ganglionares

camada de fotorreceptores

camada de fibras nervosas

Creutzfeldt-Jacob disease (doenga de Creutzfeldt-Jacob)
camada nuclear externa

camada nuclear interna

camada plexiforme externa

camada plexiforme interna

Chronic wasting disease (doenga consuptiva crénica)
EthyleneDiamineTetrAcetic acid.(acido etilenodiamino tetra-acético)
encefalopatias espongiformes transmissiveis

epitélio pigmentar da retina

glicina

Gerstmann Straussler-Scheinker Syndrome (syndrome de Gerstmann

Straussler-Scheinker)

HCL -
IFF-
kDa-
MgCl, -

MHP -

acido cloridrico
insénia familiar fatal
kilodalton

cloreto de magnésio

membrana hialdide posterior



MLE - membrana limitante externa

MLI - membrana limitante interna
MW - low range protein weight standard (padrédo de peso de proteinas de
baixo peso)

NaCl - cloreto de sddio

NaOH - hidréxido de sodio

NBT -  azul nitro-tetrazoico

PBS - Phosphate Buffered Saline (solugao tampéao de fosfato)
PMSF - phenylmethylsulfonyl fluoride (fluoreto de fenilmetil sulfonil)
PRNP - gene que codifica a proteina prion celular

PrPc -  Prion celular

PrPsc - Prion scrapie

SDS -  sodium dodecyl sulfate (dodecil sulfato de s6dio)

SDS-PAGE - sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SNC - sistema nervoso central

TME - Transmissible mink encephalopathy (encefalopatia transmissivel de
martas)
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1. INTRODUCAO

1.1 Prion
1.1.1 Histérico

As doencas pribnicas ou encefalopatias espongiformes transmissiveis
(EET) compreendem um grupo de condi¢des neurodegeretativas invariavelmente
fatais, que podem afetar varias espécies de mamiferos, incluindo o homem.'
Podem se apresentar como desordens genéticas, infecciosas ou esporadicas e
todas elas se desenvolvem a partir da presenca da isoforma alterada da proteina
prion celular (PrPc), uma proteina que se encontra naturalmente ligada a
membrana celular. Esta isoforma alterada, denominada PrPsc, acumula-se no
sistema nervoso dos organismos afetados levando a degeneracdo tecidual e
perda funcional.' O termo PrPsc originou-se a partir de scrapie, uma doenca cujo
nome cientifico & paraplexia enzodtica dos ovinos e que ocorria naturalmente em
rebanhos de ovinos e caprinos na Europa ha mais de 200 anos. Data de 1732 a
primeira referéncia na Inglaterra a uma doenga que afetava as ovelhas, embora
naquela época ainda nao fosse referida como scrapie. No final do século XVIII é
mencionada uma doenga de nome the rubs ou the rubbers (do inglés to rub,
esfregar), em alusdo aos animais que se esfregavam até a morte; enquanto a
primeira referéncia ao nome scrapie, utilizado atualmente, data de 1853, mais de
um século depois da referéncia inicial a doenga. O termo scrapie é derivado do
verbo tfo scrape que significa raspar, arranhar e foiintroduzido devido ao
constante e incontrolavel rocar e cocar dos animais acometidos pela doencga,

chegando ao ponto de se desenvolverem feridas nos mesmos.?



Apesar da caréncia de dados epidemiolégicos, sabe-se que esta doenca é
comum em alguns paises da Europa, mas sua rota natural de transmissao nao é
conhecida. Sua transmissibilidade foi demonstrada experimentalmente em 1936
por Cuillé e Chelle através de inoculagdo de tecido nervoso proveniente de
ovelhas infectadas com scrapie em animais sadios, sendo mais tarde comprovada
quando 1800 ovelhas contrairam a doenga ao receberem uma vacina
contaminada.> Em 1954 Bjorn Sigurdsson considerou que a doenca fosse de
etiologia viral e o termo Slow virus foi proposto. Cinco anos mais tarde, Willian
Hadlow, estudando uma epidemia de doenca neurodegenerativa em uma tribo
isolada em regides montanhosas da Nova Guiné, sugeriu que sua etiologia fosse
similar a do scrapie. A doenca encontrada nesta tribo era denominada Kuru, que
significa tremer na linguagem nativa e era caracterizada principalmente por
ataxia e tremores progressivos e ocasionalmente risos espasmodicos, que
precediam a morte.* Trabalhos subseqiientes mostraram que a transmissdo da
doenca ocorria através de rituais de canibalismo, que eram frequentes nesta tribo
e cuja suspensdo levou ao controle da epidemia.* A transmissibilidade da Kuru foi
demonstrada sete anos mais tarde por Gajdusek através da inoculacdo de
homogeneizados de cérebro infectado em chipanzés.®> Assim como Hadlow fez a
associagcao entre scrapie e Kuru, Igor Klatzo fez uma associagdo similar entre
Kuru e Creutzfeldt-Jacob disease (CJD), uma doenca de carater familiar, ambos
baseados nas similaridades das alteragbes neuropatoldgicas presentes nessas
doencas, que se caracterizavam por degeneragdo espongiforme e gliose
astrocitica.' Em 1968 a transmissibilidade da CJD foi demonstrada por Gibbs e
em 1981 uma outra doenca neurodegenerativa denominada Gerstmann

Straussler-Scheinker Syndrome (GSS) também se mostrou transmissivel,



compondo-se assim um grupo de deméncias transmissiveis e reforcando teoria
de uma etiologia viral.

A natureza do agente etioldgico nas encefalopatias espongiformes foi alvo
de estudos por varios anos e a proposta inicial de uma possivel etiologia viral
tornou-se pouco provavel pela demonstragéo de que a infectividade do agente era
reduzida por procedimentos capazes de hidrolisar ou modificar proteinas
(digestédo por proteases), mas era resistente a procedimentos que alteravam
acidos nucléicos (radiacao ultravioleta e ionizante, tratamento com nucleases).
Outra evidéncia contra uma etiologia viral era a auséncia de resposta imunolégica
nos organismos infectados.! Entre 1966 e 1967, alguns pesquisadores sugeriram
que o agente transmissivel seria desprovido de acido nucléico e seria composto
apenas por proteina.® Estudos posteriores resultaram no isolamento de uma
sialoglicoproteina protease resistente que foi identificada como o principal
constituinte da fragdo infecciosa dos tecidos neurais comprometidos e o termo
prion (derivado de proteinaceos infectious only) foi proposto por Prusiner para
designar esta particula infecciosa protéica.” A descoberta desta nova forma de

agente patogénico rendeu ao pesquisador o premio Nobel de Medicina em 1997.'

1.1.2 Estrutura e funcao

Prions séo proteinas que, ao sofrerem modificacdes em sua conformacao,
tornam-se capazes de modificar novas proteinas semelhantes, induzindo essas
novas proteinas a adquirirem a mesma conformacéo alterada.® J& foram descritos
varios tipos de prions em fungos e acredita-se que este tipo de fenémeno seja
comum na natureza e nem sempre apresente danos ao organismo em que

ocorre.® No que se refere as encefalopatias espongiformes, os prions agem como



particulas infecciosas. Estas particulas sdo Unicas na pratica médica porque, ao
contrario de outros agentes infecciosos tais como bactérias, virus e fungos, sao
constituidas apenas de uma cadeia protéica e nao carregam nenhuma informacao
genética, uma vez que sdo desprovidas de &acido nucléico. Nos mamiferos,
através deste mecanismo inteiramente novo, o PrPsc ao entrar em contato com
tecidos que contenham o prion celular, uma proteina constituinte da membrana
celular, modifica as estruturas secundaria e terciaria desta proteina
transformando-a em uma nova proteina semelhante ao PrPsc. O mecanismo
exato pelo qual ocorre esta conversdo nao esta claro, mas a reacdo em cadeia
que se desenvolve leva a producéao de quantidades crescentes de PrPsc que irdo
depositar-se no tecido nervoso levando a sua destruicao e conseqlientemente, a
uma perda da funcéo tecidual. Durante o processo de conversdao de PrPc em
PrPsc ocorrem alteragdes estruturais importantes na proteina normal, porém, nao
h& modificagbes na sua sequiéncia de aminoacidos (estrutura primaria).

O PrPc é uma proteina presente em varias espécies de mamiferos,
incluindo o homem. Encontra-se ligada a membrana celular através de uma
ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI), sendo composta inicialmente por uma
sequéncia de 254 aminoacidos que tem os 22 residuos de sua por¢ao N-terminal
(peptideo sinalizador) clivada logo ap6s sua produgéo, sendo que os 24 residuos
finais da pocao C-terminal s&o clivados quando esta se liga a ancora de GPI. A
porcdo N-terminal possui um segmento entre os aminodcidos 51 e 91 na qual
uma sequéncia de oito aminoacidos, denominada octarepeat se repete cinco

vezes (Figura 1)."°
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Figura 1 — Desenho esquematico da proteina prion celular (PrPc). Durante o trajeto da
proteina através do reticulo endoplasmatico, a por¢cdo N-terminal (peptideo sinalizador,
em vermelho) é removida juntamente com a porgdo C-terminal (verde escuro), sendo
esta Ultima substituida por uma ancora de GPIl. A regido em azul escuro entre os
aminoacidos 51 e 91, representa as seqiiéncias de oito aminoacidos que se repetem
cinco vezes (octarepeats) e as elipses em preto representam os dois carboidratos que se
ligam a proteina. Adaptado de Taylor & Hooper, 2006.

Estudos de modelos moleculares mostram que na proteina madura (apés
ocorrerem as clivagens), a por¢cdo N-terminal, cuja estrutura ndo esta bem
determinada, é mais flexivel e a porcdo C-terminal, que contém aproximadamente
100 aminoé&cidos, é constituida de trés a-hélices e uma folha B-pregueada,
estabilizadas por uma ponte dissulfeto que liga as hélices 2 e 3 (Figura 2). A
estrutura molecular do PrPsc ndo esta esclarecida, no entanto, sabe-se que
apresenta uma porcentagem bem menor de a-hélices que o PrPc, com um maior
nimero de folhas-B, que aparecem em pequena quantidade na proteina normal."’

Esta nova conformagé@o torna o PrPsc menos soluvel em detergentes e mais

resistente a digestdo por proteinases, adquirindo uma tendéncia a formar



aglomerados protéicos que se tornam birrefringentes quando corados com

vermelho congo (amil6ides).

carbohidrato

ponte dissulfeto

ancora de GPI

Figura 2 — Modelo da proteina Prion celular indicando as posi¢cdes dos carboidratos
(azul), os dominios formados por a-hélices (vermelho) e a ancora de GPI (amarelo).
Adaptado de John Collinge, 2001.

O PrPc é expresso em grande quantidade nas células constituintes do

sistema nervoso, mas pode ser encontrado em niveis mais baixos em outros



tecidos ou 6rgaos incluindo pulmao, coracao, rins, pancreas, testiculos, glébulos
brancos e plaquetas.'> No SNC h& uma grande disparidade entre os niveis de
RNAm e a expressao da proteina encontrados nos tecidos, cujos resultados tém
sido contraditérios entre os diversos autores.'® Na maioria dos estudos a proteina
foi encontrada em quase todos os neurénios do SNC e nas células da glia, em
maior quantidade no cerebelo, hipocampo e na substancia cinzenta do cértex
cerebral, tanto em animais (hamsters, babuinos e camundongos) como no
homem.'®'® O gene que codifica o PrPc (PRNP) esta localizado no braco curto do
cromossomo 20 com a fase aberta de leitura localizada em um Unico exon.’
Varias mutacdes foram descritas no PRNP, sendo que aproximadamente 20 delas
estdo relacionadas ao desenvolvimento de encefalopatias espongiformes no
homem (Figura 3).'° A troca de um residuo de glutamato (E) por um de lisina (K)
no cédon 200 (E200K) e a troca de uma asparagina (N) por um aspartato (D) no
cédon 178 (D178N) sao as duas mutagdes mais freqiientes no PRNP. O tipo de
mutacao presente no organismo esta diretamente relacionado ao quadro clinico
da doencga, que pode ser muito variavel. Na regidao octarepeats ja foram descritas
de uma a nove insergdes de oito aminodacidos adicionais. Em geral, 0 numero de
insercdes se relaciona de forma inversa com a idade de inicio dos sintomas e
direta com a duragédo da doenca.'” A seqiiéncia de aminoacidos do prion celular é
muito similar entre as diversas espécies de mamiferos, o que poderia explicar a

capacidade de transmissao interespécie das encefalopatias espongiformes.'®
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Figura 3 — Mutactes patogénicas e variacoes polimérficas da proteina prion celular
humana. Adaptado de Jonh Collinge, 2001.

Apesar de ser uma proteina presente em grande quantidade no sistema
nervoso central (SNC), as funcdes do PrPc ndo estao totalmente esclarecidas.
Estudos sugerem funcbes no transporte de metais, na adesao, sinalizacdo e
diferenciacéo celular e protecéo ao estresse oxidativo.'® A regido do PrPc onde se
encontram as sequéncias repetidas de oito aminoacidos, na sua por¢cdo N-
terminal, apresenta afinidade por metais bivalentes como cobre, niquel, zinco e
manganés, com uma afinidade preferencial pelo cobre, que parece estar
diretamente ligado as funcdes desta proteina.'® Existe uma alta taxa de
conservacao entre as diversas espécies de mamiferos desta regiao com afinidade
para ligacdo com o cobre, que de acordo com alguns estudos, apresenta

capacidade de modular a expressio do PrPc in vitro."°



A presenca de PrPc nos tecidos é essencial para que ocorra a propagagao
das encefalopatias espongiformes nos organismos.'® A delecdo do PRNP em
ratos torna-os resistentes a aquisicdo e ao desenvolvimento de doencas
pribnicas. As avaliagbes iniciais realizadas nestes ratos knockout para o gen do
prion ndo mostraram alteragées importantes no seu desenvolvimento®, no
entanto, estudos mais recentes evidenciaram a presenca de disturbios na
motricidade 2", respostas eletrofisiolégicas cerebrais alteradas®, maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de epilepsia®®, modificagdes no ritmo

circadiano e ataxia'®2*

nos ratos desprovidos de PrPc.
Estudos comparando a quantidade de cobre presente nos tecidos cerebrais
evidenciaram uma diminuicdo significativa da quantidade deste metal nos ratos

knockout para PrPc em relacao aos normais, reforcando a importancia do mesmo

para as funcbes desta proteina.

1.1.3 Encefalopatias espongiformes

As EET podem afetar véarias espécies de mamiferos domeésticos ou
selvagens além da espécie humana. Apesar da proteina PrPsc ser encontrada em
diversos 6rgdos em organismos infectados, as alteragcdes patoldgicas
caracteristicas da doenca sao restritas ao SNC, evidenciando-se por perda
neuronal intensa, gliose e vacuolizacdo (degeneracdao espongiforme) e a
formacao de placas amildides formadas pelo acumulo da proteina. Apesar do
avanco cientifico ocorrido nas ultimas décadas em relacao as EET, ainda nao ha
testes laboratoriais especificos para este grupo de doencas.?® O seu diagndstico é
realizado com base no quadro clinico dos pacientes, sendo que a sua

confirmacdo sé é possivel através de biopsia cerebral ou do exame
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anatomopatolégico, que evidenciam as alteragdes tipicas da doenca e os
depdsitos de PrPsc no SNC. Durante a infec¢do, os titulos de PrPsc no tecido
cerebral aumentam progressivamente durante um longo periodo de incubacao
clinicamente silencioso, ndo havendo nenhuma resposta imunolégica detectavel
nos organismos infectados durante toda a evolugdo da doenga.?®?’ Estudos
experimentais mostram EET subclinicas, nas quais os animais infectados morrem
antes de desenvolverem sintomas, algumas vezes acometidos por outras
doencas.?® No homem, este periodo pode variar de 1,5 a 40 anos. A auséncia de
sinais clinicos durante o periodo de incubacao dificulta a estimativa da incidéncia
de pacientes portadores deste tipo de doenga.?” A transmissao direta das EET
entre as diversas espécies de mamiferos raramente ocorre na natureza.
Experimentalmente, em uma primeira inoculacdo de PrPsc de determinada
espécie A em uma espécie B, nem todos os animais infectados irdo desenvolver a
doenca e aqueles que a desenvolvem, apresentam um periodo de incubacao
muito mais longo e variavel do que se esperaria de um animal infectado por PrPsc
proveniente de outro da mesma espécie. Em uma segunda passagem, na qual
uma inoculagdo de PrPsc provenientes desta espécie B previamente infectada
com amostras da espécie A é inoculada em outros animais da espécie B, o
nuamero de animais que desenvolvem a doenca € significativamente maior do que
0 observado na primeira inoculagdo e o periodo de incubacdo é bem reduzido.
Esta dificuldade da doenga em se propagar entre espécies diferentes €
denominada barreira interespécie.” Esta barreira, que aumenta o periodo de
incubacdo da doenca e reduz a quantidade de individuos acometidos pelas EET
ocorre devido as variacdes na sequiéncia de aminoacidos do PrPc existentes

entre as diferentes espécies. Quanto mais semelhanca houver entre o PrPsc
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infectante e o PrPc do hospedeiro, mais eficaz é a infecgcdo. A injecao
intracerebral de tecidos infectados com BSE é mil vezes mais eficiente em causar
EET no gado do que em camundongos. Em alguns casos parece existir uma
barreira completa na transmissao interespécie; como no caso do scrapie, cujas

evidéncias epidemiolégicas sugerem nunca ter acometido a espécie humana.®

1.1.3.1. Encefalopatias espongiformes em animais

As doencgas pribnicas ou EET podem ocorrer em diversas espécies de
mamiferos. A encefalopatia espongiforme bovina (do inglés Bovine spongiform
encephalopathy - BSE) é conhecida ha menos de 20 anos, a doenca do desgaste
cronico (do inglés Chronic wasting disease-CWD) por mais de 30 anos, a
encefalopatia transmissivel de martas (do inglés Transmissible mink
encephalopathy-TME) por mais de 50 anos e Scrapie ja é conhecida ha mais de
200 anos. As EET podem acometer animais selvagens ou domesticados e as
espécies acometidas variam com a localizagdo geografica. Apesar das EET

serem alvo de varios estudos, pouco se sabe sobre suas rotas de transmissao.

Scrapie

Foi a primeira doenga pridnica a ser identificada. E uma doenga endémica
em algumas regidbes da Europa e aflige ovelhas e cabras, causando-lhes
mudangas de comportamento. Os animais acometidos esfregam-se contra objetos
fixos e com a evolugdo da doenga podem apresentar ataxia, perda de peso,
ingestao excessiva de liquidos, tremores e convulsées. Os animais morrem num
intervalo de trés a seis meses. O tecido cerebral apresenta vacuolizacao e perda

neuronal. Em relacdo a predisposicao genética para a doenca em ovelhas,
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parecem ser de particular importancia os cédons 136, 154 e 171 do gen que
codifica a proteina. Observou-se que a homozigoze para arginina (R) no cédon
171 (RR171), que tem polimorfismo para glutamina (Q), arginina (R), ou histidina
(H), confere resisténcia a doenga, enquanto a homozigoze para a glutamina
QQ171 confere susceptibilidade a mesma. No caso de ovelhas QQ171, a
homozigoze para alanina no cédon 136 (AA136), que tem polimorfismo para
alanina (A) ou valina (V), € menos susceptivel do que a homozigoze para a valina
(VV136) ou a heterozigoze (VA136). Assim, estdo em curso programas de
selecdo genética de rebanhos que apresentem a homozigoze RR171 como meio
de erradicar a doenga, ou pelo menos aumentar a resisténcia dos ovinos.? A rota
de transmissdo ndo estd totalmente esclarecida, mas animais naturalmente
acometidos apresentam infectividade inicialmente em amigdalas, linfonodos da
retrofaringe e intestinos, sugerindo uma infeccdo através da alimentagéo.?® Pode
ocorrer transmisséo vertical, mas a exposi¢ao de filhotes a rebanhos infectados
parece ser o fator de risco mais importante para o desenvolvimento da doenga. A
infeccdo atravessa a barreira interespécie, podendo acometer cabras que dividem
0 mesmo pasto, mas ndo ha evidéncias de transmissdo da doenga a outras
espécies ou ao homem. Scrapie ja foi transmitida de forma experimental a

primatas, roedores e outras espécies.?

Encefalopatia Espongiforme Bovina

No ano de 1985, o gado leiteiro de algumas regides do Reino Unido
comecgou a se tornar agitado e agressivo, evoluindo com ataxia progressiva e
morte. As alteracbes patoldgicas incluiam lesées espongiformes associadas a

gliose e perda neuronal, assemelhando-se aquelas encontradas nos animais com
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scrapie. Nos anos subseqlentes, o numero de animais afetados pela doenca
aumentou vertiginosamente de 16 em 1986 para 7.000 em 1989 e 36.000 em
1992. Foram confirmados aproximadamente 170.000 casos de encefalopatia
espongiforme bovina e aproximadamente um a trés milhdes de animais podem ter
sido infectados com a doenga. Muitos destes animais podem ter sido
sacrificados para consumo antes de apresentarem sintomas de BSE. A origem do
primeiro caso da doencga € desconhecida. Uma das teorias é que a BSE se iniciou
a partir do uso de carcacas de ovelhas contaminadas com scrapie na alimentacao
de bezerros e vacas. Apds a doenca ser transmitida ao gado, ela teria se tornado
epidémica através da reciclagem de restos de tecidos destas vacas e bezerros
infectados para a alimentacédo do gado. No entanto, a inoculagao experimental do
agente causador do scrapie em bovinos desencadeou uma patologia com
caracteristicas diferentes das BSE, sugerindo que o aparecimento da epidemia
deveria resultar do aproveitamento de carcagas de gado com encefalopatia
espongiforme que teria ocorrido naturalmente de forma esporadica. A epidemia
levou as autoridades a tomarem medidas de controle do gado com sacrificio em
massa e proibicdo do uso de matéria prima animal como complementagcéo
alimentar em 1988. Apds quatro a cinco anos, considerado o periodo de
incubacdo médio da doenga (variando de 2,5 a 8 anos), o numero de casos
comegou a diminuir a uma taxa de 40% por ano, 0 que levou a um declinio
significativo da epidemia a partir de 1992. A exportacdo de gado e racao
infectados pelo Reino Unido resultou em epidemias menos significativas em
outros paises da Europa, nos quais medidas de controle foram instituidas mais
tarde.'”*® A BSE foi transmitida experimentalmente a varias espécies de animais,

incluindo roedores e primatas, inclusive por via oral. A infectividade no gado se
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restringe ao cérebro, medula espinal, retina e ileo (em transmissao experimental).
Nao foi detectada infeccdo em tecido muscular, sangue ou leite. Nao ha
evidéncias de transmissao vertical, pois ndo ha relatos de desenvolvimento de
BSE nos bezerros exportados pelo Reino Unido na época da epidemia da

doenca.’!

Doencga do desgaste cronico

Apesar de ser bem conhecida nos dias de hoje, até a poucos anos atras
CWD era considerada uma doenca obscura que ocorria naturalmente em cervos e
alces de algumas regidées montanhosas dos Estados Unidos. Foi observada pela
primeira vez em 1967, quando bidlogos perceberam uma sindrome que limitava o
tempo de vida dos animais estudados em cativeiro. Ao contrario do Scrapie e da
BSE, a CWD pode acometer animais selvagens, nos quais a histéria natural da
doenca nao foi completamente estudada pela dificuldade de monitorizagado dos
mesmos. As primeiras publicagdes ocorreram em 1980 com a descricdo de 54
animais com CWD, que apresentavam alteracées de comportamento (apatia,
depressao) uma perda de peso crdnica e ataxia, morrendo num intervalo de
algumas semanas a oito meses do inicio dos sintomas.** O exame do cérebro de
animais com CWD revela degeneracao espongiforme importante, vacuolizacao e
placas amiléides, semelhantes a patologia de outras formas de EET. Apesar de
poder ser transmitido através de inoculagao cerebral para varias outras espécies,
nao se conseguiu demonstrar suscetibilidade a exposi¢ao oral de tecido infectado
com CWD. Estima-se que haja 22 milhées de alces e servos nos Estados Unidos
e um grande numero de cacadores que 0s consomem, no entanto, ndo ha

descricdo de casos de transmissdo de CWD para a espécie humana. Mesmo
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assim, os centros de controle de doencas e os departamentos de saude dos
estados americanos monitoram todos os casos de CWD nas areas endémicas,
com programas de erradicagdo da doenca tanto em animais de cativeiro como

nos de vida livre.?%2

1.3.1.2 Encefalopatias espongiformes no homem

As Encefalopatias espongiformes sao raras em humanos e sua prevaléncia
aproximada de 1,5 por um milhdo por ano vem se mantendo estavel nas ultimas
décadas.'” Constituem um grupo especial de doenga neurodegenerativa e apesar
de sua similaridade em varios aspectos a outras doencas degenerativas como a
doenca de Alzheimer ou a esclerose lateral amiotrofica, elas sdo consideradas de
forma separada, devido a sua natureza transmissivel.” Outra caracteristica
importante deste grupo de doengas € a grande variabilidade fenotipica possivel
de se desenvolver a partir de um mesmo agente etiologico.'” As encefalopatias
decorrentes da modificacdo desta proteina podem apresentar quadros clinicos e
alteracoes neuropatolégicas extremamente diferentes entre si. Uma possivel
explicagédo para este fato sao as diferentes conformagdes encontradas da mesma
proteina (PrPsc) nas diversas formas da doenca. Outra caracteristica importante
das EET é o fato de que a doenca pode apresentar uma etiologia hereditaria
(predisposicdo familiar ou mutacdo do pnrp), esporadica ou infecciosa.! As
observacdes de encefalopatias espongiformes em humanos ocorreram ja no
século XX?, sendo descritos em 1920-1921 os primeiros seis casos de uma
patologia que viria a ser conhecida por doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD, do
inglés Creutzfeldt-Jakob disease). CJD é a forma mais comum de EET no homem
e pode ocorrer na forma esporadica, familiar por mutacdo no PRNP e de origem

infecciosa. Outros exemplos de doencas pribnicas humanas sado Kuru, doenca de
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Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) e insénia familiar fatal (IFF). Desde a
epidemia de encefalopatia espongiforme bovina ocorrida no Reino Unido nos
anos 80, varios centros de vigilancia foram criados em diversos paises com a
finalidade de monitorar as EET. Estes centros coletam dados clinicos,
laboratoriais e amostras de tecidos dos pacientes, auxiliam no diagnéstico e
classificagdo das doencas pribnicas, determinam sua prevaléncia e compartilham
dados e amostras com os centros de vigilancia de outros paises.®% A
colaboracdo entre estes paises proporcionou um grande avango nas pesquisas
direcionadas as doencas pribnicas e algumas drogas ja estdo sendo testadas
como potenciais tratamentos, entre elas a quinacrina, o pentosan polissulfato e a
flurpitina. O uso de anticorpos monoclonais ainda esta sendo avaliado em
animais, mas apesar dos progressos alcancados em relacdo as EET, até o

momento nenhum procedimento ou droga se mostrou eficaz no controle deste

grupo de doencas.®

Doenga de Creutzfeldt-Jakob

Até 30 anos atras, CJD era uma obscura forma de deméncia desconhecida
pela maioria dos médicos. Hoje este nome é familiar a comunidade médica como
a forma mais comum de encefalopatia espongiforme, que desafia os cientistas
com seu estranho agente infeccioso e sua evolugdo inexoravel para a morte. A
doenca pode apresentar-se na forma esporadica (sCJD), familiar (fCJD) ou
infecciosa. A forma infecciosa por sua vez, pode ocorrer através consumo de
alimentos contaminados, também chamada de forma variante (vCJD) ou por
iatrogenia (iCJD). Um polimorfismo do cdédon 129 que ocorre naturalmente parece

atuar como fator predisponente para o desenvolvimento de todas as formas de
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CJD. Neste codon podem ser codificados os aminoacidos metionina (M) ou valina
(V). Sabe-se que a distribuicdo genotipica neste cédon na populacdo caucasiana
normal é de aproximadamente 49% de homozigoze (37% M/M e 12% V/V) e 51%
de heterozigoze (M/V) e que a grande maioria dos pacientes com CJD
apresentam o genétipo M/M ou V/V, sugerindo que a homozigoze neste codon
determina um fator de risco para o desenvolvimento da patologia.**®” Estudos
realizados com a finalidade de evidenciar fatores predisponentes tais como sexo,
ocupagao, localizagdo geografica ou fatores ambientais, com exceg¢do da

predisposicao nos caso familiares, foram inconclusivos.®®

Doenga de Creutzfeldt-Jakob esporadica

A forma esporadica, que é a forma mais comum da doenca (85% dos
casos) ocorre em todo o mundo com uma incidéncia relativamente estavel.
Oitenta por cento dos casos de sCJD ocorrem em individuos com idade ente 50 e
70 anos. A tétrade classica da sCJD compreende confusé@o e perda de memoria
(que evoluem rapidamente para uma deméncia severa), ataxia e mioclonia
associados a uma alteragdo eletoencefalogréfica caracteristica da doenca. Este
quadro tipico, porém, estd presente em menos de 60% dos casos, podendo
ocorrer quadros clinicos bem variados tanto em relagdo aos sintomas iniciais
quanto & evolucdo da doenca.'” Aproximadamente um terco dos pacientes
inicialmente apresentam fadiga, desordens do sono ou diminuicdo do apetite.
Outro terco inicia os sintomas com perda de meméria, confusdo e alteragbes
comportamentais e finalmente os casos restantes apresentam sinais focais como
ataxia, afasia, alteragcdes visuais, hemiparesia ou amiotrofia. Este ultimo grupo de

pacientes € o que apresenta maior dificuldade no diagnéstico diferencial pelo fato
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de apresentarem sinais clinicos muito similares a outras doengas neuroldgicas
como esclerose lateral amiotrofica ou acidente vascular cerebral.?® Com a
evolucdo da doengca, ha uma limitacdo importante da movimentacdo dos
pacientes que desenvolvem ataxia progressiva, que geralmente é descrita pelos
familiares como um "andar de bébado" ou por quedas sucessivas. Espasmos
podem aparecer em qualquer fase da doenga, mas S&0 mais comuns nos
estagios mais tardios. Sindrome de liberagédo frontal pode estar presente e uma
mioclonia desencadeada por estimulos externos como bater palmas ou acender a
luz ocorre com freqiéncia. Uma minoria de casos (menos de 20%) pode
apresentar sinais e sintomas atipicos, como alucinagoes, crises convulsivas, inicio
abrupto, duracao mais prolongada ou um eletroencefalograma (EEG) com padrao
distinto do usual. Alguns destes casos com fenétipos atipicos foram classificados
como sindromes, como por exemplo, a variante Heidenhain que foi descrita em
1929, na qual predominam sintomas visuais desde o inicio do quadro, evoluindo
para uma deméncia rapidamente progressiva. Os principais sintomas nesta forma
da doenca sdo alucinacdes, disturbios na percepgao de cores e formas,
escotomas homdnimos e cegueira cortical. A evolugdo costuma ser rapida e 70%
dos pacientes que desenvolvem esta sindrome vao a ébito antes de seis meses
do inicio dos sintomas.> O exame anatomopatolégico mostra uma degeneracgéo
espongiforme acometendo preferencialmente os lobos occipitais.***° A forma
clinica de apresentagcdo da sCJD esté relacionada com polimorfismos no cédon
129 do PRNP e com o tipo de PrPsc depositado no tecido nervoso dos
pacientes.*! A duracdo média da doenca é de 4 a 5 meses, sendo a morte dos
pacientes geralmente decorrente de complicacdes respiratérias ou septicemia.

Exames laboratoriais ndo evidenciam resposta inflamatéria, alteragdes da funcao
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renal, ou a presenca de anticorpos contra o PrPsc. O exame do liquor evidencia
uma pressao normal, com celularidade e niveis de imunoglobulinas normais. A
Unica alteracdo que pode ser encontrada neste exame € uma discreta elevacao
nos niveis de proteina (raramente acima de 100mg/dl). O EEG pode ser normal
nas fases iniciais da doenca, mas com a sua evolugdo geralmente aparecem
paroxismos periddicos ou pseudoperiédicos ou ondas trifasicas ou planas sobre
um fundo lentificado. Um EEG negativo ndo exclui o diagnéstico de CJD, uma vez
que em 30% dos casos este padrao tipico pode ndo aparecer, principalmente nas
fases iniciais e tardias da doenca. A realizacdo de EEG seriados aumenta a
chance de se obter um exame caracteristico. A tomografia computadorizada (CT)
do cérebro inicialmente ndo evidencia nenhuma alteragdo, mas com a progressao
da doenca pode mostrar uma atrofia cerebral generalizada e a ressonéancia
nuclear magnética (RNM) pode evidenciar, além da atrofia cerebral, que pode ser
observada em 100% dos casos com mais de 4 meses de evolugao,
hiperintensidade de sinal nos ganglios da base em imagens ponderadas em T2
que ocorre em 79% dos casos.*? O mecanismo pelo qual a CJD se desenvolve
nestes pacientes € desconhecido. Algumas hipéteses incluem transmissao
horizontal do agente infeccioso entre homens ou animais, mutagdo somatica do
PRNP e conversao espontanea do PrPc em PrPsc ,que ndo seria degradado por
uma falha nos mecanismos de clearance celular.'® Um estudo retrospectivo no
qual foram analisados 326 pacientes com diagnéstico de sCJD sugere uma
associacdo desta forma da doenca com a realizagdo de cirurgias prévias.*®> Uma
vez que a forma familiar tem traco dominante, a analise de DNA nestes pacientes
s esta indicada se houver histéria de deméncia rapidamente progressiva em

parentes de primeiro grau.
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Doenga de Creutzfeldt-Jakob familiar

A forma familiar da CJD, responsavel por 10 a 15 % dos casos, é composta
por pacientes que apresentam uma mutacao hereditaria do PRNP com traco
autossémico dominante. O quadro clinico é muito variavel, semelhante ao da
forma esporadica da doencga e tem relacdo com o tipo de mutagdo do PRNP. A
idade de inicio dos sintomas também varia muito, podendo ocorrer em pacientes
da quarta a nona década de vida, porém, na forma familiar os pacientes
geralmente sdo acometidos mais precocemente (em média 12 anos mais cedo) e
apresentam uma evolugdo mais arrastada (18 meses mais longa) que na forma
esporadica. As alteracoes eletroencefalograficas caracteristicas da forma
esporadica geralmente estdo ausentes e a andlise do liquor ndo evidencia
aumento de proteinas em aproximadamente metade dos casos.** As alteracdes
neuropatoldgicas podem variar na topografia e em relagdo a presenca de placas
amiléides, mas as alteragdes essenciais das EET como vacuolizagdo, gliose e
perda neuronal estdo geralmente presentes. Ja foram descritas mais de 20
mutacdes no gen PRNP, que fica no brago curto do cromossomo 20, entre elas
insercoes, delecbes e mutagdes pontuais, mas apenas trés mutagdes estédo
claramente relacionadas ao desenvolvimento de fCJD. As duas mutagbes mais
comuns presentes nos pacientes com fCJD sdo a E200K e a D178N. O
desenvolvimento de fCJD apenas nos individuos que apresentam mutagdo no
PRNP entre os membros de uma mesma familia evidenciam uma relagao causal
entre a alteragdo genética e a doenca.'”®® A grande variabilidade em relacdo a
idade de inicio dos sintomas sugere uma penetrancia incompleta, porém, estudos
demonstram que a penetrancia é quase completa ao redor da nona década de

vida.*>48
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Doenga de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica

A transmissao das EET também pode ocorrer de forma iatrogénica através
de varios procedimentos e substancias infectadas. O periodo de incubacao nesta
forma de CJD é muito varidvel, podendo ser de poucos meses a varios anos.*’
Um exemplo importante deste tipo de transmissao foi o desenvolvimento de CJD
em varios pacientes de diversos paises que receberam horménio do crescimento
derivado de glandulas pituitarias humanas.*®*° Outros procedimentos usando
tecidos provenientes de cadaver que comprovadamente apresentam risco de
transmissao da doenca sao o transplante de cérnea e o uso de enxerto de dura-
méter em neurocirurgia. °>>' Apesar do envolvimento do sistema linforreticular na
evolucdo das EET, o risco de transmissdao de CJD através da transfusdo de
hemoderivados é muito controversa. Em uma revisao incluindo cinco estudos de
caso-controle (com um total de 2479 pacientes entre 1982 e 2002) que tentavam
identificar risco de desenvolver CJD através de transfusdo sanguinea, os autores
concluiram que ndo havia evidéncias que confirmassem esta possibilidade.®® No
entanto, a analise de 48 individuos que receberam transfusdo de hemoderivados
de 15 pacientes com vCJD, evidenciou a presenca de um caso de iCJD 6 anos
apos a transfusdo. Andlises estatisticas sugerem que uma eventual coincidéncia é
improvavel neste caso.”® Um outro caso de transmissdo de vCJD por transfusdo
sanguinea foi descrito em 2004, porém, o paciente foi a 6bito na fase pré-clinica
da doenca.>* A possibilidade de transmissdo desta forma da doenca através da
transfusdo de hemoderivados provenientes de pacientes assintomaticos levou a
discussdo das questbes éticas em relacdo a instalacao de testes de screening
compulsério para todos os individuos doadores de 6rgdos ou candidatos a

cirurgias ou outros procedimentos invasivos nos quais haja risco de trasmissao da
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doenga.>® Outra via de infeccdo por iatrogenia reside no uso de materiais ndo
descartaveis durante procedimentos diagnoésticos ou cirurgias, uma vez que o
PrPsc é resistente aos processos normais de esterilizacdo (oxido de etileno,
formaldeido, calor seco, autoclave por 15 minutos, fervura). Ha relato de
contaminagdo em pacientes nos quais foram utilizados eletrodos profundos
contaminados para localizacdo de crises convulsivas.”® Um dos métodos
atualmente recomendados para a desinfeccdo de material potencialmente
contaminado com PrPsc € a imersdo em uma solugdo de NaOH 1M durante uma

hora seguida de autoclavagem (121°C) por meia hora.*’

Doenga de Creutzfeldt-Jakob variante

A partir de1994 uma nova forma de EET foi descrita no Reino Unido como
uma "nova variante" de CJD, porque apresentava caracteristicas muito peculiares
e distintas da forma esporadica.'” Além do fato de acometer individuos mais
jovens do que aqueles com sCJD (idade média 27 anos), os sintomas nesta forma
da doenca também s&o distintos, geralmente iniciando por manifestagbes
psiquidtricas e comportamentais, associadas a parestesias persistentes. Com a
evolugdo da doenca, desenvolve-se uma ataxia cerebelar, mas as alteragbes
eletroencefalograficas e liquoricas tipicas da forma esporadica estdo ausentes. A
duragédo da vCJD é mais arrastada, podendo durar de 9 a 38 meses (média de 16
meses). Esta forma de CJD ndo esta associada a mutagdes no PRNP, porém,
todos os casos confirmados de vCJD apresentam o aminodcido metionina em
homozigoze no cédon 129 do gene que codifica a proteina pridnica.’® Varias
pesquisas relacionadas a esta forma da doenca apontam para uma origem

comum entre a BSE e vCJD. Uma das hip6teses seria a transmissao direta da
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doenca pridnica bovina para humanos através de ingesta de carne bovina
contaminada com BSE. Além do fato de a grande maioria dos casos de vCJD
diagnosticados ocorrerem em individuos provenientes do Reino Unido, onde a
epidemia de BSE atingiu proporgcdes significativas algumas décadas atras,
estudos comparando os padrdes de glicosilacdo do PrPsc e o desenvolvimento da
doenca em camundongos inoculados experimentalmente mostraram similaridades
entre vCJD e BSE que nao sao encontrados nas formas esporadica e iatrogénica
da doenca.?® Em um estudo recente, a alimentacdo de 2 macacos com tecido
nervoso proveniente de bovinos contaminados com BSE originou um tipo de EET
com caracteristicas clinicas e neuropatoldégicas muito semelhantes as da vCJD

em 1 dos animais 60 meses apéds a ingesta.>®

Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrome

GSS é uma doenca hereditaria de carater autossémico dominante, com
progresséo lenta, tendo sido a primeira EET na qual uma mutagédo no PRNP foi
descrita. Sua prevaléncia aproximada é de 1 a 10 individuos/100.000.000.%° A
apresentagao classica da doenga é a de um paciente com histéria familiar de
individuos que desenvolvem ataxia e disartria seguidos de sintomas piramidais e
extrapiramidais de intensidade variavel com evolugcdo para deméncia nas fases
avangadas da doencga. Os sintomas se iniciam geralmente antes da quinta década
de vida e a duragao pode variar entre 2 e 10 anos. A principal caracteristica da
doenca € a presenca de depdsitos de PrPsc em placas setoriais ou difusas por
todo o cértex. Vacuolizagdo ndo é um achado consistente® Estudos comparando
as caracteristicas clinicas de pacientes com GSS que apresentavam as mesmas

caracteristicas genotipicas (mesmo tipo de mutacdo -Pro102Leu- e mesmos
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polimorfismos no PRNP), evidenciaram diferencas significativas entre os fenétipos
destes pacientes no que diz respeito a idade de inicio dos sintomas (38 a 70 anos
) e duracao da doenca (4 a 8 anos), sugerindo a existéncia de outros fatores que
interfiram no inicio e na progressdo da doenca.®’ A mutagéo Pro102Leu é a mais
frequentemente encontrada nos pacientes com GSS, mas outras ja foram
descritas nesta sindrome.® Nao ha alteracées eletroencefalograficas tipicas e os
pacientes geralmente morrem por pneumonia aspirativa devido a dificuldade para

deglutir.

Insénia familiar fatal

Insénia familiar fatal foi descrita inicialmente em 1986 como uma doenca
autossdmica dominante caracterizada por uma insbnia progressiva intratavel,
disautonomia e sinais motores, sendo mais tarde reconhecida como uma EET.
Assim como todas as EET de caréater familiar, € uma doenca muito rara, com uma
incidéncia menor que um caso por bilhdo.” A mutacdo genética presente nos
individuos que desenvolvem IFF é a troca do aminoacido &cido aspartico por
asparagina no cdédon 178 do PRNP associada a presenga de metionina no codon
129 do gene.®® A idade de inicio dos sintomas varia de 25 a 61 anos de idade
(média de 48 anos), e o tempo decorrido do inicio dos sintomas até a morte do
paciente € de um a dois anos (variando de 7 a 33 meses). A insbnia € seguida de
disautonomia (alteragbes presséricas, de temperatura corporal, na frequéncia
respiratoria e cardiaca e nas secregdes corporais), ataxia, e sintomas piramidais e
extrapiramidais, poupando as funcdes cognitivas até estadios avancados da
doenca. Eventualmente podem ocorrer casos que nao apresentam insénia

durante o curso da doenca."”
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Kuru

Kuru € uma forma de EET que acomete os povos nativos de regides
montanhosas de Papua Nova Guiné. Os habitantes desta tribo, que foi
encontrada em 1932, viviam como na idade da pedra. Kuru foi a primeira forma de
doenga pribnica humana cuja transmissibilidade foi demonstrada
experimentalmente. A doenga era transmitida através de rituais de luto nos quais
o canibalismo era praticado com a finalidade de homenagear os parentes mortos.
Os primeiros casos de Kuru ocorreram em 1920, mas a sua disseminagao atingiu
proporcoes epidémicas na década de 50, quando passaram a morrer 200
pessoas por ano acometidas pela doenca. Entre 1957 e 1975 a doenca Kuru
matou 2500 individuos, na sua maioria mulheres e criangas, que eram oS
principais participantes dos rituais de luto e que ingeriam preferencialmente os
cérebros e as visceras dos "homenageados", enquanto os homens, que deixavam
as iguarias para agrada-las, comiam a carne humana e n&o adoeciam. Os
meninos eram afastados do convivio da m&e ao redor dos 6 a 8 anos, ficando a
partir de entdo expostos ao mesmo risco dos homens, que representavam apenas
2% dos casos da doencga. A epidemia iniciou-se provavelmente quando o ritual de
luto foi realizado com um paciente acometido por sCJD (que ocorre de forma
randomizada em todas as populagdes), levando a disseminag¢do da doenga. Esta
epidemia levou as autoridades Australianas a proibirem os rituais de canibalismo,
que foram completamente extintos em 1960. Uma base de vigilancia
epidemioldgica foi estabelecida no local em 1957 e desde entdo é responsavel
por identificar e estudar todos os casos de Kuru. Entre 1996 e 2004 foram
identificados 11 casos de Kuru e a partir do estudo destes casos, pdde-se

estabelecer o periodo de incubacao da doenca, que pode variar de 5 a 50 anos.
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Esta forma de EET, assim como todas as outras, também ocorre com mais
freqliiéncia em individuos que apresentam homozigoze no cédon 129 do PRNP,
sendo que este polimorfismo influencia tanto a susceptibilidade quanto o tempo
de incubacdo da doenca.* A principal caracteristica clinica do Kuru é a presenca
de ataxia cerebelar progressiva que nao esta associada a deméncia até fases
avangadas da doenga. A duracdo média dos sintomas € de 12 meses, podendo
variar de 3 meses a 3 anos.® Os achados neuropatolégicos incluem alteragées
espongiformes difusas, perda neuronal e depédsitos amiléides densos encontrados

principalmente no cerebelo."’

1.2 A retina humana
Todas as informagées a respeito da anatomia e histologia da retina foram

obtidas no livro Histology of the human eye.®

1.2.1 Anatomia

A retina é um tecido fino, transparente e delicado que reveste o olho por
dentro e esta aderida em sua face mais externa a cordide através do epitélio
pigmentado da retina (EPR) e em sua face mais interna @ membrana hialéide
posterior (MHP) através da membrana limitante interna (MLI). Estas duas
membranas encontram-se firmemente aderidas na regido da ora serrata, onde a
retina neurossensorial termina (0 EPR se estende ao corpo ciliar). Outro sitio de
adesédo entre a MHP e a MLI é ao redor do disco éptico. Neste local, todas as
camadas da retina terminam, com exceg¢ao da camada de fibras nervosas (CFN),
que vai formar o nervo éptico. De acordo com a classificacdo anatémica a retina

pode ser dividida em duas porcdes. A retina central, que corresponde a regiao



27

clinicamente denominada polo posterior, localiza-se entre as arcadas vasculares
temporais e contém a macula, a févea e a fovéola. O restante da retina é
denominado retina periférica. A macula compreende uma area central de
aproximadamente 5,5 mm de didmetro com coloragdo amarelada a oftalmoscopia,
na qual a camada de células ganglionares é composta por varias células. A févea
constitui uma area de escavagao central na macula (1,5mm de diametro) e a
fovéola, com 0,35 mm de diédmetro, forma o centro da févea e da mécula. A
fovéola € constituida apenas por cones e células de Muller, compondo o local de
maior limiar de sensibilidade visual em toda a retina.

A retina recebe suprimento sanguineo por duas fontes distintas. A porcao
mais externa, que vai do EPR até a camada nuclear externa (CNE) é suprida pela
pelos capilares da cordide e o restante das camadas € suprido pelos vasos

centrais da retina. A macula é avascular, sendo nutrida pela coroide.

1.2.2 Histologia

Histologicamente a retina é subdividida em dez camadas bem definidas:
epitélio pigmentado da retina, camada de fotorreceptores (CF), membrana
limitante externa (MLE), camada nuclear externa (CNE), camada plexiforme
externa (CPE), camada nuclear interna, camada plexiforme interna (CPI), camada
de células ganglionares (CCG), camada de fibras nervosas e membrana limitante

interna (Figura 4).

1.2.2.1 Epitélio Pigmentado da Retina
Consiste em uma camada unica de células que se estende da margem do

disco 6ptico até a ora serrata. E a camada mais externa da retina e encontra-se
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em contato com a corbide através da membrana de Bruch. As células que
constituem esta camada sao hexagonais, com nucleo grande e varios granulos de
pigmentos localizados nos dois tercos superiores. Em sua base, as células
apresentam invaginag¢des e sua membrana basal possui varios filamentos que se
estendem a membrana de Bruch, permitindo uma maior adeséo entre elas. As
células do EPR também se encontram aderidas umas as outras através das
zonulae occludentes e zonulae adherentes nos apices de suas paredes laterais.
Na regido apical, elas possuem microvilosidades que envolvem os segmentos
externos dos fotorreceptores, porém, sem que haja adesdo firme entre estas
células. A retina neurossensorial, que compreende as nove camadas mais
internas, é fracamente aderida ao EPR. Este fato fica bem evidente na vigéncia
de um descolamento de retina, no qual ocorre a separacédo entre o EPR e a
camada de fotorreceptores. O EPR exerce importantes fungdes (estrutural e
funcional), tais como transporte de fluidos do espaco subretiniano, fagocitose dos
segmentos externos dos fotorreceptores, sintese e armazenamento de retindides,

controle da difusdo de oxigénio e absorcdo e dispersdo da energia luminosa,

sendo indispensavel para o metabolismo dos fotorreceptores.

1.2.2.2 Camada de Fotorreceptores

Esta camada é constituida pelos segmentos externo e interno dos cones e
bastonetes (fotorreceptores) que s@o os responsaveis por transformar os
estimulos luminosos em estimulos elétricos, possibilitando sua propagagéo ao
SNC. O segmento interno compde metade da camada de fotorreceptores e é

responsavel pela manutencdo do metabolismo da camada de fotorreceptores. E

formado por uma regido adjacente a CNE (miodide) rico em reticulo
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endoplasmatico e ribossomos e outra mais proxima ao segmento externo
(elipséide) que é rico em mitocondrias. Nos cones da regiao foveal, estes
segmentos alongam-se para formar a camada de Henle. O segmento externo é
constituido de processos paralelos que sdo mais largos e curtos nos cones e mais
longos e finos nos bastonetes. Na regido foveal, os segmentos externos dos
cones podem assemelhar-se aos dos bastonetes, assumindo uma forma mais
compacta e alongada. Os segmentos interno e externo estdo conectados por um

cilium que se compde de nove duplas de tubulos arranjadas em anel.

1.2.2.3 Membrana Limitante Externa
E formada pela unido entre as membranas celulares dos cones e

bastonetes e as terminagdes das células de Miller através de desmossomos.

1.2.2.4 Camada Nuclear Externa

E formada pelos nicleos dos fotorreceptores. Eles possuem uma forma
redonda ou discretamente oval e sdo maiores nos cones que nos bastonetes. Na
maior parte da retina, ha uma camada de cones que se localiza proximo a MLE e
quatro camadas de bastonetes. A medida que se aproxima da regido foveal, o
nuamero de cones aumenta. Esta regido é desprovida de bastonetes, sendo

constituida por aproximadamente 10 camadas de nucleos de cones.

1.2.2.5 Camada Plexiforme Externa
Localiza-se entre as camadas nucleares e € formada pelos axénios dos
fotorreceptores e os processos das células bipolares e horizontais. Os axénios

dos cones e bastonetes atravessam dois tercos externos da CPE formando uma



30

banda espessa e terminam na regidao mais interna desta camada onde suas
terminagOes sinapticas se dispdem de forma linear formando uma fileira proxima a
CNI. E nesta regido que ocorrem as sinapses entre os fotorreceptores e as

células bipolares e horizontais.

1.2.2.6 Camada Nuclear Interna

Esta camada é constituida pelos nucleos das células bipolares, horizontais,
amacrimas e células de Mdller. As células bipolares sdo neurbnios de primeira
ordem, responsaveis por conectar os fotorreceptores com as células
ganglionares. As células amacrimas e horizontais sdo moduladoras das sinapses,
sendo responsaveis por integrar as informacbes entre fotorreceptores
(horizontais) e células ganglionares adjacentes (amacrimas). As células de Mller
tém funcdo de nutricdo e suporte. A porcdo mais externa da CNI é constituida
principalmente pelas células horizontais, que apresentam corpo celular amplo e
possuem uma incluséo citoplasmatica unica (cristaloide de Kolmer) que pode ser
visto a microscopia Optica. Adjacentes a estas células, estdo os nucleos das
células bipolares que podem apresentar diferentes formas e tamanhos, de acordo
com a regiao da retina a que pertencam. Mais internamente, a CNI é constituida
pelos nucleos das células de Miller. Estas células sdo maiores e possuem um
nucleo angular, com cromatina densa. As células de Muller ocupam toda a
extensdo da retina, desde a MLI até a MLE, sendo responsavel pelo fornecimento
de glicose aos neurénios. As células améacrimas ficam localizadas na regido mais
interna desta camada. Elas possuem um nulcleo indentado, maior que o das

bipolares e longos processos citoplasmaticos que se estendem horizontalmente
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em diversas direcbes, conectando varias células ganglionares. A CNI esta

ausente na regiao foveal.

1.2.2.7 Camada Plexiforme Interna

Esta camada tem espessura uniforme em diversas partes da retina com
excecdo da fovea, onde ela esta ausente. E formada pelos axénios das células
bipolares e amacrimas e dendritos das células ganglionares e é aqui que ocorrem

as sinapses entre as mesmas.

1.2.2.8 Camada de Células Ganglionares

Esta camada é composta pelos corpos celulares das células ganglionares
(neurénios de segunda ordem). Sua espessura é variavel, sendo mais delgada na
periferia (uma camada de células) e mais espessa na regidao perifoveal
(aproximadamente 10 camadas de células). As células possuem nucleo claro, de
forma arredondada ou discretamente oval e podem apresentar corpos celulares
de diferentes tamanhos e formas (multipolar, midget, polissinaptica, difusa,

difusamente estratificada e deslocada).

1.2.2.9 Camada de Fibras Nervosas

E composta principalmente pelos axdnios das células ganglionares. Estes
axbnios sdo desprovidos de mielina e apresentam uma distribuicdo centripeta,
agrupando-se na regiao do disco 6ptico para formar o nervo éptico. A CFN € uma

camada uniforme e apresenta um plexo vascular bem desenvolvido.



32

1.2.2.10 Membrana Limitante Interna
E formada pelas terminacdes dos processos das células de Milller,

localizando-se adjacente a membrana hialoide.

—2- Nucleos CG

3 Células
amacrimas

Células
4 bipolares

“ | Células
horizontais

cones

Figura 4 - llustragdo das camadas da retina mostrando suas principais células. 1,
camada de fibras nervosas; 2, camada de células ganglionares; 3, camada plexiforme
interna; 4, camada nuclear interna; 5, camada plexiforme externa; 6, camada nuclear
externa; 7, camada de fotorreceptores; 8, epitélio pigmentado da retina (adaptado de
John Wiley & sons, Inc 2000)
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2. JUSTIFICATIVA

O prion celular é uma proteina constituinte das células de diversas
espécies de animais, cuja estrutura € altamente conservada entre estas diferentes
espécies e esta presente em varios 6rgaos e tecidos, predominantemente no
SNC. Sua presengca nos organismos afetados ¢é indispensavel para o
desenvolvimento das EET, no entanto, as fungdes desta proteina e o0 mecanismo
pelo qual as doencas a ela relacionadas se desenvolvem n&o estdo totalmente
esclarecidos. Ha varios estudos mostrando o acumulo de PrPsc em olhos de
animais infectados com EET, ocorrendo desenvolvimento variavel de alteracbes
na retina.®*®® Ja foi demonstrado que os tecidos oculares sdo uma importante via
de transmissao das doencas pridnicas, tanto em estudos experimentais quanto no
homem.*’ Experimentos realizados através da injecdo intra-ocular de PrPsc em
camundongos que expressam PrPc de forma seletiva em neurdnios ou em células
da glia, mostrou que ambos sao capazes de desenvolver EET por esta via de
inoculacdo, sem desenvolverem retinopatia.*”®” A demonstracdo da presenca e
localizagdo do PrPc nos diversos tecidos é de fundamental importancia para o
esclarecimento de suas fungdes, assim como 0s mecanismos de desenvolvimento
e as rotas de transmissdo das EET da periferia para o SNC. Apesar da

importancia da via ocular como rota de transmissdo da doenga, hd poucos

estudos demonstrando a expressao do PrPc em tecidos oculares.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenga e localizagao do prion
celular na retina humana através da marcac¢ao imunohistoquimica e da deteccao

da proteina pelo método Western blot em homogeneizado de retina.
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4. MATERIAL E METODO
4.1 Fontes de tecidos
4.1.1 Olhos

Foram utilizados 30 olhos de 23 pacientes, todos provenientes do Banco de
Olhos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo (HFMRP-USP). Esse material j& se encontrava
embebido em parafina na forma de blocos, tendo sido utilizado anteriormente em
outro estudo.®® Os tecidos parafinizados foram cortados com micrétomo,
montados em laminas para serem submetidos a imunohistoquimica. Todos os
olhos ja haviam sido analisados por um patologista para excluir qualquer

alteracéo nos tecidos.

4.1.2 Retinas

As retinas utilizadas no método de Western blot também foram
provenientes do Banco de Olhos do HFMRP-USP com permisséo por escrito dos
responsaveis pelo paciente doador. Logo apds a enucleagdo e a avaliagdo da
disponibilidade da cornea para transplante, as retinas de um doador foram
separadas dos outros tecidos e imediatamente imersas em nitrogénio liquido,
sendo entdo transportadas ao laboratério e mantidas a -70°C até serem

processadas.

4.2 Imunohistoquimica
O termo imunohistoquimica surgiu a partir das palavras imunologia,
histologia e quimica. E um método utilizado para se estudar as proteinas

mantendo-se o0 contexto anatémico dos tecidos. Nele sdao empregados os
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principios da imunologia, tornando visiveis antigenos de interesse em tecidos ou
preparacdes celulares, baseado na propriedade que os anticorpos tém de se
ligarem a um antigeno especifico. A marcacao que permite observar o anticorpo

pode ser fluorescente, enzimatica ou radioativa.

4.2.1 Imunohistoquimica para PrPc
4.2.1.1 Desparafiniza¢ao

As laminas com tecido parafinizado permaneceram em estufa a 58°C
overnight. Em seguida, a temperatura ambiente, as secg¢des ficaram submersas
respectivamente em xileno (5 min), xileno (5 min), alcool absoluto/xileno (5 min),
alcool absoluto (1 min), alcool 95% (1 min), alcool 90% (1 min) alcool 80% (1 min)

alcool 70% (1 min), alcool 50% (1 min) e agua MilliQ (varias trocas).

4.2.1.2 Blogueio da peroxidase enddgena
A seguir, as laminas foram incubadas com 4,5 vol% H>O. em PBS duas
vezes durante 7 minutos, a temperatura ambiente, sendo posteriormente

enxaguadas com agua destilada.

4.2.1.3 Recuperacao antigénica

Foram testados varios protocolos de recuperagdo antigénica para a
exposicdo dos epitopos da proteina desejada. As seguintes solugdes foram
testadas com as laminas submersas por 40 min em steam heater: citrato de sddio
10mM pH®6,0; cloridrato de guanidina 6M; tampao Tris-HCI 50mM pH9,5 e acido
cloridrico 2M/I. Todas as solugcdes foram testadas sozinhas e seguidas de imersao

em acido formico a 95% por 5 min em temperatura ambiente. Algumas laminas
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foram tratadas apenas com acido férmico a 95% por 5 min e outras nao foram
submetidas a nenhum pré-tratamento. A recuperacao antigénica mais adequada
para imunodeteccao do PrPc foi a incubacdo das laminas com uma solucao de
acido cloridrico 2mM/I por 40 minutos em steam heater, seguindo-se, apoés
retornar a temperatura ambiente, a incubagéo com acido formico a 95% durante 5

minutos.

4.2.1.4 Bloqgueio de sitios de ligacao inespecifica

Nesta fase os tecidos fixados nas laminas foram circulados com lapis de
diamante e os circulos preenchidos com cola. As laminas foram entdo incubadas
durante 30 minutos com tampao Tris-Gly (0,1M Gly pH7,4, ajustado com Tris base
0,1M) seguindo-se a incubacdao com tampao de bloqueio constituido por tampao B
(tampéao salina fosfato 20mM pH7,4 com NaCl 450mM e 0,3% Triton X-100)
contendo 5% de soro de jumento e 2,5% de leite em pd por quatro horas a

temperatura ambiente.

4.2.1.5 Ligagdo com o anticorpo primario

A incubacédo com o anticorpo primario diluido em tampao de bloqueio foi
realizada overnight. Os trés anticorpos utilizados foram 8G8 Prion protein
monoclonal antibody — Cayman (diluicdo 1:50), 3F4 mouse anti-prion protein
monoclonal antibody — MAB1562, CHEMICOM (diluigdo 1:50) e um anticorpo
policlonal anti-PrPc recombinante (diluicdo 1:25) desenvolvido em camundongos
no Instituto Ludwig para a pesquisa do Cancer — SP, gentilmente cedido pela Dra.
Vilma Martins. Em uma das laminas (controle) o anticorpo primario foi substituido

por tampao de bloqueio.
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4.2.1.6 Blogueio da biotina endégena

Apés serem lavadas trés vezes durante cinco minutos com tampao B, as
laminas foram incubadas sucessivamente com as solucdes de avidina e biotina
(DAKO) durante 15 minutos, sendo lavadas com tampado B entre e apo6s as

incubacdes.

4.2.1.7 Ligagao com o anticorpo secundario

O passo seguinte foi a incubacao das laminas com o anticorpo secundario
biotinilado (E0354-Dako) na diluicdo 1:100 durante uma hora, seguida de enxagie
sucessivamente com tampao B e PBS. Ao término do enxagle, os reagentes A
(10ul) e B (10ul) do kit ABC (Elite-Vector) que ja estavam sendo incubados em
PBS (500 pl) ha 30 minutos foram adicionados as laminas e incubados durante

uma hora.

4.2.1.8 Revelacao

Nesta fase, apds serem lavadas com tampéo B e tampao 50mM Tris-HCI
pH 7,6, as laminas foram submersas neste ultimo tampéo (24ml) adicionado de
diaminobenzidina (DAB 10mg) e HxO, (7,5ul -30 v%). A reacéo foi interrompida

com 4gua.

4.3 Western blot
Western blot € um método utilizado para detectar proteinas em um

homogeneizado de células. Essa técnica usa eletroforese em gel para separar as

proteinas desnaturadas pelo peso. As proteinas sdo entdo transferidas do gel
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para uma membrana de nitrocelulose e a presenca da proteina de interesse é

demonstrada utilizando-se um anticorpo marcado especifico para a mesma.

4.3.1 Western blot para PrPc
4.3.1.1 Preparacao do homogeneizado de retina

A retina foi homogeneizada a 10% em tampado de homogeneizagéo
(tampéao Tris HCI 25 mM pH 7,5, PMSF 0,3mM, aprotinina 0,3 benzamidina 1mM,
EDTA 10mM, Bmercaptoetanol 2mM). A homogeneizagéao foi realizada com pistilo
de teflon a 1000rpm em banho de gelo (10 incursdes). Apés a homogeneizacao, a
amostra foi separada em aliquotas, adicionadas a tampao de amostra (Tris HCI
0,375M pH 6,8, 10% sacarose, 10% SDS, 3,6M Bmercaptoetanol, bromoferol) na
proporgdo 4:1, fervidas por 3 minutos e estocadas a —20°. A dosagem de

proteinas das aliquotas foi realizada pelo método microLowry.®®

4.3.1.2 Eletroforese de amostras de retinas sob condi¢des desnaturantes e
redutoras (SDS-PAGE)

O procedimento de eletroforese foi realizado de acordo com Laemmli &
Favre.”” As amostras de homogeneizado foram aplicadas em mini-géis de
poliacrilamida a 15%. A sequiéncia de amostras aplicadas em cada po¢o do gel de
empilhamento foi: padrdo de peso de proteinas de baixo peso (10ul), proteina
prion celular recombinante (0,25ug) e uma amostra de retina (60 pg de proteina).
Foram preparadas sete membranas, sendo que em trés delas, as amostras da
retina e da proteina foram incubadas com proteinase K (50 pg/ul) durante uma
hora antes de serem aplicadas no poco. Além disto, nestas trés membranas,
houve a aplicacdo da proteina recombinante sem proteinase K em um poco

adicional. O padrao de peso molecular (SDS-PAGE Molecular Weight Standards,
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low range-Bio rad) continha as seguintes proteinas: fosforilase b (97,4 kDa),
albumina (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (31 kDa), inibidor
da tripsina (21,5 kDa) e lisozima (14,4 kDa). A corrente elétrica utilizada no inicio
da corrida eletroforética foi de 10 mA por gel até as amostras atingirem o gel de
separacao, sendo entdo aumentada para 15 mA por gel até o final da corrida (azul
de bromofenol atingindo a extremidade catodica do gel).

Composicao dos géis: 0 gel de separagao foi preparado com Tris HCI 2M
pH8,8 (18,75 ml), TEMED (90ul), APS (750ul), SDS(750ul), Acrilamida (37,5ml) e
H2>0O (17,25ml). O gel de empilhamento foi preparado com Tris HCI pH6,8 (4,4ml),
TEMED (87ul), APS (440ul), SDS(707ul), Acrilamida/bisacrilamida (9,4ml), H.O

(54,7ml).

4.3.1.3 Eletrotransferéncia

A eletrotransferéncia de proteinas do gel de poliacrilamida para membrana
de nitrocelulose foi realizada de acordo com o método de Towbin. ' O principio
deste método consiste na transferéncia eletroforética de proteinas do gel para
uma membrana de nitrocelulose (ECL hybond nitrocellulose membrane). Apos a
eletroforese, foi montado um “sanduiche” com a seguinte sequUéncia: suporte
plastico / esponja / papel de filtro / gel / membrana de nitrocelulose / papel de filtro
/ esponja / suporte plastico. Este procedimento foi realizado com o material imerso
em tampao Tris-HCI 20mM, pH 8,3, com SDS 0,1% (p/v), glicina 100 mM e etanol
18%(v/v), que foi utilizado também durante a eletrotransferéncia em cuba prépria,
com voltagem constante de 35 volts/gel por um periodo de quatro horas. O gel foi
posicionado mais proximo a extremidade anddica e a membrana de nitrocelulose

mais proxima a extremidade catddica cuba.
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4.3.1.4 Detecgéao da proteina PrPc na membrana de nitrocelulose

Ao final da eletrotransferéncia, as membranas de nitrocelulose foram
coradas com Ponceau 5% (p/v), diluido em acido tricloracético 3% (p/v) por 10
minutos e lavadas com agua Milli-Q para observacao das bandas de proteinas. As
bandas do padrdo de peso molecular foram marcadas a lapis. Apds este
procedimento, elas foram lavadas com tampdo B e em seguida imersas em
tampao de bloqueio durante 2 horas e 10 minutos. Foi entdo trocada a solucao
pelos anticorpos primarios (os mesmos utilizados na imunohistoquimica) diluidos
no tampao de bloqueio na concentragcdao de 1:500, permanecendo por 4 horas.
Neste passo uma das membranas foi incubada apenas com tampao de bloqueio
(controle). Na seqUéncia as membranas foram lavadas com o tampao B, sendo
entdo incubadas com o anticorpo secundario (0 mesmo utilizado na
imunohistoquimica) na diluicdo de 1:1000. Posteriormente as membranas foram
lavadas com tampéao B, depois com PBS e incubadas por uma hora com o kit
ABC Standard AK5000 para fosfatase alcalina com os regentes A e B pré-
incubados em PBS durante 30 minutos. A revelagao foi realizada com azul nitro-
tetrazdico (NBT) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) — Promega, diluidos
em tampao Tris-HCI 0,1M pH9,5 , NaCl 0,1M, MgCl, 0,005M. A reacéao foi

interrompida com agua Milli-Q apds 30 minutos.
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5. RESULTADOS

5.1 Imunolocalizacao da proteina prion celular na retina humana

A imunohistoquimica evidenciou a presenga de PrPc na retina humana com
os trés anticorpos testados (figura 5B, 5C e 5D). Os anticorpos 8G8 (figura 5D) e
3F4 (figura 5C) mostraram uma marcac¢ao mais intensa que o anticorpo policlonal
(figura 5B). Houve marcagdo em todas as camadas da retina, mas esta foi mais
intensa nas camadas nucleares interna e externa e na camada de células
ganglionares. A eliminacdo da marcacao na lamina controle, na qual ndo houve
incubacdo com o anticorpo primario comprovou a especificidade da reacao
(Figura 5A).

Na CNE os bastonetes foram corados de maneira uniforme, o que nao se
verificou com os cones, cujos nucleos ficaram mais evidentes que os citoplasmas,
formando uma linha préxima a camada de fotorreceptores na retina central
(Figura 6B, seta e 6C mesmo campo com maior aumento). Na camada de
fotorreceptores, 0os segmentos internos dos cones e bastonetes apresentaram
uma marcagdo moderada, mas os segmentos externos ndo coraram (Figura 6D).
A marcacgao da CPE foi uniforme, com excegao da sua por¢ao interna, adjacente
a CNI, onde se observa uma linha de coloragdo mais intensa em toda a extensao
da camada. Neste local ocorrem as sinapses entre os fotorreceptores e o0s
neurdnios de primeira ordem (Figura 6B, cabeca de seta). Na CNI e CCG grande
parte das células apresentou marcagdo, com predominio da coloragdo do
citoplasma em comparacdo com os nucleos celulares tanto na retina periférica

quanto na central (Figura 6E). O nervo Optico apresentou uma marcagao granular
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e uniforme (Figura 6G), semelhante a marcacdo dos axénios das células

ganglionares na CFN (Figura 6F).

e

Figura 5. Imunolocalizacdo do PrP° na retina humana. Comparacdo das marcagoes
utilizando trés anticorpos diferentes. A-controle (no qual ndo ocorreu incubagdao com o
anticorpo primario), B-policlonal, C-3F4 e D-8G8, Barra de calibragdo, 50um.
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Figura 6. Imunolocalizagdo do PrP° na retina humana e no nervo éptico utilizando-se o
anticorpo 8G8. A, corte da retina central corado com hematoxilina-eosina mostrando as
camadas da retina; B, marca¢do dos nucleos dos cones localizados na porgdo mais
externa da CNE (seta) e uma linha com coloragdo mais intensa na regiao de sinapses da
CPE (cabecga de seta); C, maior aumento da mesma regido mostrada em B (nucleos dos
cones); D, corte da camada de fotorreceptores mostrando a marcagao dos seguimentos
internos dos cones e bastonetes. Nao houve marcagédo nos seguimentos externos dos
fotorreceptores; E, marcacdo predominantemente citoplasmatica das células
ganglionares na regido central da retina; F, camada de fibras nervosas mostrando uma
marcagao uniforme moderada; G, nervo éptico. Barras de calibragao: A, B, 50um; C, D, E
and F, 25um; H = 100um.
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5.2 Western Blot

Os resultados do Western blot confirmaram a presenca de PrPc na retina
humana. A marcagdo da membrana obtida com a eletroforese da amostra de
retina utilizando-se os anticorpos 8G8 e policlonal, mostrou uma proteina com
mobilidade semelhante aquela obtida pelo PrPc recombinante (figura 7 A e B). A
proteinase K digere completamente o PrPc e apenas parcialmente o PrPsc,
portanto a auséncia de marcagédo no local da membrana onde foi depositado o
homogeneizado de retina previamente incubado com esta proteinase confirma a
natureza nao patolégica da proteina presente no tecido (figura 7 C). Nao houve
marcacao quando foi utilizado o anticorpo 3F4, mesmo apds a recuperacao
antigénica. Na membrana processada sem o anticorpo primario (controle) nao

houve marcacao (figura 7 D).

Proteinase K
_ B ) C — 1 D _
MW PrPc Retina MW  PrPc Retina MW  PrPc Retina PrPc MW PrPc Retina PrPc
o 974- s 97.4-
97,4 - e 97,4 - — 66,2 - 66,2 -
66,2 - 66,2- e
45,0 - 45,0
45,0 - 4 45,0 -
35,0 - - 35,0 -
35,0 -
RS 35,0 - puss -
D
21,5 21,5 21,5
21,5
14,4 -
14,4 - 144- - -
14,4 - g

Figura 7. Western blot para PrP° na retina humana. Membranas A e B mostrando a
presencga da proteina prion celular (PrPc) em uma amostra de retina. A proteina marcada
na amostra apresentou uma mobilidade eletroforética similar aquela obtida pelo PrPc
recombinante. As marcagdes foram obtidas com a utilizagdo dos anticorpos policlonal (A)
e 8G8 (B). A membrana C mostra a auséncia de sinal nas amostras incubadas com
proteinase K. Houve deteccdo da proteina apenas na ultima fileira, na qual o PrPc
recombinate ndo foi incubado com a proteinase. Na membrana D o anticorpo primario
nao foi utlizado (controle). MW-padrdo de peso, PrPc-Proteina prion celular
recombinante
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6. DISCUSSAO

A localizacao da proteina prion celular nos tecidos € de grande importancia
para a compreensdo das suas fungdes e da fisiopatologia das EET. No presente
estudo, a partir da andlise olhos humanos por imunohistoquimica e Western blot,
demonstramos que o PrPc esta presente em diferentes células em todas as
camadas da retina e no nervo optico. Para evitar a inclusdo de pacientes com
qualquer tipo de retinopatia, uma lamina de cada olho foi avaliada por um
patologista.

Sabe-se que a expressao do PrPc é indispensavel para o desenvolvimento
das encefalopatias causadas pelo prion, tanto nos tecidos periféricos como no
SNC. Este fato fica bem demonstrado em um experimento no qual animais
Knockout para o gen do prion foram transplantados com retalhos de tecido
nervoso proveniente de cérebros que expressavam esta proteina. A inoculagéao
intra-cerebral de extratos de tecido infectado com PrPsc nestes animais acarretou
o desenvolvimento de degeneracdo espongiforme no tecido transplantado sem
comprometer o tecido adjacente. No entanto, a inoculagdo periférica de PrPsc
nestes animais nao foi capaz de desencadear a degeneracao do tecido cerebral
transplantado.’ A rota através da qual o PrPsc atinge o cérebro também &
importante, pois tem influéncia no periodo de incubacéo da doenca. Sabe-se que
a inoculagdo intra-ocular de PrPsc ira desencadear sintomas de EET em
hamsters mais tardiamente do que a inoculagdo intra-cerebral ou intra-
abdominal”® Varios Modelos animais foram utilizados para demonstrar a
transmissdo das encefalopatias espongiformes através das vias oculares. A

doenca de Creutzfeldt-Jakob foi transmitida experimentalmente para cobaias
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através da inoculacdo intra-ocular de cérneas infectadas.”® A transmissdo de
Scrapie também foi demonstrada através da inoculagdo intra-ocular e da
instilacdo conjuntival de tecido nervoso contaminado.” No homem, esta rota de
transmissdo tem ocorrido acidentalmente através de transplante de cérnea de
doadores doentes.*"*"

O desenvolvimento de retinopatia foi descrito em varias espécies de
animais portadores de EET. Em estudos experimentais, hamsters infectados com
scrapie e ratos com CJD evidenciaram alteragdes semelhantes na retina
caracterizadas principalmente por uma atrofia da camada de fotorreceptores e da
camada nuclear externa.®®’® Diferentemente dos modelos animais, em pacientes
portadores de sCJD e vCJ evidenciou-se a presenca do PrPsc nas camadas
plexiforme interna e externa. Nao foi encontrado PrPsc em nenhuma das
camadas nucleares ou na camada de células ganglionares e ndo houve evidéncia
de retinopatia nestes pacientes.®®’® Ha poucos trabalhos abordando a presenca e
a localizagdo do PrPc nos tecidos oculares normais. A expressdo do PrPc foi
demonstrada em retina de hamsters e de camundongos geneticamente
modificados que expressavam PrPc de hamsters,. Nestes animais, houve
marcagao preferencialmente da camada de fotorreceptores. Os camundongos
normais ndo apresentaram nenhuma marcagdo.”” Em retinas de ratos recém
nascidos, foi demonstrada a presenca de PrPc em todas as camadas.”® No
homem a presenca do RNA mensageiro (mRNA) responsavel pela codificacdo do
PrPc foi demonstrada através de hibridizag&o in situ na retina e no nervo éptico de
um olho normal, mas a expressao da proteina no tecido néo foi analisada.®® Neste
trabalho, assim como no presente estudo, ocorreu uma marcagao especifica em

todas as camadas nucleares, porém nao ha descricdo de marcacao nas camadas
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plexiformes e os resultados das marcagbes na MLI e na CFN nao foram
conclusivos devido a presenca de artefatos. Um resultado interessante no
trabalho com hibridizacao in situ foi a descricao de uma linha de marcagdo mais
intensa no limite externo da camada nuclear externa. Esta linha mais marcada
provavelmente corresponde aos corpos celulares dos cones, confirmando os
resultados encontrados no presente estudo, no qual os nucleos destas células,
que se encontram enfileirados adjacentes a camada de fotorreceptores,
apresentaram uma marcagao intensa. Esta marcacdo ndo se verificou nos
bastonetes (Figura 6B, seta). Alguns autores descrevem uma grande discordancia
entre os niveis de RNAm que codifica o PrPc e a expressdao da proteina no
cérebro, sugerindo que a regulacédo da sua expressao ocorra por mecanismos pos
- translagdo, como trafego e degradacdo protéicos.'® Neste experimento, houve
marcacao das diversas células em todas as camadas da retina e no nervo 6ptico.
Esta distribuicdo universal da proteina também €& descrita em estudos de
imunolocalizacdo do PrPc no SNC. Foi demonstrado que em cortex frontal e
occipital humano o prion celular encontra-se presente tanto na substancia branca
quanto na cinzenta (preferencialmente nesta), bem como na regido de transicao
entre ambas.”” Em cerebelo de ratos, a proteina estad presente em toda a
superficie celular, tanto de células da glia quanto nos neurdnios.* Outro estudo
sobre a expressao do PrPc mRNA através de hibridizacdo in situ evidenciou sua
presenca em neurdnios do hipocampo, cértex, tdlamo, cerebelo e medula.” Um
resultado importante no nosso estudo foi o acumulo de PrPc que se verificou na
CPE, onde ha uma concentracdao de sinapses organizadas de forma linear
(Figura 6B, cabeca de seta). Estudos recentes tém evidenciado o papel do prion

nas sinapses. Ja foi mostrado que a presenca de PrPc recombinante com uma
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conformacdo semelhante a do PrPc nativo estimula o desenvolvimento de
sinapses em neurdnios do hipocampo de embrides de ratos in vitro.® Alguns
autores entendem que existem hoje evidéncias suficientes de que PrPc é uma
proteina sindptica que confere resisténcia ao estresse oxidativo e a toxicidade
pelo cobre e que provavelmente ocorram duas formas de PrPc nos neurdnios:
uma sindptica e outra ndo sinaptica.?’ Foi demonstrado que alteragées na
fisiologia seguidas de destruicdo das sinapses sdo o passo inicial e decisivo na
neuropatogénse das EET.%? Neste estudo houve uma diminuicdo da quantidade
de sinaptofisina (uma glicoproteina constituinte das membranas das vesiculas
sindpticas) nas terminagdes nervosas no hipocampo antes que fosse
demonstrada qualquer alteragdo neuronal. Esta diminuicdo ocorreu
concomitantemente ao acumulo de PrPsc nestas células na fase pré-clinica da
doenca. Outros estudos, ao contrario, contradizem a nocédo de que o PrPc é
encontrado preferencialmente nas sinapses, evidenciando que a proteina esta
distribuida por todas as por¢gbes dos neurbnios, sem qualquer localizagao

.'* E importante considerar que demonstrar a presenca de uma

sinptica especia
proteina com a labilidade conformacional do PrPc é um desafio, uma vez que os
protocolos utilizados para fixar e processar os tecidos influenciam de forma
decisiva os resultados encontrados. Mesmo em estudos no qual foram utilizados
cortes de tecidos congelados (que, portanto, ndo haviam sido submetidos a
fixacdo com paraformaldeido e parafinizagédo), os resultados obtidos com quatro
anticorpos diferentes foi muito varidvel, demonstrando a variabilidade de
marcacdo desta proteina.”® Alguns anticorpos ndo sdo capazes de reconhecer

antigenos sem que haja um pré-tratamento dos tecidos com agentes

desnaturantes ou mudancas de temperatura.®® Estes tratamentos, denominados



50

recuperacao antigénica, tém a finalidade de promover a exposicao dos epitopos a
serem reconhecidos pelos anticorpos. No caso do PrPc, diversos protocolos
foram testados por diferentes autores com a finalidade de encontrar a
recuperacdo antigénica mais eficaz para esta proteina.®* No presente estudo, com
a finalidade de encontrar a melhor marcagcdo para o prion na retina, foram
testados nove diferentes protocolos de recuperagéo antigénica e o que mostrou o
melhor resultado foi 0 aquecimento dos tecidos em steam heater submersos em
uma solugdo de &cido cloridrico 2mM/l durante quarenta minutos seguidos
por cinco minutos de imersdao em acido formicoa 95%. No método de
Western blot as membranas também foram submetidas a um processo de
recuperacao antigénica com altas temperaturas e agentes desnaturantes. Mesmo
assim, o anticorpo 3F4 nao foi capaz de identificar a presenga da proteina nas
amostras testadas, provavelmente por uma exposicao inadequada do epitopo
reconhecido por este anticorpo. A expressdo do PrPc na retina humana aqui
demonstrada adiciona informagbées ao estudo das vias oculares como rota de

transmissao das encefalopatias espongiformes no homem.
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7.CONCLUSAO

A proteina prion celular esta presente em todas as camadas da retina e no
nervo éptico. Apesar de apresentar uma distribuicdo difusa por todo o tecido,
verificou-se um predominio desta proteina nas camadas nucleares e na regido de
sinapses da camada plexiforme externa. Esta distribuicdo universal da proteina
também é descrita em estudos de imunolocalizagdo do PrPc no SNC e coincide
com os resultados de hibridizagdo in situ na retina humana. A verificagdo da
presenca do prion celular na retina humana reforga a importancia da via ocular na

transmissao das EET.
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